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АСПЕКТ ИХ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ

В стати отражены осг€овныв квврввивн#&#г фуждт вктвльньи сследт нвй отдг.гв
биЬлоггггг гйзоокис4)гющги лгггсрооргвнггзлов -- экологи1я, селвкцггя, твксондми1я, физиоло-
гии, биохшддя, гвнвтикв бв ств ий, 'г4аголыующих с,--с,-совДинвнигя, лттжвтичвсковло-
деиированггв иикробlгологи'гвасих процессов, в тсгкжв прг4клвднгйх -:- ;эвзрвботк нау'шг,1я
основ биотехнологии сг1нтеза практически ценных продуктпш (белка, эюоподисах«родов.
кормовых добавок, биогазв) на оснше непищевъи субстратов, поиск зтежей углеводород-
ного серы, звйггтв окружающей срвдо4.
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особенности биологии метилотрофных бактерий

Экология. На сегодняшний день исследования, касающиеся круговорота
метана в биосфере, .чре.звычайнд актуалыlы. Это обусловлено Ёоlзрастанием в
атмосфере ко1щентрации метана антропогеш-юго происхождения за послед-
ние,200 лет более чем иа юO % (от 0,7 до 1,7 ррт) и, как следствие этого,
изменением гомеостаза земной атмосферы. Показано, что сток метана из ат-
мосферы осуществляют облигатные метанокисляющие бактерии (мета1ю-
трофы). Проведены широкие обследования экосистем с целыо определения
природных мест обитания метанотрофов и оценки их роли в биосферных
процессах [16, 22]. Исследованы свыше 5000 проб из различных географи-
ческих зон и экосистем, характеризующихся различными геохимическими
условиями (степные, лесные и богарные почвы, рисовые чеки, почвы нефте-
газовых и газовых месторождений; вода и ил пресных естественных и ис
кусственных водоемов; вода равнишвш и горных рек, вода'т и породы уголь-
ных шахт, воды и осадки морей, ил сточных вод и т. д.) [4, 9, 52]. Выделены
штаммы метанотрофов, отнесенные к мезофильным, термофильным, психро-
филышм и галофилышм формам. Обследование морских вод, осадков шельфа
и абисальных глубин осуществлялось с использованием научно'исследова-
тельских судов "Академик Вернадский" , "Артемида", "Профессор Водяниц-
кий", малой субмарины "Бентос"

Изучена активгюсть микробного стока метана в гипергалинных экосисте-
мах Крыма (содержание НаС1 50 -- 253 г/л). Из осадков гипергалиш»1х озер
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изолирова1ш экстремальные галофильные метаlютрофы, которые окисляют
метаl{ при наличии юO г МаС1 в 1 л среды. Высокое количество метанотро-
фов обнаруже1ю в воде и осадках умере1пю соленых водоемов.

Наряду с мезофилыlыми бактериями выявлены и описаны термофиль-
ные формы, окисляющие метан при температуре 55 -- 60 'С. Следует указать,
что если мезофильные метанотрофы впервые были выделены в 1906 г., то
факт существования термофильных метанотрофов стал известен лишь спус-
тя 70 лет [8, 9, 56].

Окисление метахта -- высокоэпергетический процесс. Энергия, освобож-
даемая при микроб1юм окислении метана, частичlто расходуется на биосин-
тетические нужды клетки, ]то при этом определеlшое количество энергии
рассеивается в виде тепла. ИитенсивlЕость бактериалыюго окисления метана
в природных условиях позволила зафиксировать локалышй разогрев (ДД
пад нефтегазовыми залежами суити и океа1юв. Обнаружешюе явление оха-
рактеризоватю как биогеохимический реактор [7]. Его топография иа земной
поверх1юсти может фиксироваться контактно хга местности, а также дистан-
ционгю -- с самолетов, вертолетов, космических аппаратов. Эти исследова-
ния стали основой для разработки 1ювого метода поиска углеводородов.

На континенталыюм шельфе и за его пределами определены места повы-
шенгЕой биологической активlюсти -- коралловые острова, барьер1{ые рифы,
атоллы, мидиевые и устричные банки. К этим местам практически не поступа-
ют минералыб1е и органические вещества, однако там имеет место лави1юоб-
разгюе накопление карбоната кальция в виде рифогенных осадков. В основе
карбонатообразования и роста каркасных организмов лежат не только про-
дукты фотосинтеза, 1ю и мощные исто-lники хемооргазютрофlюго биоси1{теза.
Субстратом здесь служат органические вещества, образуемые метагютрофами,
которые используют вродухты углеводородllо$г дегазации океаllической коры,
находящиеся в зоне биогеохимических реакторов мирового океана.

Метан потребляется мета1ютрофами во всей аэробюй зоне. Полученные
результаты показали, что бактериальное окисление метана в почвах, как и в
водоемах, -- широко распространенгюе явление. Микроорганизмы, растущие
на меа'ане, могут существовать в различных экологических зонах с раз1юоб-
разными геохимическими условиями местlюсти [59]. 0пи обладают высо-
кими адаптациошшlми способ1юстями, окисляют метан в широком диапазо-
не температур (от 0 до +65 'С) и рН (5,0--9,0), фиксируют молекулярной
азот, х1е нуждаются в стимуляторах роста, используют минеральные соедине-
ния в качестве источников биогенных элементов. Все вещества, необходимые
для их роста, могут быть соединениями абиогенного происхождения. Таким
образом, метанотрофы являются важными компонентами почтенных экоси-
стем, актив1ю участвующими в процессах трансформации углерода и азота
[54]. Более того, почвеиные и водхтые метанотрофы, окисляя метать предотв-
ращают его эмиссизо в атмосферу Земли, являясь своеобразным бактериаль-
ным щитом, препятствующим повышению концентрации метана в атмосфере.
Они являются единственными каталитическими системами, акцептирующи-
ми метан биологического и геохимического происхождения и трансформи-
рующими это С,-соединение в сложные органические вещества. Обеспечивая
трансформацию метана в органические соединения, мета1ютрофы поддержи-
вают рав1ювесие мнкду процессами синтеза метана и его окислением. Благо-
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даря их синтетической дея'гельности в биосферный круговорот углерода воз-

вращается более 7,5 ' ю' т органического углерода в год. Ассимилируя био-
логический, фоссилышй, а также абиогенный метан, метанотрофы способствуют
увеличению общих запасов органического вещества биосферы.

