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.Аннотация — Изучен характер транспорта К4 У аэробных бактерий В. fla
van: Показано пали ше трех фаз поглощения К 1 . Значения К ц н VIIjax 
для поглощения К 4- близки к характеристикам Trk системы Е. coli. Кзлие- 
сый равновесный потенциал соотйетствует измеренному ДЧ' Введение и 
среду протонофорз приводит к реверсии процесса поглощения К * . В при 
сутствнн ДПКД не наблюдается поглощения К • мрсенат натрия умень
шает вход К + . Предполагается, чю ноны К + поступают в клетки В. fla- 
van по градиенту электрического поля, при этом АТФ является, пилимо, 

регулятором этого переноса.

հսօսւայիա - Ուսումնասիրված Լ |\ * -ի տրանսպորտի րնուչթր В. jlaUUttt шЬгПр 
րակտԼրիանԼրի մ„1ո1 Smjg Ւ. արված « + 1լ(ան,էան երեր փՈ1>երք, աոկայռթյանր: 
К4֊ կւանմաէ< համար К M L \'тл,-Ь արմերներր մոտ են Е. СОИ րակտերք,աներ՛,
(irl; Արստեմ/ւ րնրսթաէքրերինր Կա;(,ումայ/,ն հս/վս/սարակշոէպ{ւն պստէ/նշիա/ը Հա- 
մապատասխանոսէ ( չափված ДЧГ'М' Պրոտոնաֆոր}, ներմածամր մխավայր 
հանձնում ( К+ կ/անման ոեերոին, ^^^ցւ^իկչոհերոխկարրո^խրի,!!, 
jnipjuijp չի դիտվում К 4՜ -ի կչանում։ Նատրիումի արսենատր աոայացնում ! |\4
ուստրի նվազում։ Ենթադրվում (. որ К -ի իոններր թափանցում են Р,. flfU'Uttl 
րշիչնէրի մեջ ԼփկտրակաՆ դաշտի դրադիենտի շնորհիվ, ընդ որում. ԱԵֆ.ր հան. 

դիոանոսէ է այդ պրոցեսի կարդավորիչւ
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Abstract - The character of K-*- .transport in respiring bacteria B. flavum 
has been investigated. It has been revealed the presence of three phases 
of K՜’-uptake. The values of Km and Vma tor K՜'-uptake arc dose to 
Л. col: Trk system characteristics. The equilibrium potassium potential 
corresponds to the measured AO. The application of proIonophore with 
glucose available has led to a К -uptake reverse. In the presence of 
N, N'-dicyclohexylcarbodiimide по К ' -uptake has been observed. Appli 
cation ul sodium arsenate has caused a К’-uptake decrease. Il is assumed 
that the potassium ions enter the B. flavum cells by electrical field 
gradient, cud this transfer may be regulated by ATP.

Ключевые слова гиперполяризация мембраны, мембранный потенциал (ДЧО. 
ионы Л՜ *՜.У грамположительных аэробных бактерий Breiibacteriiun flavum аппликация метаболизируемых сахаров вызывает резкий и кратковременный выброс ионов водорода и гнперполйрнзацню мембраны [1. 2]. Этот процесс сопровождается потоком иоиов калия внутрь клеток, причем стехиометрия ионного обмена И՜1՜: 1<+ равна единице. Эти данные являются предварительным указанием на то, что поглощение К’՜ у аэробных бактерий происходит по градиенту электрического поля, в то время как анаэробы используют для транспорта К энергию гидролиза АТФ [5].В данной работе показано, что и аэробных бактериях В. flavum ионы калия действительно распределяются между клеткой и средой пассивно по градиенту электрического поля. j

Материал :: методика. В работе использовали .-..ivii-.n Brevibacteritun flavum 
штамм АТСС 14067 [б]. Бактерии выращивали в течение 18—20 ч в мясопептонном 
бульоне при 30° на качалке Дальнейшая процедура подготовки клеток к опыту опи
сана ранее [I]. Количество жизнеспособных бактерий определяли методом высева на 
твердые питательные среды. Титр клеток в эксперименте достигал 3 4-5X109 кл./мл. 
Потоки ионов н разность электрических пот еппналов (ЛЧГ) определяли с помощью 
катнонселективных электродов по описанным ранее методикам [4. 7. 9] Внутрикле
точную концентрацию налов калия оценивали по количеству К •. вытекающему из кле
ток, обработанных толуолом в концентрации 2.0 мкл/мл. Такал обработка ведет н 
освобождению 95% внутриклеточного К [8] Использовали Х.Х'-лкцнклогексилкар- 
Содинмвд (ДЦКД), валпномнцин, арсенат натрия. карбоннлцняшы-т-хлорфешшгвдра- 
зон (КХФГ) (все Sigma. США), тетрафеннлфосфоннй (ТФФ+) (Chemapol, ЧССР).

