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ОКИаЧИТЕЛЬНО-ВОССГАНОВИТЕПЬНЫЕ ПРОЦЕССЫ ПРИ 
СМЕШАННОМ БРОЖЕНИИ У ESCHERICHIA C0LI3

ГИПЕРОСМОТИЧЕСКОЙ ЩЕЛОЧНОЙ СРЕДЕ

Г.Р. КИРАКОСЯН
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Escherichia coli МС4100 is able to grow in anaerobic conditions in hyper-osmotic 
media Containing either 0.3 M or 0.5 M sodium chloride nr with equivalent quantity 
sucrose at pH 9.0 In this case in the alkaline medium with glucose they implement mixed 
fermentation, during which occur decrease of oxidation-reduction potential (OKI’) with 
produced of fermentative gas molecular hydrogen. In the experimental conditions it also 
decreases of ORI’ from positive ( ՛ 140+ ID mV} to negative (-465152 mV} values. However 
sodium chloride decreased duration of bacterial growth rate and intensity of oxidation
reduction processes and production of molecular hydrogen has been reduced. Proline of 
2niM is able to increase the growth rate but not intensity of oxidation reduction processes 
and doesn't restore the production of molecular hydrogen.

Escherichia coli - гиперосмотический стресс - окислительнд- 
восстановшпельный потенциал - производство Н. ֊ пролип

Escherichia coli могут расти в анаэробных и аэробных условиях, в 
innep- и гипоосмотнческой, кислой и щелочной среде.

В анаэробных условиях в отсутствие внешних акцепторов электронов 
эти бактерии сбраживают сахара, в результате их окисления происходит 
образование П, и его выделение в среду 1111. Последний процесс 
Осуществляется посредством мембранно-связанного фермента - формиат 
водородлиазы (ФВЛ), включающей в себя формиат дегидрогеназу И, 
переносчики электронов и гидрогеназу 3 111|, или гидрогеназу 4 [4]. 
Предполагается, что ФВЛ (с гидрогеназой 4) взаимодействуете механизмом, 
образованным протонной Г’:]Е.-ЛТФ.гзой и ТгкЛ системой поглощения К' и 
осуществляющим обмен 211՜ цитоплазмы на один К՜ среды 112]. когда 
окислительно-восстановительные эквиваленты, отделяемые от продукта 
брожения формиата, переходят на ЕЕ и ГгкА, обеспечивая дигиол- 
дисульфиднос превращение на ТгкЛ с высвобождением л tcpinn, используемой 
для поглощения К I акои механизм 21Г/К обмена траст роль в регуляции 
вну։ ри клеточного pH и тургора бактерий, поддержании Лцн* и в других 
процессах | 12]. Он имеет, возможно, первостепенное значение для роста 
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бактерий в гиперосмотических средах, содержащих хлорид натрия или другие 
соли и сахара.

При гиперосмотическом стрессе, создаваемом хлоридом натрия или 
несбраживаемыми сахарами, поглощение К՜ с высокой скоростью может 
осуществляться посредством ТгкА 1131 и через Кир [141. а в регуляции 
гургора бактерий важна роль не только глутамата |8), но и. как показано 
ранее [81, пролина или других осмотически активных веществ. Однако в 
щелочных средах, когда ТгкАсистема, по-видимому, не взаимодействуете 
Е.Е -АТФазой с формированием механизма 2Н*/К‘-обмена [13] и Кир скорее 
всею неактивна [ 14]. а ФВЛ, возможно, не индуцируется 111 [. особенности 
окислительно-восстановительных процессов и преодоление 
гиперосмотического стресса бактериями не изучены.

В настоящей работе показано, что в щелочной среде (pH 9,0) 
интенсивность окисли гильпо-воссчановтсльных процессов при росте Е. соН 
в анаэробных условиях в гипсросмотических средах, содержащих .\аС1, 
уменьшается, производство Н, подавляется. Однако при таком pH пролин, 
увеличивая скорост ь роста бактерий в средах с высокой осмотичностыо. не 
усиливает окислительно-восстановительные процессы и не восстанавливает 
производство Н2.