С целыо прог1юзирования активности биологи-!еских процессов, обус-
ловленных стуком атмосферных газов, были созданы матема1'ические моде-
ли для определения возможных направлений протекания исследуемых про-
цессов. Методами математического моделирования исследован проt1есс диф-
фузион1юго распространения и микробного потребления растворепных ат-
мосферных газов в поверхностных слоях мирового океана. Математическая
модель процесса диффузии и микробюго потребления газообразиых суб-
стратов в поверх1юст1{ом слое водоема представляет собой началыю-краевую
задачу для уравнения в частных производных второго порядка параболичес-
кого типа [20-- 22, 57 ].

В результате аналитического решения этой задачи для стационаргюго
процесса получе1ш математические модели (1) при У = соп$t и (2) при
У = а$ ('Х,), характеризующие микробный сток атмосферных газов в .вод-

ную фазу [22l:

}'' 5(]') + 5о (.Х - .У- )] .У.-' (Л': - ХХ-)'' , (1)

« -' l« l*лl -« l*.лl « l*лll ,
(2)

где У -- скорость микробного потребления растворенного в воде атмосфер-
ного газах О -- коэффициент диффузии растворешюго газах Х -- текущая
коордш1ата; Х. -- граница распространения субстрата; 5 (Х) -- концентра-
ция растворешюго в воде газа; 5. -- концентрация растворенного газа у
поверхности водной экониши; а = соп$t > 0.

Промоделированы также некоторые кинетические закономерности про-
цессов диффузии метана в глубинном осадке, гиполимнионе, металимнионе
и эпилимниох1е водоемов [22].

Изучена эпифитная метилотрофная микрофлора в различных регионах
Украины. Показано, что розовоокрашенные факультативные метилотрофные
бактерии (РОФМ-бактерии) количественно преоблщают на листьях расте-
ний и являются постоянными обитателями филлосферы лекарствен1{ых,
сельскохозяйствештых, декоративных и диких растений. Они найдены так-
же в почвах и иле водоемов. Не выявлена видовая специфичность РОФМ-
бактерий к расте1{ию хозяину, а также приуроченность РОФМ.бактерий к
различным регионам в пределах Украи1{ы. Стабильное существование РОФМ-
бактерий в филлосфере растений обеспечивается их питателышми потреб-
}юстями (ассимилируют экзометаболиты растений, в том числе метанол), а
также устойчивостыок УФ-облу гению, низкой влажности и высокой темпе-
ратуре. Повсеместное распространение РОФМ-бактерий в филлосфере рас-
тений свидетельствует об их симбиотических отношениях.

Таксономия. На основании изучения морфолого-культуралывтх и фи
зиолого-биохимических свойств метанотрофов (в частности, облигат1{ость по
от1юшению к источнику углеродного питания [5, 6, ю], ассимиляция экзоген-
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гюй углекислоты [36], фиксация атмосфер1юго азота [60], сопряжено-юсть ор-
гахютрофхюго и литотроф1юго метаболизма [38], наличие гидроксиламинок-
сидазы [45], путь метаболизма метана [ 19], жирнокислотный состав клеток
[37]) проведена их идентификация [32, 35, 37]. Описаны 7 Новых видов мета-
1ютрофов [32], Создана коллекция метаниспольэующих бактерий --
Ме1Ъфососсщ сар$ййш, М. Ёггетторьащ, Ме1;lгфоЪасЁет истаг7гlсш, М. М&ш,
М. @Ы,[ЕепЬиту{, МЙЬу1отопа$ те1;Ьапгса, М. тиЬта, Ме1;ЬЯозlпиз
!ггсЬо$ро1гит, М. $рогйдт, Ме€lгИосуst s ратош, М. есЬlпоlде$, изолирован-
ных из различных экосистем. Коллекционные штаммы гараитирова1-пю
поддерживаются в коллекции микроорганизмов ИМВ НАН Украины. Со-
гласию Международным стандартам систематизированы 1{оменклатурные
дашше о коллекцисптных штаммах метилотрофных бактерий [34, 39]. Состав-
лены информациошвlе карты 'Иг1;СС для коллекциоlтных штаммов и штам-
мов -- продуцентов биологически активных веществ, а также каталог кол-
лекционных штаммов метилотрофных бактерий. Предложены принципы
классификации метилотрофпых бактерийЕ4Ц.

В связи с тем что в существующих определителях бактерий приведены
диагнозы лишь двух видов мета1ютрофов, разработана классификация этой
группы бактерий [32, 33, 41 , 64]. Предполагалось, что таксоиомически метан-
окисляющие бактерии представляют единую группу Однако на осlювании
анализа нуклеотидиых последователыюстей 16$ рРНК ло последним дан-
ным литературы уста1ювле1ю, что эволюционно мета1ютрофы представляют
две ветви класса Р7о&воЬйсlвггсг: /Ивt/г.#/оsг7гиs, Л/в&йд/ос#slls (а-подгруппа)
и Ме€lгИососсиг$, Ме€РгИотоиаз, Ме€ггИоЬсгс€ет (. Т.подгруппа)]Даши резуль-
таты ахlализа иуклеотидных последователыюстей 5$ рРНК, а также электро-
форетического анализа клеточных белков штаммов, имеющихся в коллекции
отдела биологии газоокисляющих микроорганизмов, показали, что филогене-
тически метанокисляющие бактерии представляют более разнообразную груп-
пу, чем предполагалось ранее [4С 64].

Роды метахюкисляlощих бактерий по ряду признаков (нуклеотидные
последовательности 5$ и 16$ рРНК, путь метаболизма С.-соединений, тип
ВЦМ, состав жирных кислот, чувствительность к литическим ферментам)
четко делятся на две группы [64]. Целесообразно разделить семейство
Ме1Ьфососсасеае на два семейеюа. МеЕЬфососсасеае и Ме1Ьфозlяасеае.

Все исследованные штаммы РОФМ-бактерий, изолированные нами с
поверх1тости листьев растений, отнесены к роду Л/вt/гд/оЬвсгвггит. В ].насто-
ящее время описагю 8 видов рода Л/вг/гуlоЬвс&еггггт. Однако некоторые из
них выделены в самостоятелытые виды только на осlюваl-ши ДНК -- ДНК
гибридизации и исследования состава оаюваний ДНК, поскольку феноти-
пически они неотличимы. Некоторые отличия между ними обнаружены
только от1юсителыю ассимиляции источников углеродного питания, '1то по-
зволяет причислить изолированпые штаммы к видам Л4'в(/гд/оЬвс(в7гг4т
в1lогдггв1г$, Л/. твsорй{/{сг4т и Л/. /ёфг$втвв?гsв. Несколько штаммов изучен-
ных РОФМ.бактерий не представляется возможным отнести к известным
видам рода. Не исключетю, что оии будут выделены в самостоятелыше виды.

