
Ì.Þ. Ãðàáîâè÷  Â.Þ. Ïàòðèöêàÿ  Ã.À. Äóáèíèíà  Â.Â. ×óðèêîâà

ÂÅÑÒÍÈÊ ÂÃÓ. Ñåðèÿ õèìèÿ, áèîëîãèÿ. 2000

Âåñòíèê ÂÃÓ.   Ñåðèÿ õèìèÿ, áèîëîãèÿ. 2000.   ñ. 100 - 103

ÓÄÊ   57. 083. 1: 577. 121

ËÈÒÎÀÂÒÎÒÐÎÔÍÛÉ ÐÎÑÒ ÏÐÅÑÍÎÂÎÄÍÛÕ ÍÈÒ×ÀÒÛÕ
ÑÅÐÎÁÀÊÒÅÐÈÉ BEGGIATOA LEPTOMITIFORMIS  ØÒÀÌÌ Ä-402

© 2000 ã.  Ì.Þ. Ãðàáîâè÷, Â.Þ. Ïàòðèöêàÿ, Ã.À. Äóáèíèíà , Â.Â. ×óðèêîâà

Âîðîíåæñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò

100

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áåñöâåòíûå íèò÷àòûå ñåðîáàê-
òåðèè, Beggiatoa leptomitiformis, ëèòîàâòîòðîôèÿ,
RuBisCo, ôîñôîðèáóëîêèíàçà.

Áåñöâåòíûå ñåðîáàêòåðèè çàíèìàþò â ïðèðîäå
ñïåöèôè÷åñêèå ýêîëîãè÷åñêèå íèøè, êîòîðûå õàðàê-
òåðèçóþòñÿ  ñîâìåñòíûì ïðèñóòñòâèåì 2 êîìïîíåí-
òîâ H

2
S è Î

2.
. Ñóùåñòâóÿ â ïîãðàíè÷íûõ îáëàñòÿõ

ìåæäó àýðîáíîé è àíàýðîáíîé çîíàìè, ýòè ìèêðîîð-
ãàíèçìû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â áèîãåîõèìè÷åñêîì
öèêëå ñåðû. Äàííûå áàêòåðèè ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â
èçìåíåíèè è ïîääåðæàíèè îêèñëèòåëüíî-âîññòàíî-
âèòåëüíîãî ïîòåíöèàëà áëàãîäàðÿ ñâîåé ñïîñîáíîñ-
òè îêèñëÿòü ñóëüôèä äî ñóëüôàòà.

Áåñöâåòíûå ñåðîáàêòåðèè, òàêèå êàê Leucothrix,
Thiothrix, Beggiatoa ÿâëÿþòñÿ âàæíûì êîìïîíåíòîì
ìèêðîáíûõ àññîöèàöèé î÷èñòíûõ ñîîðóæåíèé è  ñïî-
ñîáñòâóþò îñâîáîæäåíèþ âîä îò ñóëüôèäíûõ èîíîâ.
Â ñâÿçè ñ ðàçâåðíóòûìè èññëåäîâàíèÿìè ñîîáùåñòâ
ãèäðîòåðìàëüíûõ âåíòîâ âûÿâèëàñü âàæíàÿ ðîëü áåñ-
öâåòíûõ ñåðîáàêòåðèé êàê õåìîëèòîàâòîòðîôíûõ
ïåðâè÷íûõ ïðîäóöåíòîâ â äàííûõ ýêîñèñòåìàõ.

Ââèäó ìàññîâîãî ðàçâèòèÿ áåñöâåòíûõ ñåðîáàêòå-
ðèé â ïðèðîäå ïðåäñòàâëÿåòñÿ âàæíûì âûÿñíèòü èõ
âêëàä â ïðîöåññû êðóãîâîðîòà óãëåðîäà è ñåðû. Äëÿ
ýòîãî íåîáõîäèìî äåòàëüíîå èçó÷åíèå ïðîöåññîâ ñåð-
íîãî è óãëåðîäíîãî ìåòàáîëèçìà ó ïðåäñòàâèòåëåé
ýòîé ãðóïïû áàêòåðèé.