Результаты и обсуждение. Ранее было показано, что добавление глюкозы к суспензии клеток В. flavum вызывает резкую секрецию Н + я гиперполяризацию мембраны с одновременным поглощением ионов калия, совпадающим по характеру с изменением А՝|; [I]. Однако это совпадение нс может служить достаточным доказательством того, что только наличие △Чг обеспечивает наблюдаемое поглощение н распределение полов калия у В. flavum. Одним из основных доказательств того, что К + у этих бактерий распределяется пассивно между клеткой и средой является соответствие наблюдаемого распределения этих попов с измеренной величиной △*|г (табл.)..Установлено также, что скорость поглощения К и количество ионов. поглощенное клетками, прямо пропорционально активности этого нона в среде в пределах 0.5 5,0 мМ. Соотношение начальных скоро-210



Распределение ионов калия между клеткой и средой н Л'Г у В. /1-.гчит ь средах 
с различным содержанием К * в отсутствие глюкозы

|К'1о (мМ) |К*|ы(мМ) |К"рп |К |0 ЕК* (-«В) А»Г (мВ)

0.46 203 440 159 155+8

0.81 227 280 147 147+8

1.91 133 133 127 130+6

Примечание: ГК1- 1 —концентрация ионов калия в среде; [к+]|п —концентра-
I ня внутриклеточного К . величину равновесного калиевого потенциала рассчитывали 
г.о формуле =։-~1п('к‘](0/;к']й).стей потоков Н+:К~ в изученной нами области концентраций К + близко к единице |1]. Из серии этих опытов по методу Лайнуивера-Берка Определены значения Кп ֊ 2,4 м.М и \՝гозх =0,2 мМ/мин. кл., близкие к характеристикам переноса ионов калия через Тгк систему у Е. соН, которая представляет собой К ’ -ионофор [ 10}Введение в экспериментальный раствор 10 т՛ М разобщителя окислительного фосфорилирования КХФГ приводит к реверсии процесса поглощения К ’ в присутствии глюкозы те приведено). При этом скорость секреции ионон водорода, обычно наблюдаемая в течение гл и кол - зз, уменьшается после добавления КХФГ. что объясняется электродиф- фу знойным обратным током протонов, возникающим в результате образования дополнительных II -каналов вследствие обработки клеток протоиофоро.м КХФГ. Из этого опыта следует, что наличие АЧ' необходимо для поглощения к поддержания ионов К внутри клеток. Поэтому ожидалось, что в присутствии валиномиипиа (1СМ М), создающего дополнительные каналы проводимости тля ионов калия в мембране, будет усиливаться поток К ՝ внутрь клеток иод действием электрического ноля. Однако при указанной концентрации валнномицйна мы не наблюдали заметного изменения потоков 1! и К 1 по сравнению с контролем.На рис. 1 показан характер изменения и соответствующих ио- ■ жог ионов К и Н1 после добавления глюкозы при 30° и 20°. На всех грех кривых обращает на себя внимание наличие трех фаз, строго совпадающих во времени. Первая фаза поглощения К* полностью соответствует характеру изменения △՝!'. Регистрируемая гиперполярнзацня мембран аэробных В. Цаиит, как было показано [I, 2], создается усилением секреции И ՛ через дыхательную пень три аппликации глюкозы. Когда мембранный потенциал у этих бактерий достигает некоторого порогового уровня, включение Н ‘ -АТФазы в режим синтеза АТФ ведет к небольшому падению △Чг с последующей его стабилизацией, очевидно, благодаря уравновешиванию потоков Н ‘, направленных из клетки н среду и из среды в клетку, соответственно через дыхательную цепь и 11՝ -Л I Фазу Подтверждением последнего предположения мох;ет елу-

211



жить то. что, как уже было показано, в присутствии ДЦКД. блокирующего Н ‘ -АТФазу ;• повышающего △'1г, сёкрепня конов II после добавления глюкозы происходит без изменений скорости [2], и при этом наблюдается некоторое поглощение ионов К *՜