Предложена следующая схема классификации метилотрофных бакте-
рий [64], ос1юванная на результатах собственных исследований и дашшх
литературы.
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1 . 0блигатпые метанокисляющие бактерии'
Семейство "Л/вЁЛд/ососссгсвйе"
Р о д \. Ме1}гфососсиз: М. сар$и1а1;ш, М. [Тгетторъг1и$
Р о д 11. М.е€РгИототгаз: М. те1}гап€са ("Мее+гатготопа$ те!+гап€са" ,

"Р$еи(1отопа$ теlЬапlса'' ), "М. тиЬтд' , М. Го(Кпотиш, М. аитапЕlаса
Род 'Пt Ме1:РгугоЬас€ег: М. М&и$ ("МеЁlгИососсиз ги&и$"),

М. шьг1;1епЬигу{ ("МЙЬфососсиз шьг1; епЬитуТ' , "Ме1}гфоЪасЕет сар$и1а€1дВ' ),
М. адг11$, М. а1Ьи$ ("МеЁЬфотоваз а1Ъа"), М. татгпи$, М. реИдlси$
("МеЕЪфотоказ рйадгса" ), "М. истагпгс®' , ("Ме1}гфососсиз истагмlсиВ' )

Семейство "Л/в(/гу/аsг7гвсввв"
Р о д \Н. Ме€lгфозгпиз: М. &lсlго$ройит, М. $рот€ит
Р о д 'У. Ме1;Ьуlосйз€гз: М. ратъи$, М. есlггпогйе$
2. 0блигатные и ограииченно факультативные метанолиспользующие

бактерии
Семейство" Медь ИоЬасгиасеае"
Р од. \. Ме1ЬфоЪасгииз: М. д1усодене$, ("Р$еи(1отона$ пзиеп1а" ,

"Ме1;ЬуИ)тпопа$ 1пе1ЪапоКсй' , "МеlЬу1отпона$ 17геЕИу101)от(г' , "Ме1Ъапол1опа$
те(Ьфоиотй" , "Ме€Ьапотопш те1ЬапоИса" , "Р$еийотонж те1}ганоКса" )

Р о д \\. МеЁЬфорЬада: М. тайна, М. ЁЬа1а$$гса ("АКетотопа$ 1;lгаИ$$о-
теЕИапоКсо" , "МеЫгфотоиай;гга1аззгса" )

Роц 'П\. МеlЬуlорlй1и$: М. те€lгфоЬорЬиз ("Р$еиаотопа$ тйЪу-
1оЬорЪа" , "МеЕЬфотоиаз сИтИ" )

З. Факультативные метанолиспользующие бактерии (только розовоок-
рашенные)

Род Ч,. Ме€ьфоЬасЕетlит: М. отдапорьг1ит, М. тЬойlит ("Р$еи(1отопа$
тГгоао$"), М. та(Ко1,о1етап$ ("Р$еи(1отопа$ та(Пота"), М. те$ор+ггьсит
("Р$еидотопа$ те$орггг1гса" ), М. ехlотдиепз ("РтаЕотопа$ ех1;отдиеп$" ,
"Васиги$ ех1отдиец$) " У гЬтго ех1отдиеп$" , "Р$еиаоп1оца$ еэс€отдиеп$" ,
"Р1атоЪас€етгит емотдиепВ' ), М. тlгоаегlапит, М. гаЁтапй, М. ТиЗгзашаеше

Генетика. Еще 15 лет назад исследования по генетике метаllокисляю-
щих бактерий практически не были представлены пи в отечественной, ни в
мировой литературе. Нами проведен скринипг плазмид у метанотрофов. У
ряда коллекционных штаммов выявлены криптические плазмиды с различ-
ной молекулярной массой [41 ]. Осуществлена передача конъюгативных плаз-
мид из гетеротрофных бактерий в клетки двух штаммов метанотрофов [50].
Установлено, что эти плазмиды могут поддерживаться в клетках различных
штаммов в автономном либо в интегрировашюм состоянии. Показано, что
возможен перенос изучаемых плазмид из клеток метанотрофов в клетки
Еsс/гв с/г й со/{, причем в ряде случаев плазмиды 1{есут сегменты хромосом
метанотрофов. Впервые осуществлена внутривидовая передача хромосомаль-
ных гетюв у метагютрофов. Сконструирован банк генов Л/в(/г#/ососсгг$
[йвртор1г{/ггs на мобилизуемом векторе с широким кругом бактерий-хозяев.
Отобраны клоны с гвс Л-подобным геном метанотрофов, а также исследова-
ны физико-химические свойства гвс Л гена. Дефектпый гвс Л фенотип Е. со/{
восстанавливался двумя различ1{ыми сегмеитами хромосомы Л/вЕЛИососсиз
(Лвгто;эй{/гг$. Вышеприведенные данные свидетельствуют о способности

+В кабы'1ки взяты неузаконенные наименования таксонов
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метанотрофов осуществлять гомологическую рекомбинацию ДНК (аналогич-
[ю другим видам прокариотов). Получен спектр спонтанных и индуциро-
ванных мутантов метанотрофовl40, 66]. Создана коллекция мутантов -- проду-
цептов белка. Эти исследования являются базой для проведения генетическо-
го анализа мета1ютрофов, а также для конструирования продуцентов белка
гетlllоикжеlтержыми методами и создатмя экологически чистого производ-
ства белка на основе контролируемого состава маркированных .штаммов.

Впервые у метанотрофов обнаружены эндонуклеазы рестрикции. Из 51
изучег1ных штаммов (13 видов) выявлено 8 продуцентов эндонуклеаз рест-
рикции (З вида), которые проявляют по меньшей мере три различные специ-
фичности (Нра 1, Крп 1 и неидентифицированный фермент) [65]. Продуцен-
ты э11донуклеаз рестрикции со специфичностью Крл 1 (А$р 718) были изо-
лированы из различных образцов воды и ила поймы реки Днепра.