Материл.։ и методика. Бактерии н их выращивание. В работе использовали штамм 
Е. спН МС4100 |2|, который был получен от С. Андрюса (Школа зоологии, микробиологии 
университета Рединга, Великобритания).

Выращивание бактерий в анаэробных условиях а пептонной или минимально 
солевой среде с глюкозой описано ранее ||] Осмотич кость среды увеличивали введением 
\аС1 или сахарозы, эквивалентность которых рассчитывали как ранее [9}. Удельную скорость 
роста определяли как частое от деления 0,693 (1п2> на время удвоения оптической плотности 
(при длине волны в 600 им) в интервале. когда изменение логарифма оптической плотности 
во времени носило линейный характер 110|, продолжительность лат-фазы определяли как 
описано (2|.

Измерение окислительно-восстановительного потенциала (ОВН). Величину ОВН 
суспензии бактерий измеряли с помощью пары окислительно-восстановительных 
электродов платинового типа ЭПВ-01 (Е(1) и ппан-силикатного типа ЭО-021 (Е/), как 
описано ранее (завод измерительных приборов, г Гомель, Беларусь) (1,2, 5|.

Определение производства II,. Выделение ферментативного газа при росте бактерий 
наблюдали в тест трубках |6| Производство Н, бактериями в экспериментальной среде 
определяли по разности значений электродных (платинового и титан силикатного) 
потенциалов [1,2, 6). когда в отличие ог платинового титан-силикатный электрод был 
нечувствителен к Н. и О, и его показания нс "искажались* последними. При pH 7,5 
разность я скорости падения электродных потенциалов в 4,7-6,7 мВ/мин мг сухого веса в 
суспензии Г. соН МС4100 указывала на производство П, [!. 5] При pH 9.0 эта же разность 
составляла 2,0 мВ/мин.мг сухого веса (табл.) Образование Н, подтверждали и химическим 
методом, основанным на обесцвечивания раствора перманганата и присутствии Н. |2. 5|.

Другие методы н реактивы. Подготовка бактерий к измерениям нс отличалась ог 
ранее описанной [1,2, 6|; в качестве экспериментальной среды использовали 200 м.М 
фосфатио-трисового буфера (pH 9,0). содержащего 0.1 м.М сульфата магния, I мМ КС1 
Количество бактерий и слияние объема определяли подсчетом колоний после высева клеток 
на твердые питательные среды, а сухой вес взвешиванием после высушивания суспензии 
[3|. Приводятся средние арифметические величины двух-трех независимых измерений, 
стандартная ошибка которых не превышает 5 %

Применяли глюкозу ог Борисовского завода медицинских препаратов (Беларусь), 
бактерихтьный агар, петой, пролин от фирмы “Sigma” (г. Сент-Луис, США) и другие 
реактивы аналитической чистоты.
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Результаты и обсуждение. Бактерии Е. соИ в гиперосмотической 
■елочной среде. Рост Е. соН в гиперосмотической среде в анаэробных или 
пробных условиях, в слабощелочных и кислых средах показан во многих 
работах (1,9]. Весьма интересным является то, что эти бактерии способны 
респ։ в такой среде, но достаточно чувствительны к присутствию ионов 
натрия. Возможно, это связано с низкой активностью Х’а’/Н’-антипортсров 
|15}, недостаточной /ия выведения накапливающихся в цитоплазме ионов 
натрия, оказывающих токсичный эффект.

На самом лелс рост Е саН МС4100 подавляется в присутствии 0.3 М 
ХаС1 и еще более - 0,5 М КаС1 при росте бактерий в среде с pH 9.0 (рис. 
1А). При этом значительно увеличивается (в - 2 раза) продолжительность 
Йг-фззы (рис. 1Б). Интересно, что при таком pH скорость роста Е. соИ в 
гипсросмотической среде, содержащей 0.5 М ХаС1. значительно ниже, чем в 
аабощелочной среде 115].