ÌÀÒÅÐÈÀËÛ È ÌÅÒÎÄÛ

Áàêòåðèè è ñðåäà êóëüòèâèðîâàíèÿ. Â ðàáîòå
èñïîëüçîâàíû áàêòåðèè Beggiatoa leptomitiformis
øòàìì Ä-402, âûäåëåííûå èç ïðåñíîâîäíûõ âîäî-
åìîâ î÷èñòíûõ ñîîðóæåíèé ãîðîäà Äìèòðîâà. Äëÿ
âûðàùèâàíèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ Beggiatoa
leptomitiformis èñïîëüçîâàëè ñðåäó ñëåäóþùåãî ñî-
ñòàâà (ã/ë): NaNO

3
 - 0,620; NaH

2
PO

4
 - 0,125; CaCl

2  
⋅ 2

H
2
O - 0,030; Na

2
SO

4
 - 0,500; KCl - 0,125; MgCl

2 
⋅ 6 H

2
O

- 0,050; äèñòèëëèðîâàííàÿ âîäà; ðÍ ñðåäû 7,0. Ïåðåä
ïîñåâîì â ñðåäû âíîñèëè ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ è
âèòàìèíîâ - 1,0 ⋅ 10-3  (ã/ë) [1]. Ïîñëå åå ñòåðèëèçà-
öèè âíîñèëè 50 % ðàñòâîð òèîñóëüôàòà (5 ã/ë) è
NaHCO

3
 (0,500 - 1,0 ã/ë).

Ñîçäàíèå ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèé. Áàêòåðèè
êóëüòèâèðîâàëè â áóòûëÿõ åìêîñòüþ 1 ë ñ ïðîêëàä-
êàìè èç ïîëèáóòèëîâîé ðåçèíû è çàâèí÷èâàþùèìè-
ñÿ ìåòàëëè÷åñêèìè êîëïà÷êàìè â 125 ìë æèäêîé ñðå-
äû. Ñîçäàâàëè ãàçîâóþ ôàçó ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæà-
íèåì êèñëîðîäà. Êîíå÷íûé îáúåì ñðåäû ñîñòàâëÿë
125 ìë. Ñïóñòÿ ñóòêè îïðåäåëÿëè ïðîöåíòíîå ñîäåð-
æàíèå êèñëîðîäà â ãàçîâîé ôàçå íà ãàçîâîì õðîìà-
òîãðàôå. Êîíòðîëüíûå îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ è
ðàñõîäà êèñëîðîäà â æèäêîé ôàçå ïðîâîäèëè â îïû-
òàõ áåç âíåñåíèÿ òèîñóëüôàòà ìèêðîìåòîäîì Ïåðôè-
ëüåâà [2]. Ïîñëå ýòîãî âíîñèëè 1 ìë ñâåæåïðîêèïÿ-

Âïåðâûå ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü ïðåñíîâîäíûõ íèò÷àòûõ áàêòåðèé Beggiatoa leptomitiformis
øòàìì Ä-402 ê õåìîëèòîàâòîòðîôíîìó ðîñòó â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ. Ïðèðîñò áîìàññû îá-
ðàòíî ïðîïîðöèîíàëåí êîíöåíòðàöèè êèñëîðîäà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Îáíàðóæåíà âûñîêàÿ
àêòèâíîñòü êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ ïåíòîçî-ôîñôàòíîãî öèêëà (ðèáóëîçî-1,5-áèñôîñôàòêàðáîê-
ñèëàçû (RuBisCo) è ôîñôîðèáóëîêèíàçû). Ñêîðîñòü  ôèêñàöèè ÑÎ

2
  ñîñòàâèëà îò 112 äî

139 íìîëü/ìèí/ìã áåëêà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñêîðîñòè ðîñòà 18 � 20,0 % îò óãëåðîäà áåëêà â ÷àñ â
óñëîâèÿõ îïûòîâ. Óäåëüíàÿ ñêîðîñòü îêèñëåíèÿ òèîñóëüôàòà â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ
(0,15 ìã/ë) â 2 � 3,5 ðàçà âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèòîãåòåðîòðîôíûì ðîñòîì â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ
è ñîñòàâëÿåò ñîîòâåòñòâåííî 1,7 � 2,9 ìêìîëü/ìèí/ìã áåëêà è 0,9 ìêìîëü/ìèí/ìã áåëêà. Ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî Beggiatoa leptomitiformis øòàìì Ä-402
ñïîñîáíû óñïåøíî ïåðåñòðàèâàòü ìåòàáîëèçì â çàâèñèìîñòè îò èçìåíåíèé âíåøíèõ óñëîâèé
ñðåäû è êîíêóðèðîâàòü çà ðàçëè÷íûå èñòî÷íèêè óãëåðîäà è ýíåðãèè â ñåðîâîäîðîäíûõ áèîòîïàõ.
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÷åíîãî 50% ðàñòâîðà òèîñóëüôàòà äî êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè  5 ã/ë è èíîêóëÿò 1 ìë íà 100 ìë ñðåäû.
Âñå àíàëèçû ïðîâîäèë ïîñëå 3-4 ïàññàæåé â êàæäîì
èç âàðèàíòîâ ñðåä. Ñîäåðæàíèå Î