Рис. I. Рис. 2..
Рис. 1. Изменения эктнаппегсй ионов И и К в среде л гниерполири- 
затея мембраны /< lii-.um при аппликации гдкжизы (Г. 2,0 кМ) при 30° 
(сплошная линия) и _’(Р (пунктир) Экспериментальная среда содержала 
(вмМ) трис 10.0. Н3РО4 5.0. KCI 1.0. \аС1 1.0. MgSO4—1.0. ТФФ ' 
2ХЮ -3(рН 7 31 Исходный уровень \’Р практически нс записи г ос тем
пературы и составляет 115 мВ. Фазы 1. II. Ill показаны голые» для 

кривых при 30°.
Рис. 2. Изменения мембранного потенциала и активностей нои.ж I I и К • 
в среде у В. (iQvun: ври аппликации гдюкоиы (Г. 2.0 мМ) до к после до
бавления арсената натрин (А. 3.0 мМ). Условии эксперимента идентич

ны описанным к подписях к рис. I при 30°.Снижение температуры приводит к замедлению секреции И՜ . соответственно уменьшается гиперполяризация и замедляется вход К (рис. I), но при этом начальный уровень △՝!' до аппликации глюкозы остается постоянным ( 145 мВ). Для первой фазы поглощения К' нами определен коэффициент Вант-Гоффа (2| . разный 1,3. Это значение температурного коэффициента почти совпадает со значением Рю = 1.4 для физической диффузии [3], что еще раз указывает на ие.фермси дативный характер переноса попов калия внутрь клеток в период первой фазы поглощения.При аппликации глюкозы в присутствии арсената натрия амплитуда гиперполярнзационных ответов увеличивается (рис. 2). хоти как скорость. так и количество выходящего Н ՛ уменьшаются. В этом случае уменьшается также поток К + внутрь, что. очевидно, можно объяснить отсутствием А ГФ Как было показано ранее [2], ионы К4՜, поступая в клетки в ответ на гипернолярнзацню мембраны, уменьшают амплитуду гиперполяризации. Поэтому з отсутствие потока ионоз К . направлёи- 212



него из среды в клетку, наблюдается реальная величина амплитуды ги- иерполярнзацни—большая по сравнению с контролем (рис. 2).Таким образом, ионы калия поступают в клетки В. flauiim по градиенту электрического поля, но при этом ЛТФ. возможно, является регулятором этого переноса. Причем регуляция может быть как аллостерической, так и происходящей за счет фосфорилирования какого-то белка Tfk системы, как это детально обсуждается Стьюартом н др. [10].
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Аннотация—Изучена возможность осуществления биосинтеза 1-пролиня 
изолейиинзавиенмымн мутантами В. յ՚օւ՚ս/ո на питательных средах, содер
жащих в качестве источника сахара свекловичную и тростниковую мелас
сы Установлено, что свекловичная меласса обладает выраженной ингн- 
бнрующен активностью в отношении биосинтеза этой аминокислоты, в то 
время как тростниковая. наоборот, стимулирует этот процесс. Эффект от 
применения этих видов меласс зависит «>։ их содержания з питательной 
среде. Определены условия практического применения этих видов сырья 
для получения 1-пролина.

։1Г.пи։т<|]ии — յյ,(ւ<«/.;>Հա«» Հ է-սյրսյինք։ բ ի пи [։Ն(1 հ ղր խյ Г о1Ь(1С! С Г 1ւէՈ) քէճէ!Ա1Ո
1պ"(եյցք,նք։ց կախված մոլտանտՆ1ր[։ կողմից սնուցող միջավայրս։։’' որպես չարարի 
и,И,Р’Ч> ^քտաղսրծեյով ճակնղեղի և շարարեղեղի մերսսսաներ: Հաստատված է, որ 
այղ ամրնաթթվի րիոսինթեղի Նկատմամբ ձակնղեղի մԼ/ասսան օմտված է արտա-
■.ա)տ/>չ •սրղ1.1ակ"'ւ հատկությամբ, ա/Ն ղես/բում, Լրր շարքարնղԼգքւ մե/ասսան. 
րնղԿակաոԱ/կն, օմտված Լ խթանող հատկությամբ: Այղ երկո: տեււակի մեյասսաների 
..ղաաղործմ ան (ֆեկտբ կախված Հ սնուցող միջավայրում նրանց սյսւրունակութ/ան 
մսւկարղակիցւ էէրսշված !.Ն տյղ երկու սւեսակի ՀումրԼրի ղործնական կիրաոմ տն 
•ղայմաներր {-պրուինք. ստացման համար։ 213
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