Метаболизм. Метахютрофы окисляют метан через мёта1юл, формальде-
гид и формиат. Ассимиляция углерода метана осуществляется на уровне
формальдегида при функционировании рибулозомоlюфосфатного или се-
ринового пути. Уникальной особенностью метанокисляющих бактерий явля-
ется их способность синтезировать все углеродсодержащие клеточные ком-
поненты из одгюуглеродных соединений -- метана или, в ряде случаев, мета-
1юла [ 14]. Мгюгоуглеродные органические соединения не используются ими
в качестве источ]1иков углерода, и, более того, многие из них подавляют рост
метанотрофов. Сильными ингибиторами их роста являются некоторые ами-
нокислоты [6, 23]. Показано, что метанотрофы -- физиологически обособ-
ленная группа бактерий, которые облигатно зависят от метана к.ак источника
углеродЕюго питания [5, I3, 36]. Проведен анализ концепций облигатной зави-
симости метанокисляющих бактерий от С.-источников углерода и энергии.
Обнаружеш1ые особенности энергетического метаболизма мета1ютрофов по
уволили заключить, что основной причиной их облигат1юсти (по от1ющению
к метану) является неспособность использовать восстановителыше эквива-
леlтты (НАДН), генерируемые при окислении многоуглеродных субстратов,
для обеспечения метаболизма энергией, а также то, что терминалыюе акцеп-
тирование большей части электронов метаболизируемого субстрата (метана
или метанола) происходит при функционировании первого фермента, окис-
ляющего метан (метанмотюоксигеназы) [49]. Таким образом, функциониро-
вание снециализироваи!!ых механизмов переноса 1эн:ергетических эквивален-
тов, по-видимому,. является основной причиной облигатности метанотрофов.

Процессы трансформации энергии метана при его метаболизме пред-
ставляют особый интерес, поскольку у метанотрофов не функционируют обыч-
ные электронтранспортзlые цепи и сопряжетв1е с ними эзтергоге1{ераторы
[17, 49]. Изучена возможность генерации энергии при транспорте электро-
1юв к метанмо1юоксигеназе (ММО). Показано, что при инактивации мета-
1юлдегидрогеназы (МДГ) и цитохромоксидазы гидроксиламином метан окис-
ляется лишь сопряже1пю с дегидрированием формиата [46]. Сопряженное
скис.яежие метана и формиата в кри€утс?вии гидроксидамижа к.ветками
Ме(йд/ото/гвs в/Ьга ВС8 или Л/в&йу/оs ги$ (г сl%оsр07гггт ОВЗЬ, содержащи-
ми мембранную ММО, сопровождается транслокацией прото1юв [46]. Это
свидетельствует о генерации протондвижущей силы иа этапе транспорта элек-
тро1юв от формиата через НАДН к ММО. поскольку другие электронтранс-
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Рис. 1 . Схема солряхсения реаt<ции монооксигенирования окиси углерода и дегидриравания
метанола при синтаболизме этих субстратов у метанотрофов. ММО -- метанмонооксигеназа,
МДГ -- в1етанолдегидрогеназа, ФдДГ -- формальдегиддегидрогеназа, ФтДГ --
Формиатдегидрогеназа.

портные цепи ингибированы гидроксиламином. Окисление метанола клетка-
ми метанотрофов сопровождается также генерацией протонного градиента
(ДРН) [46]. Анализ ингибирования этилендиами}1тетраацетатом (ЭДТА) окис-
ления метанола и пропанола в клетках метанотрофов, а также влияния трип-
сииа на окисление мета1юла клетками, обработанными трис-ионами и ЭДТА,
позволил предположить, что МДГ в клетках мета1ютрофов локализовапа в
периплазме [19]. В силу этого протондвижущие свойства системы окисления
метанола в клетках метагютрофов, так же, как и других грамотрицательных
метилотрофов, объясняются фуикционироваиием протонтранслоцирующей
"редокс-ветви" (гедох агт). Протонный градиент создается за счет того, что
освобождающиеся при дегидрировании мета1юла протоны остаются в пе-
риплазме, а электроны транспортиру1отся через мембрану цитохромиыми
компонентами к терминальиой оксидазе и акцептируются кислородом с по'
треблением прото1юв цитоплазмы.

Изучен механизм кометаболизма неростовых субстратов (этана, окиси
углерода) у мета1ютрофов [ Н , 12, 19]. Установле1ю, что высокая эффектив-
ность использования углерода и энергии метанола мета1ютрофами может
быть достигнута только в том случае, если большая часть его электро}1ов
будет акцептирована при функционировании ММО. Это было показано при
культивировании метанотрофов па метаноле в присутствии неассимилируе-
мых субстратных аналогов метана -- СО или этапа [Н , 19, 47]. Совместная
ассимиляция мета1ютрофами мета1юла и субстратного аналога метагЕа (эта-
па или СО) была названа нами сиитаболизмом неростовых субстратов [19.
58]. Этот процесс реализуется благодаря сопряжению реакций дегидрирова-
ния мета1юла с мо1юоксигенированием второго субстрата (рис. 1 ) , что обеспе-
чивает более эффективное использование энергии и углерода метаlюла и
свидетельствует о вкладе мо1юоксигеназlюй реакции в энергетический мета-
болизм. Этими опытами была показана возможзlость использова!-!ия д.дя био-
синтеза белка и других метаболитов так называемых неростовых субстратов.
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Процесс биосинтеза становится возможным при совместном введении в пи-
тательную среду не менее двух неростовых субстратов.

При ассимиляции метанола метанотрофами фуlткционируlот два ме-
ханизма: монооксигенирование метахюла иеспецифичной ММО и дегидри-
рование мета1юла МДГ. Блокирование ММО ацетилегюм может вызвать
оста1ювку роста клеток из-за отсутствия альтернатив1в1х монооксиlеназно-
му механизму энергосопряженных систем переноса электронов на кисло-
род (Л/вlйу/оsгггггЛ7гсйоsроггг4т ОВЗЬ) либо стимуляцию роста в результа-
те экспрессии таких систем (Л/е(/гд/ото?гй$ гггЬ7й 15 ш и Л/в(/гд/ососсггs
сйр5г4/в(гг$ 9 м) [48].

Результаты исследования роли ММО в энергетическом метаболизме
метанотрофов можно суммировать следующим образом. Особенlюстыо энер-
гетического метаболизма метанотрофов является участие ММО в акцептиро-
вании большей части электронов ассимилируемого субстрата. При функци-
онировании мембрашюй ММО этот процесс сопряжен с генерацией энергии
в форме трансмембранного электрохимического градиента. Еще один меха
низм создания электрохимического градиента реализуется при дегидрирова-
нии метанола периплазматически расположенной МДГ. Это существенно
отличает процессы генерации э1{ергии у метанотрофов от таковых у гете-
ротрофных микроорганизмов. Отсутствие способности всех изучавшихся
нами метахютрофов использовать в качестве единственных источlтиков уг-
лерода и энергии многоуглеродные субстраты обусловлено тем, что их ме-
таболизм пе сопряжен с функционированием ММО и МДГ, а системы пе-
реноса электронов от НАДН на кислород не обеспечивают энергетические
потребности клеток.