2
 â ãàçîâîé ôàçå ïðè

êóëüòèâèðîâàíèè áàêòåðèé èçìåíÿëîñü íåçíà÷èòåëü-
íî. Â ñëó÷àå ñíèæåíèÿ êîíöåíòðàöèè Î

2
 â âàðèàíòàõ

ñ èñõîäíûì ñîäåðæàíèåì Î
2
 0,2 è 0,1 ìã/ë ãàçà áîëåå,

÷åì íà 25-30%, â ãàçîâóþ ñìåñü äîïîëíèòåëüíî ââî-
äèëè îïðåäåëåííóþ àëèêâîòó âîçäóõà.

Ïîëó÷åíèå êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè è ôåðìåíòíûõ
ïðåïàðàòîâ. Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïîëó÷àëè ïóòåì öåí-
òðèôóãèðîâàíèÿ êóëüòóðû ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðè 5000
g, 40Ñ,  â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè
0,1 ìîëü/ë òðèñ-HÑl-áóôåðîì (ðÍ = 7,5)  è îñàæäàëè
ïðè òåõ æå ðåæèìàõ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷åíèå
20 ìèíóò.

Ãîìîãåíàò ïîëó÷àëè â ðåçóëüòàòå ðàçðóøåíèÿ áàê-
òåðèàëüíûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâóêîâîãî äå-
çèíòåãðàòîðà ÓÇÄÍ-2Ò ïðè ìîùíîñòè 500 Âò è ÷àñ-
òîòå 22 êÃö â òå÷åíèå 2 ìèíóò íà ëåäÿíîé áàíå. Ñó-
ïåðíàòàíò ïîëó÷àëè ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ãîìî-
ãåíàòà ïðè 9000 g è 40 Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò.

Îïðåäåëåíèå êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ öèêëà Êàëü-
âèíà. Àêòèâíîñòü ðèáóëîçî-1,5-áèñôîôàò-êàðáîêñèëà-
çû (RuBisCo) îïðåäåëÿëè íà ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòàõ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ìå÷åíîãî 14Ñ-NaHCO

3
 [3]. Ìåðîé

àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ÿâëÿåòñÿ ñêîðîñòü âêëþ÷åíèÿ 14Ñ
â êèñëîòîóñòîé÷èâûé ïðîäóêò ðåàêöèè.

Íåñïåöèôè÷åñêóþ ôèêñàöèþ ÑÎ
2 
îïðåäåëÿëè â

êîíòðîëå ïðè îòñóòñòâèè ðèáóëîçî-1,5-áèñôîñôàòà
(<2% îò îáùåãî çíà÷åíèÿ). Òàê êàê àêòèâíûé öåíòð
RuBisCo ÷óâñòâèòåëåí ê êèñëîðîäó, êëåòêè ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ è ñóïåðíàòàíò âûäåðæèâàëè â àòìîñôåðå
àðãîíà âî èçáåæàíèå èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà.

Ôîñôîðèáóëîêèíàçó îïðåäåëÿëè ïî ñêîðîñòè íà-
êîïëåíèÿ ùåëî÷åãèäðîëèçóåìîãî ôîñôàòà ðèáóëîçî-
1,5-äèôîñôàòà [3]. Îïûò ïðîâîäèëè â àòìîñôåðå àð-
ããîíà. Ñðåäà èíêóáèðîâàíèÿ ñîäåðæàëà ñëåäóþùèå
êîìïîíåíòû (ììîëü/ë): 100 ììîëü/ë òðèñ-HCl-áóôåð
(ðÍ=7,8); MgCl

2
 – 5; DTT – 5; ðèáîçî-5-ôîñôàò Na �

10; ÀÒÐ Na
2
 �5; ôåðìåíòíûé ïðåïàðàò - 0,05 ìë. Ðå-

àêöèþ îñòàíàâëèâàëè ÒÕÓ. Ùåëî÷åãèäðîëèçóåìûé
ôîñôîð îïðåäåëÿëè â ïðèñóòñòâèè 3% ðàñòâîðà
(NH

4
)

2
MoO

4
 è 1% ðàñòâîðà àñêîðáèíîâîé êèñëîòû.

