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Аннотация. Проведена оценка динамики каталитических и сорбционных процессов клеток 
Saccharomyces cerevisiae, модифицированных с помощью магнитных наночастиц оксида железа, 
стабилизированных тетраметиламмонием гидроксидом (Fe3O4-TMAH) и лимонной кислотой (Fe3O4-
Cit), по сравнению с нативными клетками. Было выявлено отсутствие ингибирования процессов 
биосорбции и биокатализа после магнитной модификации клеток. 
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Abstract. Dynamics of catalytic and sorption processes of Saccharomyces cerevisiae cells modified 
with iron oxide magnetic nanoparticles stabilized with tetramethylammonium hydroxide (Fe3O4-TMAH) 
and citric acid (Fe3O4-Cit) was evaluated, as compared to native cells. Absence of inhibition processes of 
biosorption and biocatalysis after magnetic modification of the cells was revealed.
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Пекарские дрожжи (Saccharomyces cerevisiae) 
давно известны человечеству благодаря набору 
ценных свойств, которые нашли широкое при-
менение в промышленном производстве, био-
технологии, генетике, биохимии и молекулярной 
биологии. Однако, кроме использования этих объ-
ектов в производстве хлебопекарной и алкоголь-
ной продукции, имеются сферы, в которых дрож-
жевые клетки выступают в роли биокатализаторов 
и адсорбентов различных ксенобиотиков [1]. 

Применение модификации клеток с помощью 
наночастиц магнитных соединений даёт возмож-
ность повысить прикладной потенциал дрожжей, 
позволяя осуществлять их эффективную сепара-
цию из реакционных сред. В большинстве случа-
ев для магнитомаркирования клеток используют 
наночастицы магнетита (Fe3O4). Маркирование 
дрожжевых клеток магнетитом для изготовления 
потенциально новых биосорбентов и биокатали-
заторов является перспективным направлением в 

научных исследованиях [2-5]. Такие клетки можно 
использовать в качестве целостных управляемых 
ферментных систем, тем самым минуя сложные 
процедуры выделения и очистки катализирую-
щих белков. За счёт возможности дрожжей акку-
мулировать широкий спектр тяжелых металлов их 
можно применять в очистительных сооружениях 
нового типа, основанных на магнитной сепарации 
клеток, связавших загрязняющие вещества.

Тем не менее, остается открытым вопрос о 
влиянии покрытия из магнитных наночастиц на 
активность ферментных систем клетки и интен-
сивность протекания адсорбционных процессов. 
Немаловажную роль в этом влиянии играет тип 
стабилизирующего покрытия магнитной наноча-
стицы. В этой связи целью работы стала оценка 
динамики каталитических и сорбционных про-
цессов клеток Saccharomyces cerevisiae, модифи-
цированных с помощью магнитных наночастиц 
оксида железа, стабилизированных тетрамети-
ламмонием гидроксидом (Fe3O4-TMAH) и лимон-
ной кислотой (Fe3O4-Cit), по сравнению с натив-
ными клетками.
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МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Для магнитной модификации использова-

лись сухие пекарские дрожжи производителя 
«Lesaffre» (Франция). В качестве магнитного мар-
кера применялись наночастицы Fe3O4, стабили-
зированные тетраметиламмонием гидроксидом 
(Fe3O4-TMAH) и лимонной кислотой (Fe3O4-Cit). 
Процедуры синтеза и стабилизации наночастиц 
проводили по аналогии с методиками, описанны-
ми в работах [6, 7]. 

Магнитная маркировка клеток Fe3O4-TMAH 
и Fe3O4-Cit наночастицами проводилась при кон-
центрации 1.5 пг Fe/кл по методике, описанной в 
работе [3]. Кратко опишем основные этапы этой 
процедуры. Сухие дрожжи суспендировали и от-
мывали в физиологическом растворе с последу-
ющим центрифугированием при Fr=1500. После 
этого осадок суспендировали в глицин-NaOH бу-
фере (pH=10.6) при маркировании клеток Fe3O4-
TMAH наночастицами или глицин-HCl буфере 
(pH=2.2) в случае модификации дрожжей Fe3O4-
Cit наночастицами. После маркировки проводили 
трехкратную отмывку клеток физиологическим 
раствором от незахваченных наночастиц. Магни-
томаркированные клетки хранили в физиологиче-
ском растворе при 40С.

Оценку биокаталитической активности маг-
нитомаркированных дрожжей проводили путём 
определения концентрации глюкозы в культи-
вируемой среде, образуемой после реакции ги-
дролиза сахарозы клетками, осуществляемой 
β-D-фруктофуранозидазой (КФ 3.2.1.26). К 0.2 г 
модифицированных клеток вносили 7 мл 20%масс 
сахарозы. Пробы перемешивали в механическом 
смесителе проб с частотой 28 об/мин. Содержа-
ние глюкозы определяли на протяжении 80 мин 
с начала перемешивания, используя набор для 
определения её концентрации в биологических 
жидкостях глюкозооксидазным методом (REF 
HP009.02). Принцип метода основан на том, что 
глюкоза в присутствии глюкозооксидазы окисля-
ется кислородом воздуха до глюконовой кислоты 
и пероксида водорода, который в присутствии 
пероксидазы реагирует с фенолом и 4-аминофе-
назом с образованием хинонимина красно-фиоле-
товой окраски. Оптическую плотность образцов 
регистрировали с помощью спектрофотометра 
ULAB S 108UV при 500 нм. 