Биосинтез практически ценных продуктов на метане. Проведена тео-
ретическая оценка эффективности синтеза биомассы микроорганизмами при
использовагЕии источников углеродного питания различной степени восста-
новленности. Как известно, рост микроорганизмов может осуществляться на
субстратах как с максималыlой восстаиовленностыо углерода (метан, другие
углеводороды), так и с минималыlой (оксалат). Существенным моментом
для метаболизма этих соединений является то, что элементный состав этих
субстратов существенно отличается от элемент1юго состава биомассы. Соот-
ношение углерода, водорода, кислорода определяет восстановленность угле-
рода субстрата ('Г:) или биомассы ('Г.). Восстановленность углерода макси-
мальна у метана ('Г; = 8), минимальна у оксалата ('Г, - 1 ), среднее значение ('Г.)
для биомассы микроорганизмов составляет 4,15. Для приведения Ё соответ-
ствие восстановленности углерода биомассы без потери энергии (в случае
СН,) необходимо вовлечение более окислеlтного соединения углерода, на-
пример СО2:

СН, + 0,92С0: + 0,48ЫН; [92СН:о..яМ..,. + 0,79Н:о
Биомасса

В случае оксалата восстановленность его углерода должна быть увеличе-
на до уровня восста1ювленности углерода биомассы за счет потери части
углерода в виде СО2:

0,5С:Н:0, + 0,06МН; 0,24СН20..55Ы0.2$ + 0,76С02 + 0,35Н20
Биомасса
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Рис. 2. Экспериментальная (в) и теоретическая (6) зависимости выхода биомассы (У.) от
восстановленности углерода ростового субстрата ('Г,): / -- оксалат; 2 -- формиат; З --
фумарат. марат, иитрат; 4 -- сукцинат; 5 -- глюкоза, аиетат; б -- глицерии; 7 -- магнит,
сорбит; В -- бежзеат; 9 -- фежидацетат; #О -- метажол, этанол; {/ -- продан; /2 -- этап;
/З -- метан.

Метаболизм субстратов с высокой степеныо восстановленности углерода
обычаю протекает с участием оксидазных или оксигеназных реакций. При
этом значительная часть электронов субстрата переносится на кислород и
окончательно вызывает из метаболизма. Именно вовлечение кислорода на на-
чальных этапах метаболизма сильно восстановленных субстратов (углеводо-
родов, спиртов) обусловливает то. что получаемые экспериментально выход
биомассы (У.) нам1юго ниже теоретически возможного (рис. 2) . Установлен-
ная эако1юмергюсть свидетельствует о том, что для повышения эффектив1юс-
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ти синтеза биомассы па основе субстратов с 'Г. > Т. необходимо вовлечение в
метаболизм углекислоты в качестве акцептора избыточный электро1юв.

Разработаны теоретические основы биотехЕюлогии получения микроб-
ного белка и других цешшх продуктов при использовании природного газа
в качестве ос1юв1юго сырья [53, 55, 61 , 62]. Селекционированы активные про-
дуценты микробного белка (гаприна) на основе природного газа (метана)
[ 12, 15]. Исследованы факторы, дестабилизирующие процесс биосинтеза бел-
ка на природном газе. Изучена взаимозависимость монокультур в микроб-
ных ассоциациях (метанокисля1ощие + эта1юлиспользу1ощие бактерии), рас-
тущих на природЕюм газе [15, 63]. Установлено, что их симбиоз не является
облигатным. Регулирующим фактором симбиоза мета1юкисляхощих и эта1юл-
испольэующих бактерий является уровень органических веществ (экэомета-
болитов метанотрофов) в культуральной жидкости. Их уровень формирует
и координирует количествешюе соотношение мо1юкультур, определяет ста-
бильность симбиоэа и биосинтетических процессов .

С целью формирования фонда промышленных штаммов -- продуцентов
гаприна проведены испытания Мвt/гу/ососсш [/гвтгар/г{/г4s ИМВ-М 1п/б на
опытно-промышле1{гюй устагювке Светлоярского завода БВК проиэводстве1{-
ного объединения "Волгоградбиосинтез". В процессе проведения испытаний
исследовал-ю влияние температуры, рН, рО:, концентрации источника азота иа
скорость роста штамма ИМВ-Н 1п/б. Наработаны крупнотоннажные партии
гаприна. Выявлена высокая чувствительность клеточной популяции к арома-
тическим углеводородам, ко1{центрация которых широко варьирует в при-
родном газе ряда месторождений. Предложена схема очистки природного
газа. Соглас1{о Акту испытаний от 20.09.88 г. штамм М. (ЛвгторЛ{/г4s
ИМВ- Н 1 п/б может быть использован как альтернативный лродуцент гаприна.

Для разработки подходов к получению штаммов метанотрофов -- сверх-
синтетиков амихюкислот изучена регуляция синтеза ароматических амино-
кислот у Л/. 7иЬ7{г и Л/. /гвгторй{1г4s [18]. Впервые в бесклеточных экстрак-
тах двух штаммов метаlютрофов определена активность первого фермента
разветвле11ного пути биосиитеза ароматические амигюкислот -- З-дезокси-
1)-арабино-гептулозонат-7-фосфатсинтазы(ДАГФ-синтазы). Показано, что
ароматические амихюкислоты являются эффекторами ДАГФ-синтазы, а рет-
роингибирование дагп-юго фермента является одним из способов регуляции
синтеза ароматических аминокислот у исследуемых метанотрофов. Менее
чувствительный к ароматическим аминокислотам вариант Л/. (Лв тор/г{/и$
селекционироваи в процессе непрерывного культивирования. Активность
ДАГФ-синтазы в его клетках не была подвержена ретроингибированию. Он
был использован для получения УФ-индуцированных мутантов, устойчивых
к ароматическим ами1юкислотам и их аllалогам. Аналогорезистентные му-
танты Л/. (Лвгторй{/иs были устойчивы к фенилаланину и тирозину. По-
вторный мутагенез, селекция мутантов, устойчивых к более высоким копцен-
трациям аналогов амихюкислот, и скрини11г данных мутантов по спосо61юс-
ти продуцировать ароматические аминокислоты позволили отобрать ряд
регуляторных мутантов, образующих фенилаланин. Способность к сверхсин-
тезу фенилалани11а сохраняется у получен1шх штаммов при их пересеве в
течение трех лет.
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Экологические последствия радиоактивного загрязнения
для почтенных бактерий в зоне ЧАЭС