Îïðåäåëåíèå êàðáàíãèäðàçû. Îá àêòèâíîñòè
ôåðìåíòà ñóäèëè ïî âðåìåíè ïåðåõîäà îêðàñêè èí-
äèêàòîðà (áðîìòèìîëîâûé ñèíèé) èç ñèíåé â æåëòóþ
â ïðîöåññå ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé äàííûì ôåðìåí-
òîì[3]:

−+ +⇔⇔+ 33222 HCOH]COH[OHCO

Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè â óñëîâíûõ åäè-
íèöàõ Âèëüáóðà è Àíäåðñåíà ïî ôîðìóëå:

áåëêà.ìã1
Ò

Ò
10À

ÑÂÅÆ

.ÊÈÏß× ÷







−= ;

ãäå  Ò
êèïÿ÷.

 è Ò
ñâåæ. 

  - ýòî âðåìÿ ïåðåõîäà îêðàñêè â
ïðèñóòñòâèè

  
êèïÿ÷åíîãî è ñâåæåãî ýêñòðàêòîâ.

Îïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè àññèìèëÿöèè
NaHCO

3
 â ðàñòâîðå. Ñóñïåíçèþ êëåòîê ïîìåùàëè â

ñîñóä Âàðáóðãà, ãäå íàõîäèëñÿ NaH14CO
3
 â êîíå÷íîé

êîíöåíòðàöèè 5 ììîëü/ë. Èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1-
2 ìèíóò. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðàäèîàêòèâíîñòè íà ïîä-
ëîæêó íàíîñèëè 0,1 ìë. Ðàäèîàêòèâíîñòü îïðåäåëÿ-
ëè ïîñëå ïîäêèñëåíèÿ 1N HCl íåïîñðåäñòâåííî íà
ìèøåíè íà ðàäèîìåòðå ÓÌÔ-1500; ïåðåñ÷åò â èì-
ïóëüñû ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïåðåñ÷åòíîé óñòà-
íîâêè ÏÏ-16.

Îïðåäåëåíèå áèîìàññû. Áèîìàññó áàêòåðèé îï-
ðåäåëÿëè ïî êîëè÷åñòâó áåëêà. Áåëîê îïðåäåëÿëè ìå-
òîäîì Ëîóðè [4]. Öåëûå êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî ïîä-
âåðãàëè ùåëî÷íîìó ãèäðîëèçó â 1 N NaOH â òå÷åíèå
10 ìèíóò ïðè 900 Ñ [5].

Îïðåäåëåíèå òèîñóëüôàòà. Òèîñóëüôàò îïðåäå-
ëÿëè éîäîìåòðè÷åñêèì òèòðîâàíèåì.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ

Óñëîâèÿ õåìîëèòîàâòîòðîôíîãî ðîñòà. Ïîïûò-
êè êóëüòèâèðîâàíèÿ áàêòåðèé êëåòîê (B.
leptomitiformis) íà ñðåäå ìèíåðàëüíîãî ñîñòàâà â ïðè-
ñóòñòâèè òèîñóëüôàòà ïðè ñâîáîäíîì äîñòóïå Î

2
 âîç-

äóõà èëè åãî ñîäåðæàíèè â ñðåäå íå ìåíåå 1% îò ñî-
ñòàâà ãàçîâîé ñìåñè (Î

2
 â ïðåäåëàõ 9 � 1 ìã/ë ñðåäû)

íå äàëè ïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ. Ñòàáèëüíûé
ðîñò íèò÷àòûõ ñåðîáàêòåðèé îòìå÷àëñÿ â ìèêðîàýðîá-
íûõ óñëîâèÿõ ïðè êîíöåíòðàöèè Î

2 
0,5 ìã/ë è íèæå

(òàáë.1). Óäåëüíàÿ ñêîðîñòü îêèñëåíèÿ òèîñóëüôàòà
â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ (0,15 ìã/ë) â 2 � 3,5 ðàçà
âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ëèòîãåòåðîòðîôíûì ðîñòîì â
àýðîáíûõ óñëîâèÿõ è ñîñòàâëÿåò ñîîòâåòñòâåííî 1,7
� 2,9 ìêìîëü/ìèí/ìã áåëêà è 0,9 ìêìîëü/ìèí/ìã áåë-
êà (ðèñ.1).