йк. I. Вышине NaCI на ростовые характеристик;! Г.. :nli МС41СО в щелочной среде в (нсучстинс и н 
■jwfemn։ проины А - удельная скорость роста, Б П|Х>;|Щ|Жнгс.тю1ссгь.1аг-։}шц роста. Пролин добавляли 
i(»iUHnp9U№t 2 мМ, в остальном см Материалы н методика.

Спадением скорости роста бактерий в среде с Х'аС! при pH 9.0 
уменьшается и интенсивность окислительно-восстановительных процессов: 
иаченис Еь снижается до -205+15 мВ (рис. 2А и 2Б), а производство Н 
Практически отсутствует (табл.). Подобные эффекты не наблюдаются в 
Типсросмотической среде, содержащей 0,75 М сахарозы, когда Еь падает до 
570110 мВ (не показано). Вместе с гем, разность в падении значений Е„ и

ЕГ(табл.) может свидетельствовать о выделении 11.. Этот результат указывает 
нити, чтоФВЛ, ответственная за образование Н, (4, 5, 11|, чувствительна к 
кмотичности и pH среды. При щелочном pH нельзя исключить и 
Юмюжность выделения Н , через другой путь.

Влияние пролина на интенсивность окисли гельво-восстановительных 
процессов» производство Н, бактериями. Пролин, как было показано ранее 

№], увеличивает скорость роста Е. соИ в анаэробных условиях в 
Имперосмотической среде. Такое действие он может оказывать, по-нидимому. 

з» счет прохождения во внутрь клетки с участием РгоР системы, 
катализирующей сопряженный с ионами натрия транспорт пролина (16). 
или же с участием второй, Рго11 системы, активируемой при 
шперосмотическом стрессе посредством К՛ или глутамата [8|. Активность
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этих транспортных систем в щелочной среде мало изучена. Затем пролил 
возможно, взаимодействует с белками, приводя к замене ионов в окружен^ 
белков и снимая ингибирующее действие ^а" на их активность [7]. В то хе 
время показано, что накопление пролина повышает внутриклеточное 
содержание К и глутамата, что сопровождается или определяете։ 
значительным увеличением объема воды в цитоплазме (6|. Здесь нельЧ 
исключать и включение пролина в метаболические пути с образованней 
соединений, воздействующих на отмеченные процессы.

Рис. I. Кинсгнкз изменения ОВП в суспензии Е. cvli MC4I0D. пырапхнных в ашзробных утопкой 
pH 9,0 в средах с различной ©смагичкостъю в отсутствие (Л) и в присутствии < Б) 0.5 М Nod.

Нам удалось показать, что пролин (в концентрации 2 мМ) может 
стимулировать рост Е. coli в гиперосмотической среде с NaCI при pH 9Д 
(рис. 1Л) и снижать продолжительность лаг-фазы (рис. 1Б). Однако пр^ 
pH 9,0 он не увеличивает интенсивность окислитель։ 1о-восстановител!>:;|д 
процессов в анаэробной суспензии Е. со// и не восстанавливает производя» 
Н, (табл.), как это происходило при pH 7,5 |1|. Такой результат может 
указывать на изменения в РгоР и ProU транспортных системах, либо ю 
роль внутриклеточного К՜, содержание которого за счет отличной работы 
TrkA системы ниже в щелочной среде.

Таблица. Влияние пролина на интенсивность окислительно-восстановнтеяЙв 
процессов и производство Н. у Е. соН МС4100, выращенных в анаэробных 

условиях в гиперосмотической среде при pH 9,0.
Условия роста и 

эксперимента
Изменение ОВП, 

мВ/мин.мг сухого веса
Производств® Н.’

е;
без №С1 или сахарозы 3,7 1.8 + (1.9) ]

без ЫаС1> пролин 3,8 2.0 + (1.8)
0.3 М ЫаС1 2.2 1,6 • (U О) •
0,5 М №С! 1,2 1.1 - (о,гН

0,75 И сахарозы 3.0 1,4 + (1.6)
0.3 М КаС1, пролин 2,1 1.8 - (0.3)
0,5 М КаС1, пролин 1.5 1,1 - (0.4)

В скобках приводится разность начальных скоростей падения этих электрона։ 
потенциалов в среде, содержащей 22 мМ глюкозы.
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