Катастрофа ]та Черт.1обыльской атомной электростанции (ЧАЭС) в 1986 г.
создала естественную модель для изучения последствий длителытого воздей-
ствия радиации на биоту. Накоплен эгlачительный материал о действии иони-
зирующего излучения па фауну и флору иа всех уровнях их организации.
Наименее изучены последствия катастрофы на ЧАЭС для бактерий. В связи с
этим исследованы разнообразие почвенных бактерий в зоне ЧАЭС. Микробио
логический анализ почв проводили трижды в год (весной, летом и осенью).
Показа1{о, что в поверхностном горизоггге почв в зоне ЧАЭС(радиоактивность --
0,3-- 17,0 мкКи на 1 кг почвы на глубине 0--2 см) общее количество клеток
хемооргагЕотрофных бактерий, так же как и количество выявлешвтх видов
бактерий, значительно меньше, чем в контрольных почвах(рмиоактивиость --
0,002--0,006 мкКи ]та 1 кг почвы) [42]. Числен1{ость целлюлозоразрушающих,
нитрифицирующих и сульфатвосстаиавливающих бактерий в почвах в зоне
ЧАЭС на 1 --2 порядка ниже, чем в контролыв1х почвах [44]. Таким образом,
под влиянием а11тропоген1{ой радиации произошло уменьшение числешгости
и разнообразия почвештых бактерий. Установлено нетипичх1ое распределение
бактерий по профилю почв. Индексы видового разнообразия бактерий в этих
почвах имеют очень низкое значеllие. Полученные результаты дают ос1ювание
считать, что микробный состав почв в зоне ЧАЭС стал значителыю беднее
после аварии на ЧАЭС в 1986 г. и не восстановился к 1995 г. [42].

Во всех образцах почв в зоне ЧАЭС обнаруже1{ы Ввс{//ггs свгвггs (или
В. $1гЫЛЬ), а также МеlггуlоЬасЁе7€ит ехЕ07Чиеж (.или М. те$ор#г€Ксит).
Представители этих видов проявляли высокую устойчивость к перекиси
водорода (0,3-- 1,0 М), действие которой в извест1юй степени имитирует
действие ионизирующего излучения. Другие виды хемоорганотрофных бак-
терий обнаружены не во всех исследованных образцах почв зоны ЧАЭС, их
представители характеризовались низкой устойчивостьзо к Н,О,. Очевидно,
преимущество для выживания в зоне катастрофы на ЧАЭС получили бакте-
рии, которые имеют эффективные системы нейтрализации перекисных со-
единений (наряду с механизмами репарации повреждений ДНК) [44].

Устшювлепо, чтд штаммы Л/ДЕЛУ/оЬвс(ег ит, изолированные из различ-
ных экосистем (почва, растительность) зоны ЧАЭС, характеризуются высо-
кой скоростыо возникновения формальдегидоустойчивых мутантов. Показа-
но с помощыо флуктуационного теста, что формальдегид пе является му'гаге-
ном ддя штаммов МвlЛу/оЬйс(винт [43]. Высокая скорость мутирования
циаммов Л/вt/г#/оЬвсЕв ит позволяет предположить также потенциально
высокую изменчивость этих бактерий, а следовательно, и возможтюсть при-
способиться к экстремальным условиям обитания .

Показано, что изолированные штаммы Л/в(ЛЗГ/оЬвс(вИггт и Вйс{//шустой-
чивы к УФ-иэлучению. Сублетальная доза для исследованных штаммов
Л/в(Лу/оЬвс(вИггт состав.дяет около 200 Дж,/м2, для штаммовВйс{//иг$ -- ю0--
200 Дж/м'. Кривые зависимости выживаемости штаммов Л/вЕй#/оЬвс(вггггт
от дозы УФ-облучения имеют "плечо" на начальных отрезках кривой, что
свидетельствует о достаточно эффективной защите ДlЗК у штаммов Л4'е(Лу/о-

Ьйс(вггггт от действия УФ-лучей [43]. Дозы ионизирующего излучения менее
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0,6 кГр не оказывают влияния на жизнеспособюсть исследованных штаммов
Л/в(/гу/оЬвсlвгггlт. Сублеталы1ая доза составляет 5 -- ю кГр для некоторых из
них, т. е. они более устойчивы к ионизирующему излучению, чем другие эубак-
терии (исключение -- представители семейства Овгггососслсвггв) [43]. Полу-
чехlные результаты свидетельствуют о наличии у штаммов Л/в(Лу/оЬйс&е7гит
активных систем репарации повреждений ДНК, что, по'видимому, позволило
им выжить в радиационно загрязненных экоснстемах Чернобыльской АЭС.

Технология микробной конверсии отходов животноводческих
комплексов и птицефабрик в практически ценные продукты

В промышленно развитых странах 15 -- 24 % энергоносителей получают
в виде биогаза, в то время как в Украине при существовании громадного
дефицита энергии строительство установок для получения биогаза путем
микробного синтеза не осуществляется. Разработаны научные оаювы мик
робкой конверсии отходов животноводческих комплексов и птицефабрик в
6иогаз (метан). На Сумском машиностроительном заводе им. Фрунзе создана
биогазовая установка БИОГАЗ-300 объемом 300 мэ для переработки отходов
свиlгокомплекса. Разработана гибкая, безотходная, энерго-, ресурсо- и водо-
сберегающая биотехнология, защищающая экологию территорий, прилегаю-
щих к животноводческим комплексам. Она позволяет из опасных токсичес-
ких отходов вроизводи'гь практически полезные экологически чистые про'
дукты: биогаз, кормовые белково-витаминные добавки для питания живот-
ных, птиц, рыбы; удобрения, лишенные семян-горняков и содержащие живые
культуры ризосферных микроорганизмов, специфичные для каждого опре-
деленного вида растений. Сlозданная технология позволяет также очищать
сточные воды до кондиции, необходимых для безопасного сбрасывания их в
открытые водоемы [22, 61 ].

Показано, что анаэробЕюе брожение и образование биогаза осуществля-
ется многовидовым консорциумом, состоящим из первичных факультатив-
иых и облигатных анаэробов и мета1{образузощих бактерий (вторичные ана-
эробы). Скорость и глубина гидролитического этапа синтеза биогаза опреде-
ляются интенсишюстью конверсии органического сырья, осуществляемого пер'
вичными анаэробами. Установлено, что для интенсификации процесса полу-
чения биогаза следует использовать искусственно созданные микробные ас-
социации, состоящие из первичных и вторичных анаэробов.