Àâòîòðîôíàÿ ôèêñàöèÿ ÑÎ
2
 è àêòèâíîñòü êëþ-

÷åâûõ ôåðìåíòîâ öèêëà Êàëüâèíà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñêîðîñòè ôèêñàöèè ÑÎ

2
 â àâòîòðîôíûõ óñëîâèÿõ íà

ìèíåðàëüíîé ñðåäå ñ òèîñóëüôàòîì áûë èñïîëüçîâàí
ðàäèîàêòèâíûé óãëåðîä NaH14CO

3
. Ïðè àâòîòðîôíîì

ðîñòå îïðåäåëåíà âûñîêàÿ ñêîðîñòü ôèêñàöèè ìå÷åíîãî
óãëåðîäà áèêàðáîíàòà, ñîïîñòàâèìàÿ ñ âåëè÷èíàìè,
èçâåñòíûìè äëÿ äðóãèõ õåìîëèòîàâòîòðîôîâ [6] . Â
ðàçëè÷íûõ îïûòàõ ñêîðîñòü ôèêñàöèè ìå÷åíîãî óãëå-
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ðîäà âàðüèðîâàëà â ïðåäåëàõ îò 112 äî 139 íìîëü/ìèí/
ìã áåëêà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ñêîðîñòè ðîñòà 18 � 20,0
% îò óãëåðîäà áåëêà â ÷àñ â óñëîâèÿõ îïûòîâ. Â òàáëè-
öå 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îïûòîâ ïî îêèñëåíèþ
òèîñóëüôàòà è íàêîïëåíèþ áèîìàññû ïðè ðîñòå íà ìè-
íåðàëüíîé ñðåäå ñ òèîñóëüôàòîì â ìèêðîàýðîáíûõ óñ-
ëîâèÿõ. Íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðèðîñò Ñ áåëêà ïðîèñõî-
äèë ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ çà ñ÷åò ôèêñàöèè ÑÎ

2
. Çà

ïåðâûå ñóòêè ïðèðîñò ñîñòàâèë îò 2 �5 ìã Ñ/ë â ðàç-
ëè÷íûõ îïûòàõ. %14Ñ, ñîãëàñíî ðàñ÷åòàì áåëêà âàðüè-
ðîâàë îò 95 äî 103 %, ò.å. áàêòåðèè ðîñëè êàê õåìîëè-
òîàâòîòðîôû. Ðàñ÷åòû âåëè÷èíû ìîëÿðíîãî óðîæàÿ ïî
êëåòî÷íîìó óãëåðîäó è ïî ñóõîìó âåñó ñîñòàâèëè ñî-
îòâåòñòâåííî 1,5-2 ìã Ñ è 6-8 ìã/ë. íà ììîëü îêèñëåí-
íîãî òèîñóëüôàòà.

Àêòèâíîñòè êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ öèêëà Êàëüâèíà
- ðèáóëîçî-1,5-áèñôîñôàòêàðáîêñèëàçû (RuBisCo) è
ôîñôîðèáóëîêèíàçû áûëè  îïðåäåëåíû â êëåòî÷íûõ
ýêñòðàêòàõ áàêòåðèé, âûðàùåííûõ â ìèêðîàýðîáíûõ
óñëîâèÿõ ïðè ëèòîàâòîòðîôíîì ðîñòå. Ðåçóëüòàòû îïû-
òîâ ïðèâåäåíû â òàáë.3. Äîñòîâåðíî âûñîêàÿ àêòèâ-
íîñòü êëþ÷åâûõ ôåðìåíòîâ àâòîòðîôíîé ôèêñàöèè
ÑÎ

