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Полученные экспериментальные данные свидетельствуют о существенном
влиянии иммобилизации на физиологические характеристики клеток дрожжей.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМ ОДЕЙСТВИЙ КЛЕТОК М ИКРООРГАНИЗМ ОВ  
C НОСИТЕЛЯМ И ПРИ ИМ М ОБИЛИЗАЦИИ

The interactions between microorganism cells and carrier surface during im
mobilization were investigated. The cnahge of surface properties was achieved by 
meansofdyemodification.

Несмотря на то, что иммобилизованные клетки микроорганизмов широко 
применяются в промышленных процессах, досих пор подбор носителей для им
мобилизации в каждом конкретном случае осуществляется эмпирически. Оче
видно, такой подход обусловлен отсутствием четких теоретических представяе- , 
ний о механизмах взаимодействия клеток микроорганизмов с твердой поверхно
стью носителя. Существующие теории [1-3] не позволяют в полной мере и адек
ватно описать адгезию микроорганизмов на твердых поверхностях, поскольку 
клетка - сложный биологический объект, адгезионная способность которого не
постоянна, зависит от многих фагторов и может меняться ка молекулярно-© 
генетическом уровне.

Целью настоящей работы было экспериментально изучшъ закономерно
сти взаимодействия клеток микроорганизмов с поверхностью носителей ддя им
мобилизации.
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B качестве модельного нршзееса использовали ившобшптвдю дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae на вонвобменныж полимерных ноемтедяж различной 
химической природы t производные декстрана, целлюлозы и сополимеры стиро
ла и даданшгоензолак Поскольку ш экспериментальной практике для вьщзленш 
6ejKOB и нуклеиновых кислот применяются аффшпше матрицы, создш ш е с 
использованием в качестве лигаидов красителей {4], в нашейработо шменение 
свойств поверхности носителей осуществлялось e цомощщо ш я ш №  e  анион- 
инж красителей (в основном трифсяшшетшювого ряда).

B свжза с тем. что фнзиологЫмюхтшчесгай статус клеток существенным 
образом влдает на свойства кяетечшй поверхности, а, следовательно, и aa ад- 
шрбщшнную способность ететак, была щучена методом микроэлектрофореза 
зависимость элгктрошюешческш свойств клеток от фазы роста мшсроорганнз-

- BfiOB фнс. 1).

Рж.1. Электрофоретическая етдашжшсть кшшж дрожжей Saccharomyces cerevis*as.;
в разньвс фазах роста;

1 - гоивая изиенеивя оптической нлшетзсш суаяшш  дрояовей врн культевировании по стандартной 
ыкгодяже а стандартной среде; 2 •■ кривая юмшшиш: ЭФП квмш в ароцессе культивирования.

Электрофоретическую подвижность .клеток рассчитывали по формуле -

где 1 - расстояние между электродами (1,2 ем); Ь - расстояние, нрохо.щмое клет
кой (150 мкмк t - среднее время движения клеткн (с); U - разность потенциалов 
на электродах < 50 В).

Электрокинетичесшй потенциал (^-потенциал) рассчитывали ш  формуле 
Fедьмгольца-Смолуховсшш:

_ 4smh -1; e =S —.....----
ь D*t*U
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где D - диэлектрическая постояннаа среды; т| - вязкость раствора.
Полученная сложная зависимость ЭФП или ^-потенциала от фазы роста 

' клеточной популяции фис.1) позволяет сделать вывод, что, принимая во внима
ние только электростатические взаимодействия клеток с поверхностью носителя 
при иммобилизации, необходимо в случае применения положительно заряжен
ных матриц использовать клетки стационарной фазы или первой половины ло
гарифмической фазы роста, когда клеточная поверхность имеет максимальный 
отрицателыаш заряд. Для сорбции на отрицательно заряженных матрицах сле
дует использовать клетки второй половины логарифмической фазы роста, когда 
отрицательный заряд клеточной поверхности минимален.

Иммобилизацию микроорганизмов на различных носителях проводили в 
проточной системе, прокачивая клеточную суспензию через слой носителя, с 
непрерьганой регистрацией кинетикв процесса.

Измерив степень иммобилизации дрожжей на частицах KM- и СП- 
сефадексов, Ф-целлюлозы, катионита КУ-2 8 и анионита - амберлит, а также на 
этих носителях, модифицированных с помощью красителей метилового зелено
го, кристаллического фиолетового, фуксина (кислого и основного), понсо С, 
тропеолина O и светового зеленого, пришли к выводу о целесообразности даль
нейшего исследования процесса иммобилизации на амберлите.

Кинетические характеристики сорбции клеток на амберлите, модифици
рованном различными красителями, представлены в таблице.

Из данных таблицы следует, что наиболее эффективно иммобилизация 
протекает на амберлите, поверхность которого модифицирована красителем све
товой зеленый, имеющим более разветвленную структуру по сравнению с дру- 
гнмииспользованньшикрасителями. «

Табл. Кинетические характеристики сорбции клеток на амберлите, 
модифицированном различными красителями

Вреш, мин Оптическая плотность 
дрожжевой суспензии

: Концентрация eyc- 
пеязим, кл/мл

Степень иммобшш- 
зации, кл/мл

1 2_______ 3________ 4 - ■■ V- , ■

Краситель - понсо C
Скорость иммобилизации - 0,78-10 кн/ммн мл.