Выделен широкий спектр анаэро611ых штаммов, трансформирующих сель-
скохозяйствеllные отходы в практически ценные вещества [22]. Разработаны
методы длителытого хранения анаэробных бактерий, селекции и создания
искусственных микробных ассоциаций, в состав которых входят деструкто-
ры органических веществ и мета1югены. Созданы методы получения и хра-
нения микробпых заквасок, вводимых в состав метаногенных консорциумов.
Интенсификация процесса получения биогаза достигается путем увеличения
биомассы микроорганизмов эа счет частичlтого возвращения сброженного
сырья в метантенк или иммобилизации бактерий н.а определенных носите-
лях [61 ]. Теоретические расчеты показывают, что при аиаэробной переработ-
ке 500 т сырья (средние суточные отходы животноводческого комплекса или
птицефабрика) количество полученного биогаза может достигать 4500 м;
Годовая дополнителы1ая добыча углеводородного топлива за счет производ-
ства биогаза может составлять 800 -- 950 тыс. тоlш условного топлива.
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Микробный синтез экзополисахаридов

Регуляция синтеза экзополисахарида этаполана. Селекционирован
штамм бактерий Лс пе&оЬвс&вг $р. -- продуце11т высоковязкого экзополиса-
харида (ЭПС) на осгЕове этаlтола. СинтезируемыйЛсг7гв(обвсlвг$р. ЭПС иа
эван этапола1юм. Исследованы культуралыв1е и физиолого-биохимические
свойства штамма-продуцента, определены параметры его роста и синтеза ЭПС.
Разработана припципиалыю новая биотехнология получения этаполана иа
ос1юве этанола, позволяlощая в 4 -- 5 раз повысить продуктивность процесса
его биосинтеза за счет внесения в среду С. дикарбоновых кислот -- интерме-
диатов метаболизма этахюла, вовлекаемых в глюконеогенез [2].

Регуляция состава и физико-химических свойств этаполана. Этапо-
лап состоит из нейтралы-юго и двух кислых ЭПС, один из которых является
ацилировашв1м [3, 25]. Нейтралышй ЭПС является минорным компонентом --
его содержание составляет около 5 %. Разработан метод раэделе11ия этапола-
на на ацилирова1шый и неацилированны.й компоненты, основаштый па том,
что растворы ацилированных ЭПС обладают эмульгирующими свойствами
[25]. Кислые ацилированный и 1{еацилировашlый ЭПС идентичны по моляр-
Еюму соот1юшеиихо 1)-глюкозы, О машюзы, 1)-галактозы, [-рамнозы, 1)-глю-
куроlювой и пировиноградЕюй кислот (3:2: 1: 1:1 1). Различие между этими
ЭПС состоит в том, что ацилированный полисахарид содержит О-ацильные
группы (С,сГ--С.,). На осlюве химических модификаций ЭПС, сольволиза ЭПС
беэводным фтористым водородом, деградации по Смету, 'Н- и 'зС-ЯМР.спек-
трос1сопии установлена одинаковая структура повторяющейся единицы угле'
водной цепи неацилированного полисахарида и ацилированного ЭПС после
отщепления жирных кислот:

-.ЗНРнВ€lф(1-,4)о-ВСёlр.(1-«)-ЙВ-С;!ф«-И).РВМачрг({-И)ф-»бlфа-«)и4.-МФа-.
6 2

Т

1

Р-1)-напр
46

Х
($) сн, соон

I3-1)-ИКРА

Предполагается, что в ацилированЕюм ЭПС один из остатков глюкозы и
остаток галактозы О-ацилированы .

Растворы этаполана обладают следующими физико-химическими свой-
ствами: способЕЕостыо к эмульгированию, повышению вязкости в присутствии
одно' и двухвалентных катионов, при понижении рН, в области низких
скоростей сдвига [1 , 2, 51 ].

Свойства растворов этаполана определяются соотношением в его составе
ацилированllого и кеацилироваккого компогlеlг'гов, а также содержанием
жирных кислот в ацилировантюм полисахариде [26]. Растворы ЭПС с высо-
ким содержанием неацилироваштого полисахарида (более 50 %) не структу-
рируются катионами, не повышахот вязкость в области низких значений рГ],
а также в системе' медь -- гяициж.

В процессе периодического культиЁирования ЛсгпвгоЬггс(вг $р в составе
синтезируемых ЭПС изменяется соотгюшение ацилировашlого и неаиили-
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роваииого компонентов, а также содержа1{ие жирных кислот в ацилирован-
хюм полисахариде, что сопровождается изменением свойств их растворов [З,
24, 28, 67]. Образование ацилировашюго ЭПС и степень его ацилирования
зависят от концентрации одтювале]1тных катионов в среде культивирования

Разработана теххюлогия получения этаполана со стабилышми заданны-
ми свойствами, позволяющая одгювременгю увеличить Ё 4 -- 5 раз количество
синтезированных ЭПС и регулировать содержание жирных кислот в их со-
ставе. Это достигается за счет внесехlия в среду культивирования бактерий
С.-дикарбоновых кислот (интермедиатов метаболиэма этахюла) в сочетании
с изменением концентрации одlтовалептl-тых катионов в ростовой среде [28].

Физиологические функции этаполана. Показано, что этаполан защищает
клетки продуце.нта от неблагоприятных факторов внешней среды (действия
биоцидов, детергентов, тяжелых токсичных металлов, высуширания и др.> [29,
30]. Наиболее полная реализация защитных функций этаполана наблюдается в
неоптималышх условиях культивирования продуце1гга. Уста1ювлегЕа корреляция
между физико-химическими свойствами ЭПСЛсг?гв(оЬйсlв7 $р. , синтезируемых
в различных условиях культивирова11ия, и их защитными функциями.

В неоптималы-шх условиях культивирбвания бактерий преимуществен-
но синтезируются ЭПС, растворы которых характеризуются более высокой
вязкостыо в присутствии катиотюв, в области низких значений рН, а также в
системе медь -- глжциж, т.е. нревосходяlцже во своим Физико-химическlгм
свойствам ЭПС, получаемые в оптималывтх условиях. Это обусловлено необ-
ходимостыо более эффективного выполнения такими ЭПС защитных функ-
ций в неблагоприятных условиях [31].

Полученные результаты стали основой для разработки новых подходов
к получению ЭПС с заданными физико химическими свойствами. Установ-
лено, что культивирование бактерий в двухстадийном процессе (в оптималь-
ных для роста продуцеита и синтеза ЭПС условиях на первой стадии с
переходом в неоптимальные на второй) позволяет без снижения количества
синтезируемых ЭПС улучшить физико-химические свойства растворов ЭПС,
определяющие их практическую значимость.