2
 â öèêëå Êàëüâèíà - RuBisCo è ôîñôîðèáóëîêèíà-

çû áûëà îïðåäåëåíà òîëüêî â êëåòêàõ, âûðîñøèõ â àâ-
òîòðîôíûõ óñëîâèÿõ. Ïðè ëèòîãåòåðîòðîôíîì ðîñòå
íàì íå óäàëîñü îáíàðóæèòü àêòèâíîñòü äàííûõ ôåð-
ìåíòîâ. Âíåñåíèå â ðåàêöèîííóþ ñìåñü ñïåöèôè÷åñ-
êèõ èíãèáèòîðîâ, òàêèõ êàê n-õëîðìåðêóðèéáåíçîàòà
(èíãèáèòîð ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèõ SH-ãðóïïû) è
ïèðèäîêñàëüôîñôàòà ïîêàçàëî, ÷òî n-õëîðìåðêóðèé-
áåíçîàò ñíèæàåò àêòèâíîñòü RuBisCo íà 93 %. Àêòèâ-
íîñòü ôîñôîðèáóëîêèíàçû ðåãóëèðóåòñÿ â ïðèñóòñòâèè
ïèðèäîêñàëüôîñôàòà è ïàäàåò íà 76 % (òàáë.3).

Àêòèâíîñòü êàðáàíãèäðàçû, ó÷àñòâóþùåé â ïðåâðà-
ùåíèè áèêàðáîíàòíîãî èîíà (HCO

3
-) â CÎ

2
, íåïîñðåä-

ñòâåííî âçàèìîäåéñòâóþùåãî ñ RuBisCo, ñîñòàâèëà
23,8 ó.å. ïî ñðàâíåíèþ ñ 5,6 ó.å. ïðè ëèòîãåòåðîòðîô-
íîì ðîñòå.

ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Ñïîñîáíîñòü ïðåñíîâîäíûõ ïðåäñòàâèòåëåé ðîäà
Beggiatoa ê õåìîëèòîàâòîòðîôíîìó ðîñòó ðàíåå íå áûëà
ïîêàçàíà, õîòÿ ó äâóõ øòàììîâ áûëè îáíàðóæåíû î÷åíü
íèçêèå àêòèâíîñòè ðèáóëîçî-1,5-áèñôîñôàòêàðáîêñèëà-
çû è ôîñôîðèáóëîêèíàçû. Ìû äîêàçàëè ñïîñîáíîñòü
èññëåäóåìûõ áàêòåðèé ê õåìîëèòîàâòîòðîôíîìó ðîñòó.
Ñòàáèëüíûé ðîñò íàáëþäàëñÿ ó Beggiatoa leptomitiformis
øòàìì Ä-402 â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâà-
íèÿ ïðè êîíöåíòðàöèè Î

2
 0,5 ìã/ë è íèæå, ïðè÷åì àâòî-

òðîôíûé ïðèðîñò áèîìàññû îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëåí

êîíöåíòðàöèè Î
2 
â ñðåäå, è ìàêñèìàëüíûé ðîñò êëåòîê

íàáëþäàëñÿ ïðè 0,1 ìã/ë Î
2
. Èçó÷åíèå ïðîöåññà àâòîòðîô-

íîé ôèêñàöèè êëåòêàìè Beggiatoa leptomitiformis øòàìì
Ä-402, ïîêàçàëî, ÷òî âåñü óãëåðîä êëåòî÷íîãî áåëêà áàê-
òåðèè ïîëó÷àþò èç áèêàðáîíàòà, ïðåäâàðèòåëüíî ïåðå-
âîäÿ åãî â ÑÎ

2
, ïîñðåäñòâîì ðàáîòû êàðáàíãèäðàçû, êî-

òîðûé è ôèêñèðóåñÿ â öèêëå Êàëüâèíà.
Â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ îïðå-

äåëåíû âûñîêèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ öèêëà Êàëüâè-
íà: ðèáóëîçî-1,5-áèñôîñôàòêàðáîêñèëàçû è ôîñôîðèáó-
ëîêèíàçû. Èíãèáèòîðíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî àêòèâíîñ-
òè äàííûõ ôåðìåíòîâ ðåãóëèðóþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè
èíãèáèòîðàìè. Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ó ïðåñíîâîäíîãî ïðåäñòàâèòåëÿ ðîäà
Âåggiatoa ïðèñóòñòâóåò êëþ÷åâûå ôåðìåíòû ïåíòîçî-
ôîñôàòíîãî öèêëà. Èõ àêòèâíîñòü äîñòàòî÷íà äëÿ îáåñ-
ïå÷åíèÿ  óñïåøíîãî ïðîòåêàíèÿ ïðîöåññà àññèìèëÿöèè
ÑÎ

2 
è êîððåëèðóåò ñ òàêîâîé ó òèïè÷íûõ àâòîòðîôîâ.