Сорбционную способность дрожжей, моди-
фицированных наночастицами Fe3O4, в сравнении 
с нативными клетками, оценивали по динамике 
сорбции клетками катионов меди Cu2+

 в течение 

60 минут. Определение изменения концентрации 
Cu2+ в среде, содержащей магнитомаркированные 
дрожжевые клетки, проводили путём измерения 
оптической плотности комплекса [Cu(NH3)4]2+ при 
590 нм. 

Статистическую обработку результатов про-
водили, используя непараметрический критерий 
Манна-Уитни (p<0.05) в программе MS Excel. По-
строение графиков экспериментальных зависимо-
стей осуществляли в программе Origin Pro 9.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для выявления влияния магнитомаркирова-

ния на каталитическую активность дрожжей было 
проведено сравнение динамики интенсивности 
гидролиза сахарозы нативными и модифициро-
ванными клетками. Известно, что большая часть 
фермента, осуществляющего процесс гидроли-
за сахарозы, в дрожжевых клетках локализована 
снаружи цитоплазматической мембраны. Исходя 
из этого, целесообразно предположить, что нали-
чие магнитных наночастиц на поверхности кле-
точной стенки дрожжей может сказаться на ката-
литической активности этого фермента.

Оценка изменения концентрации катионов 
Cu2+ в среде, содержащей магнитомаркированные 
клетки, позволила детектировать влияние покры-
тия из магнитных наночастиц на процессы био-
сорбции металлов, участие в которых принимают 
различные химические функциональные группы, 
находящиеся на поверхности клеточной оболоч-
ки.

Статистический анализ результатов по об-
разованию глюкозы исследуемыми типами кле-
ток показал, что достоверно значимых различий 
между динамикой инверсии сахарозы нативными 
дрожжами и клетками, покрытыми Fe3O4-TMAH, 
не наблюдается (рис. 1). Однако, как можно за-
метить из представленной зависимости, клетки, 
модифицированные Fe3O4-Cit наночастицами, 
более интенсивно преобразуют сахарозу в ин-
вертный сахар. Однозначно объяснить основание 
этого явления без дополнительных исследований 
сложно. Возможной причиной такой интенси-
фикации протекания реакции может быть акти-
вирующие действие лимонной кислоты, стаби-
лизирующей магнитную наночастицу, на работу 
β-D-фруктофуранозидазы.

Стоит также отметить, что кривые, характери-
зирующие инверсию сахарозы дрожжевыми клет-
ками, отличаются выходом на пологую вершину. 
Скорее всего, это связано с тем, что с течением 
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времени скорости образования глюкозы и её по-
требления дрожжевыми клетками уравновешива-
ются, тем самым позволяя концентрации гексозы 
оставаться на относительно постоянном уровне.

На рис. 2 представлены зависимости, полу-
ченные в результате экспериментов по исследо-
ванию сорбции ионов Cu2+ нативными и магнито-
маркированными клетками. 

Рис. 1. Изменение концентрации глюкозы 
при инверсии сахарозы: ■ – нативными клетками 
S. cerevisiae; ● – клетками, модифицированными 
Fe3O4-TMAH; ▲ – клетками, модифицированны-
ми Fe3O4-Cit

Рис. 2. Изменение концентрации ионов Cu2+ 
за счёт их сорбции: ■ – нативными клетками 
S. cerevisiae; ● – клетками, модифицированными 
Fe3O4-TMAH; ▲ – клетками, модифицированны-
ми Fe3O4-Cit

Исходя из результатов статистической об-
работки данных, можно говорить о том, что нет 
достоверно значимых различий в динамике свя-
зывания ионов меди между нативными и магни-
томаркированными дрожжевыми клетками. При 
этом характер зависимостей свидетельствует о 
том, что в начальном интервале времени оба типа 
магнитных клеток более интенсивно сорбируют 

медь. Этот факт можно объяснить тем, что маг-
нитные наночастицы сами по себе также являют-
ся адсорбентами и способны к извлечению кати-
онов Cu2+ [8]. Однако с дальнейшим протеканием 
процесса значения концентрации Cu2+ выходят на 
относительно одинаковый уровень для всех ис-
следуемых типов адсорбентов. 

Значения эффективности адсорбции после 
60 мин контактирования для исследуемых типов 
клеток составили: для нативных клеток – 42 %, 
для дрожжей, модифицированных наночастица-
ми Fe3O4 -TMAH и Fe3O4-Cit – 44 % и 46 % соот-
ветственно. Представленные значения указывают 
на то, что магнитомаркированные клетки в неко-
торой мере более эффективно связывают катио-
ны Cu2+ по сравнению с немодифицированными 
клетками.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Пекарские дрожжи за счёт широкой доступ-

ности и простоты в культивировании выступают 
в качестве привлекательных объектов магнито-
маркирования, которые могут использоваться в 
ферментационном производстве и очистительных 
сооружениях.

В нашем исследовании было показано, что 
процедура магнитной модификации не угнетает 
каталитические и сорбционные свойства дрож-
жевых клеток. Динамика разложения сахарозы 
нативными и покрытыми наночастицами Fe3O4-
TMAH клетками не имеет статистически значи-
мых различий. Адсорбция ионов металлов (на 
примере Cu2+) может эффективно осуществлять-
ся, как  модифицированными, так и немодифици-
рованными дрожжевыми клетками. Ожидается, 
что результаты данной работы найдут примене-
ние в разработке новых методов очистки вод от 
ксенобиотиков и ферментационном производстве.
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