0 1,1540 0,87*106 0
10 0,9610 0,59-106 1,12106
60 0,7641 0,35-106 2,08*G6 '. .

110 0,6500 0,26*106 2,44* 106
160 0,5908 0,21*106 2,64T06
210 0,5835 0,19106 2,72* IO6
260 0,5354 Oa 17-106 2,80*IO6
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Окончание таблицы 
4

■ 0 
10 
6© 

110 
160 
210 
260

0
10
60

110
160
210
260

0
10
60

110
.160
210
260

Краситель •■ тропеолин O 
Скорость шгаобшшзащш - 0,97 105 вл/мш вял. 

1,1540 0,8710*
0,9585 0,57-10
0,8005 0,40-Ю
0,7310 = 0,34*10'
0,7041 0,30-10*
0,6201 0,23-10*
0,5932 0,20-10

Красшель - фуксия кнсдьш 
*Скорость йвшобияизахщи - 1,08-10" кл/шш мл. 

'1,1540 0,87-10*
0,9483 ’ 0,58-10

. 0,7661 . 0,36-10
0,680S , 0,29*10
0,6332 0,23-10
0,5934 0,21-10
0,5549 0,19-10

Краситель - световой зеленый 
Скорость иммобидшащш - 1,29-105 кл/мин мл. 

1,1540 0,87-10*
0,7923 0,39-10
0,5815 0,19-10

“ 0,4972 0,13-10й
0,4347 0,09-10
0,3517 0,02-10
0,3264 0,0M 0

1,88- 10*

2,12-10*
2,2S-10*
2,56-10*
2,68-10*

0
1,16-10*
2,04-10*
2,32-10*
2,56-10*
2,64-10*
2,72-10*

0
1,9210*
2,72-10*
2,96-10*
3,12-10*
3,40-10*
3,44-10*

Ha рис.2 представлена зависимость скорости иммобилизации от степени
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Характер полученной -- исимости может быть обусловлен, на наш взгляд, 
наличием биоспецифических взаимодействий между поверхностями клеток мик
роорганизмов и модифицированных носителей.

Д Ш »  r

n=n P  tr 3 Dsa аагез 
М Ш Х ^ Щ -  г

Q H  Cffi P  Ь
© © ф ©©€) © ф<В 0 '"•"V ;' 4 J ^ y  i - ^ y ^  > у ; V T .'/ 3

аротаевая клетка
Рис.З. Схема предлагаемого механизма иммобилизации дрожжей на поверхности ам-

берлита

Клеточная поверхность представлена положительно и отрицательно заря
женными группами, а также более сложными и развитыми структурами - адгези- 
нами (гликопротеины, полисахариды, белки и т.д,). Суммарный заряд поверхно
сти клетки отрицательный.

B отсутствие модификатора матрица имеет определенное количество по
ложительно заряженных активных центров (1). Между клеткой и носителем ус
танавливается электростатическое взаимодействие.

При обработке амберлита красителем часть положительно заряженных 
групп нейтрализуется (2), количество потенциально возможных центров при
крепления клеток уменьшается, что приводит к снижению скорости сорбции. 
При достижении критической степени насыщения (в нашем случае 18,9 
мкмоль/мл) краситель образует на матрице надмолекулярные структуры, кото
рые могут выступать в качестве специфических центров связывания (3). Ha дан
ном этапе появляется возможность взаимодействия с матрицей не только отри
цательно заряженных групп поверхности клеток, но и более сложных структур 
адгезиков. При дальнейшем увеличении степени насыщения поверхности ам
берлита красителем количество образующихся надмолекулярных ассоциатов 
растет, следовательно, возрастает доля аффинных центров связывания на матри
це, и скорость сорбции клеток соответственно снова начинает увеличиваться.
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МИКРООРГАНИЗМЫ B ПОЛУЧЕНИИ ЭПОКСИДНЫХ СОЕДИНЕНИЙ
The reduction of 5-CM-nonanone by different microorganisms was investi

gated. Using PMR-spectrum the structure of diastereometric Cl-hydrines was 
found and enantiometric purity was defined

ЭпоксАдные.соединения можно получить химическим, химико-фермен- 
тативньш или ферментативным способами. Причем могут бьпъ использованы 
как чистые ферменты, так и ферментные системы живых микроорганизмов.

Особенностью ферментативного катализа является высокая стереос т- 
фичность [1]. Оптически активные эпоксиды получают либо микробнодо' де- 
ским окислением углеводородов с участием монооксигеназной ферментной сис
темы (схема 1, путь А) [2], либо с помощью химико-ферментативного способа 
(схема 1, путь В) [3], первым этапом которого является ферментативная транс
формация прохирального субстрата.

Схема 1

Последний метод представляет интерес в синтезе а-замещешшх хираль
ных спиртов. Эти соединения, содержащие 2 асимметрических атома углерода, 
представляют собой а-бнхиралькые синтоны и могут бьпъ получены микробио
логическим восстановлением сс-галогенкетонов. Заместители X выбираются та
ким образом, чтобы образующиеся галогеншдрины легко превращадась в соот
ветствующие оптически активные эпоксиды.

Нами было изучено микробиологическое восстановление 5-С1-4-нонанона. 
Были использованы следующие микроорганизмы: мицелнальные грибы Asper
gillus niger ATCC 9142, Beauveria sulfurescens ATCC 7159, CunnmghameUa eIegans