Ýíåðãèþ, íåîáõîäèìóþ äëÿ ôèêñàöèè ÑÎ
2
 ìèêðîîðãà-

íèçìû ïîëó÷àþò ïðè îêèñëåíèè òèîñóëüôàòà. Óäåëüíàÿ
ñêîðîñòü îêèñëåíèÿ òèîñóëüôàòà ïðè ëèòîàâòîòðîôíîì
ðîñòå î÷åíü âûñîêà è ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíò-
ðàöèè áèêàðáîíàòà â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ: ïðè óâåëè-
÷åíèè êîíöåíòðàöèè NaHCO

3
 c 0,5 äî 1,0 ã/ë, èíòåíñèâ-

íîñòü îêèñëåíèÿ òèîñóëüôàòà âîçðàñòàåò â 1,6 ðàç.  Ýòè
äàííûå ãîâîðÿò î ñîïðÿæåíèè äèññèìèëÿöèîííûõ ïðî-
öåññîâ îêèñëåíèÿ ñåðíûõ ñîåäèíåíèé ñ ôèêñàöèåé óãëå-
êèñëîòû â ïåíòîçî-ôîñôàòíîì öèêëå.

Òàêèì îáðàçîì, îñîáåííîñòè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ
óãëåðîäíîãî è ñåðíîãî ìåòàáîëèçìà, íåîáõîäèìîñòü
â êèñëîðîäå êàê â òåðìèíàëüíîì àêöåïòîðå ýëåêòðî-
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Îêèñëåíèå òèîñóëüôàòà êëåòêàìè Beggiatoa leptomitiformis Ä-402 
ïðè õåìîëèòîãåòåðî- è õåìîëèòîàâòîòðîôíîì ðîñòå

Ðèñ. 1.
à -  Áàêòåðèè âûðàùèâàëè íà ñðåäå, ñîäåðæàùåé ïåïòîí -
0,2 ã/ë, ñóêöèíàò � 0,3 ã/ë, òèîñóëüôàò � 2 ã/ë;
á - Áàêòåðèè âûðàùèâàëè íà ìèíåðàëüíîé ñðåäå: 0,5 ã/ë
NaHCO

3
, êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ òèîñóëüôàòà � 5 ã/ë;

â - òî æå, ÷òî è á, íî 1,0 ã/ë NaHCO
3
.

102



ËÈÒÎÀÂÒÎÒÐÎÔÍÛÉ ÐÎÑÒ ÏÐÅÑÍÎÂÎÄÍÛÕ ÍÈÒ×ÀÒÛÕ ÑÅÐÎÁÀÊÒÅÐÈÉ

ÂÅÑÒÍÈÊ ÂÃÓ. Ñåðèÿ õèìèÿ, áèîëîãèÿ. 2000

íîâ îïðåäåëÿþò ñòðàòåãèþ àäàïòàöèè Beggiatoa
leptomitiformis øòàìì Ä-402 ê óñëîâèÿì ñóùåñòâîâà-
íèÿ êàê ãðàäèåíòíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, îáèòàþùèõ â
ñåðîâîäîðîäíûõ áèîòîïàõ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,  ñïîñîá-
íîñòü áûñòðî è óñïåøíî ïåðåñòðàèâàòü ìåòàáîëèçì â
çàâèñèìîñòè îò èçìåíåíèé âíåøíèõ óñëîâèé ñðåäû
ïîçâîëÿåò äàííûì ìèêðîîðãàíèçìàì óñïåøíî êîíêó-
ðèðîâàòü çà ðàçëè÷íûå èñòî÷íèêè óãëåðîäà è ýíåðãèè.