Этаполан -- экзополисахарид многофункционального назначения.
Этаполан является полисахаридом многофункциоиалыюго назна'гения и
может быть использован для интенсификации нефтедобычи, в горнодобыва-
ющей, пищевой, химической промышленности, косметологии и др. На основе
гелеобразующих композиций этаполана разработан способ изоляции прито-
ка пластовых вод, позволяющий увеличить нефтедобычу и снизить обвод-
нештость добываемой нефти [51]. .Разработанный способ изоляции притока
пластовых вод }м основе этаполана был использован в 1991 -- 1992 гг. для
гидроизоляции выработанных скважин Прилукского месторождения (Чер-
ниговская обл.). Использование 1 т этаполана дает возможтюсть получить
дополнителыю до 240 т нефти. На основе этаполана разработаны технологии
изготовления шампуней "Ирина" и "Леста", косметических кремов под об-
щим названием "Экол", технического моющего средства "БИМС-1 ". Благода-
ря спосо61юсти этаполана адсорбировать и выводить .из организма .соли
тяжелых металлов хлебопродукты с его использованием (хлеб "Житомирский"
и "Полесский") могут быть рекомендованы для профилактического питания.

[27]
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Разработаны технические условия на выпуск этаполана (ТУ:. 550
МЭ.16296333.01.93 от 08.07.93 г.). Тех1юлогия получения этаполана со ста-
бильными заданными свойствами прошла стадию опытно'промышленных
и промышлешlых испытаlтий на Трипольском биохимическом заводе (г. Обу-
хов Киевской обл.).

Некоторые исследования, проводимые в отделе, выполнялись по заказу
Министерства науки Украины и Госкомитета Украины по науке и техтюло-
гиям. Работа с коллекцией метилотрофов-экстремофилов поддержана гран-
том П{ТА$ 93-3512 "МайЕепапсе, $1;и(1у апд деуе1ортепе оГ епдап8егеД сиКиге
СоНесЫопs оГ ехЕгеторЬIЬс тКгоог8аМ$тЯп АгтеЫа, ИКгайе апд Ве1аги$"
Тёма по изучению влияния антропогенной радиации на микрофлору в зоне
ЧАЭС поддержана грантом IЫТА$-94-2825 "Иуе$118аЫоп оГ еье еГГесt оГ
рго1оп8ед пис1еаг гад1а1доп оп [Ье аЪог181па1 Ьасеег1а1 рори1аЫоп$ 1п годе о(
ЕЬе СЬегпоЬу1 АЕот1с Рофег $1;аЫоп саЕа$1;горке". Работы сотрудников были
представлены на 48 Международных конгрессах и симпозиумах

Ю. Р. Ма.ващенко, В. О. Романоеська, 1. Г. Соколов, Т. О. Гр1нберг,
Г. П. Пирога (Ь. В. Мучцик

М-т мКро61ологП 1 ЫрусологН НАН Украли, Киев

Б10ЛОГIЯ БАКТЕрий. ЩО АСИМIЛК)К)ТЬ С.-"С:-СПОЛУКИ
1 Б]ОТЕХНОЛОГIЧН1 АСПЕКТИ ]Х ВИКОРИСТАННЯ

Резюме

заведено основн} напрямки фундаментальных дослlджень вйд1лу балоги газоокислю-
ючих м1крооргаИзм1в -- еколог1я, селекцlя, так€оном1я, бгохгм1я, генетика бактерий. що
асимйюють С.-'-С:-слолуки, математичне моделювання м1кроболог1чних процесс, а також
прикладких -- розробка наукових основ бlотехнолог1й синтезу практично важливих продукты
(дика, скзопоЫсахарийв. кормових добавок, йогазу) на основйехарчових субстрат1в, пошук
воклжХв вуглеводнево1 сировини, захист довкйля.

К л ю ч о в 1 с л о в а : метаиотрофи. метилотрофи, метаиогени, еколог1я, таксоном1я, ме'та
6оЛзм, геясмка, барж, иаполан, математичМ модем, йотехнолог1я

Уг&. К. Л4аlа$!гепlго, У. А. Катфяоф$!гада, !. С. $оКоlов,
Т. А. бт вЬетд, Т. Р. РГтод, Р. У. ]Цисггтй+г

Ь$Еlеи€е о Л4КгоЬго1о8у авД Уггоlо8у, ЫаЫопа1 Асадету о1 $аепсе$о1 ИКгаЬе, КУЮ

В10ЬОСУ ОР ВАСТЕКIА А$ЯМПЛТIЫС С.--С..СОМРОИЫО$
АЫЭ ЫОТЕСНЫО[ОСIСАt А$РЕСТ$ ОР ТНЕ]К АРРЫСАТ10Ы$

$иттагу
Ма1п (НгесЕгоп$ оГ [Ье ге$ёагсЬ фогК о €Ье Эераг€теп€ оГ В1оlо8у оГ (/аз Ох1д1г1п8

Мгсгоог8апЬтз аге де$сМЬед 1п [Ье рарег. Рипдатёп€а1 $€иД1е$ содсегд есо1о8уР $еКсЫов,
еахопоту рЬу$Ёо1оЁlуР ЫосЬетЫгу, 8епеЫс$ оГ ЬасЬНа иЫЬйл8 С.--С2 сотроипд$, таЕЬетаЫса1
$lтЫаЕЗоп оГ т1сгоЫо1о8Ка1 ргосе$$е$. АррИе4 $Еи(Кез аге 4еуо€еД Ео ДеуЫортеп1; оГ $с еп1;И1е

ЬаЯs оГ ЫоЕеЫто1о81е$ 1ог $упЕЬез1з оПтрог1ап! ргодисЁ$(зЬ81е сеП рго(еМ, ехоро1у$ассЬшМе$,
Горд тяге(Ьеве$, Ьlо8а$) {гот пов.{оод $иЬ$€га€е$, $сагсЬ Гог [Ье ЬудгосагЬоп Дерб$К$ апд
ргоЕесЫод оГ ЕЬе сду1гоптеп€.

К с у ф о г Д $: Ле€Ьаяо€горЬ$, яlе€Ьу1о€горЬ$, теЕЬапо8епs, есо1о8у. тсЁаЬоЬ$т, 8епеЫс$,
Ыо8а$, еЕЬаро1ап, я)аЕЬетаЫса1 тоде1$, 1)10ЕесЬпо1о8у

Т Ь е а и [Ь о г ' $ а а Д г е $ $: У#. Д. ]Ив/сг$/гвггЁо, 1п$Ы1и€е оГ МгсгоЫоlо8у апд Уйо1о8у,
ЫаЕlопа] Асадету оГ $сlепсе$ оt ИКгаПе; 1 54 гаЬо1оЕпу $1;., Кубу, 252143, ИКгаlве
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