Òàáëèöà 1. Ïðèðîñò áèîìàññû â õåìîëèòîàâòîòðîôíûõ óñ-
ëîâèÿõ â çàâèñèìîñòè îò  êîíöåíòðàöèè  êèñëîðîäà â ñðåäå

Êîíöåíòðàöèÿ Î2, ìã/ëÂîçðàñò

êóëüòóðû, ÷àñ. 1,0 0,5 0,2 0,1
24 1,0 1,5 1,25 7,5
48 1,0 3,0 8,25 11,25
72 1,0 4,5 10,5 15,25
96 1,0 3,25 1,5 3,25
120 - 1,5 - 1,5

Ïðèìå÷àíèå:
Äëÿ îïûòà èñïîëüçîâàëè ïàññèðîâàííóþ â àâòîòðîôíûõ
óñëîâèÿõ êóëüòóðó (0,5 ã/ë NaHCO

3
, òèîñóëüôàò 5 ã/ë). Âíî-

ñèëè ïî 2 ìë èíîêóëÿòà, èç ðàñ÷åòà   0,3 ìã áåëêà/ë; Ïåðåä
îïðåäåëåíèåì áåëêà èç êëåòîê ýêñòðàãèðîâàëè S0 (êëåòêè
ïîìåùàëè â ýòàíîë íà 2 ÷), ïðîâîäèëè ùåëî÷íîé ãèäðîëèç
è îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Ëîóðè.

Òàáëèöà 3. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü îñíîâíûõ ôåðìåíòîâ öèê-
ëà Êàëüâèíà (íìîëü/ìèí/ìã áåëêà)è êàðáàíãèäðàçû (ó.å.)
Beggiatoa leptomitiformis ïðè õåìîëèòîàâòîòðîôíîì ðîñòå
â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
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Ìîëÿðíûé óðîæàé ñóõîãî âåñà íà ììîëü

îêèñëåííîãî òèîñóëüôàòà¹
îïûòà

S/S2O3
2-,

îêèñëåííîãî
çà âðåìÿ îïûòà,

ìã/ë

Ïðèðîñò áåëêà,
êëåòîê, ìã/ë

Ñ/NaH14CO3

â áåëêå, %
à

ìã Ñ/ììîëü
îêèñëåííîãî

òèîñóëüôàòà
á

ìã ñóõîãî âåñà/ììîëü
îêèñëåííîãî

òèîñóëüôàòà
â

1 153,8 4,2 101 1,75 7,0

2 169,8 3,5 103 1,32 5,3

3 64 1,1 95 1,1 4,4

Òàáëèöà 2. Ñêîðîñòü è ìîëÿðíûé ðîñòîâîé óðîæàé äëÿ øòàììà Beggiatoa leptomitiformis Ä-402 â ìèêðîàýðîáíûõ óñëî-
âèÿõ (0,15 ìã/ë Î

2
) ïðè àâòîòðîôíîì ðîñòå. Äëèòåëüíîñòü îïûòà 24 ÷àñà

Ïðèìå÷àíèå:
à - % ôèêñèðîâàííîãî Ñ èç  NaH14CO

3 
ðàññ÷èòûâàëè ïî

ôîðìóëå:

ãäå r � ðàäèîàêòèâíîñòü îáðàçöà, íàíåñåííîãî íà ïîäëîæêó, èìï/
ìèí/ìë; R � îáùàÿ ðàäèîàêòèâíîñòü îáðàçöà, èìï/ìèí/ìë;

;
CR

100Cr

Ñ

100Ñ
A(%)

áèîì

êàðááèîì

áåëêà
⋅

⋅⋅
=⋅=

Ñ
áèîì.

 � Ñ/ïðèðîñòà áèîìàññû, ìã/ë; Ñ
êàðá

 � êîëè÷åñòâî êàð-
áîíàòîâ, ìã.
á – ðàñ÷åòû ïðîâîäèëè, èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî ìã Ñ ñîñòàâëÿåò
~ 50 % îò êëåòî÷íîãî áåëêà;
â -  ñóõîé âåñ îïðåäåëÿëè, èñõîäÿ èç ñëåäóþùåãî: ìã ñóõîãî
âåñà ñîñòàâëÿåò ~ 50 % îò ìã Ñ áåëêà.

Óñëîâèÿ îïûòà

Ôåðìåíò

Á
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è
í
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(2
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•1
0-5
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)

%J

+ 
Ï

Õ
Ì

Á

(1
•1

0-5
Ì

)

%J

RuBisCo 73,0 - - 5,0 93

Ôîñôîðèáóëîêèíàçà 2138,0 503 76 - -

Êàðáàíãèäðàçà 23,8 - - - -
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