
Мо лоч но кис лые бак те рии (МКБ) Lactococ -
cus lactis, при над ле жа щие к би о ва ри ан ту diace -
tylactis, от но сят ся к дос та точ но ред кой и цен ной в
прак ти чес ком от но ше нии груп пе мик ро ор га низ -

мов из - за спо соб нос ти к об ра зо ва нию ди а це ти ла
(Дц), име ю ще го пер вос те пен ное зна че ние в фор -
ми ро ва нии аро ма та мо лоч ных про дук тов. -А це -
то лак тат яв ля ет ся у МКБ пря мым пред шес т вен ни -
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Роль ге  т е ро ген нос т и по пу ля ци и и ф ак то р а  рН в при  род ном
яв ле  нии свер х  син те  за  -а  це  то лак  та  та  у  про д у цен т а ди а  це ти л а
Lactococ cus  la ct is ss p.  lact is bv.  diace tylact is В2103/ 74

Ис с ле до ва ли вли я ние фак то ров ге те ро ген нос ти по пу ля ции и рН сре ды на об на ру -
жен ный нами эф фект свер х син те за -а це то лак та та (АЛ) в куль ту ре L. lactis bv. dia ce -
tylactis B2103/74. При ро да фер мен т ной сис те мы, от вет с т вен ной за этот эф фект, спо -
соб ной су щес т вен но бло ки ро вать лак тат де гид ро ге на зу (ЛДГ), пе рех ва ты вая у нее
до 80% NADH, и обоз на чен ная нами как ге мин - не за ви си мая элек т рон пе ре но ся щая
сис те ма (ГЕМ НЭПС) не из вес т на. По ка за но, что про яв ле ние эф фек та мас ки ро ва лось
ге те ро ген нос тью куль ту ры, при чем осо бен но силь но в об лас ти око ло ней т раль ных
зна че ний рН 6,1 — 6,5. Ус та нов ле но при сут с т вие в по пу ля ции по мень шей мере
трех ти пов дис со ци ан тов, раз ли чав ших ся по уров ню ак тив нос ти ГЕМ НЭПС и со от -
вет с т вен но син те за АЛ: ак тив ный дис со ци ант (на коп ле ние АЛ до 30 мМ), ут ра тив ший 
ГЕМ НЭПС не ак тив ный дис со ци ант (АЛ не бо лее 3 мМ) и дис со ци ант с про ме жу -
точ ной ак тив нос тью (АЛ 15—17 мМ). По ка за но, что пер вос те пен ное зна че ние в
скла ды ва ю щей ся об щей кар ти не ме та бо лиз ма пи ру ва та при раз ных рН и, в ко неч ном
ито ге, в яв ле нии свер х син те за име ла ак тив ность ГЕМ НЭПС при том или ином зна -
че нии рН. Так, при рН 7,0 в силу низ кой ак тив нос ти ГЕМ НЭПС эф фект свер х син те -
за не наб лю дал ся и ме та бо лизм пи ру ва та про те кал по го мо мо лоч но му типу. Од на ко
в об лас ти рН 5,3—6,5 ак тив ность ГЕМ НЭПС была нас толь ко вы со кой, что это по з -
во ли ло ей взять на себя фун к цию глав но го ре гу ля то ра окис ли тель но- вос с та но ви тель -
но го ба лан са NAD+/NADH и от вес ти ЛДГ ми нор ную роль. Про дук тив ность ЛДГ- и
аце то лак тат син таз но го пу тей за ви се ла от ак тив нос ти ГЕМ НЭПС при том или ином
рН, а про дук тив ность пи ру ват де гид ро ге наз но го пути — не пос ред с т вен но от внеш -
не го рН. Пос лед няя была от но си тель но вы со ка в око ло ней т раль ной об лас ти (рН
6,0—6,5) и за мет но сни же на в ней т раль ной (рН 7,0) и в сла бо кис лой (рН  6,0) зоне.

Клю че вые сло ва: аце то ин, -а це то лак тат, ди а це тил, дис со ци ан ты, мо лоч но кис лые бак те рии.

                                 
Ко то ва Лю бовь Ни ко ла ев на, Се реб рен ни ков Вла ди мир Ми хай ло вич, Гла зу нов Алек сандр Вик то ро вич.

Спи сок со кра ще ний: АД — ак тив ный дис со ци ант; АК — ами но кис ло ты; АЛ — -аце то лак тат; АЛДК — -аце то лак тат де кар бок -
си ла за; АЛС — -аце то лак тат син та за; ати — из бы точ ные ат мо сфе ры; Ац — аце то ин; ГЕМНЭПС — ге мин-не за ви си мая элек т ро н -
пе ре но ся щая си с те ма; ГМС — глу би на ме та бо ли че ско го сдви га; Дц — диа це тил; ДЭ — дрож же вой эк ст ракт; КЖ — ку ль ту ра ль -
ная жид кость; ЛДГ — лак тат де гид ро ге на за; МКБ — мо лоч но кис лые бак те рии; НД — не ак тив ный дис со ци ант; НОК —
NADН-ок си да за; ОП — оп ти че ская плот ность; ПАД — дис со ци ант с про ме жу точ ной ак тив ностью; ПДГ — пи ру ват де гид ро ге на -
за; СГ — сте пень го мо мо лоч но сти.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ком аро ма тоб ра зу ю щих со е ди не ний — Дц и аце то и -
на (Ац). По па дая из клет ки в сре ду, АЛ спон тан но
и быс т ро де кар бок си ли ру ет ся с об ра зо ва ни ем Ац
и Дц, со от но ше ние ко то рых за ви сит от окис ли -
тель но- вос с та но ви тель но го по тен ци а ла и кис лот -
нос ти сре ды [1]. Пред шес т вен ни ком АЛ яв ля ет ся
пи ру ват, из двух мо ле кул ко то ро го он об ра зу ет ся
при учас тии АЛС; да лее под дей с т ви ем АЛДК он
прев ра ща ет ся в Ац и в фор ме это го со е ди не ния вы -
во дит ся в сре ду (рис.1). Это на и бо лее рас п рос т ра -
нен ный сре ди аро ма тоб ра зу ю щих лак то кок ков
аце то и но вый тип об ме на без со пут с т ву ю ще го об -
ра зо ва ния Дц. Для фор ми ро ва ния Дц не об хо ди мо, 
что бы АЛ по пал в ок ру жа ю щую сре ду, а это му
пре пят с т ву ет АЛДК. Тем не ме нее, в при ро де
встре ча ет ся бо лее ред кий тип лак то кок ка, обоз на -
ча е мый как би о ва ри ант diacetylactis, ко то рый,
хотя и об ла да ет ак тив ной АЛДК, но, в от ли чие от
аце то и но вых куль тур, спо со бен к не боль шой утеч -

ке АЛ из клет ки в сре ду. По э то му на ря ду с Ац в та -
ких куль ту рах об ра зу ет ся и не боль шое ко ли чес т -
во Дц. Пол ная ре а ли за ция Дц-об ра зу ю щей спо соб -
нос ти воз мож на у лак то кок ков в от сут с т вие
АЛДК.

Куль ту ра с та кой за ме ча тель ной осо бен нос тью,
об на ру же на нами в кол лек ции ВКПМ и оха рак те -
ри зо ва на как при род ный му тант, ли шен ный ак тив -
нос ти АЛДК, т.е. как штам м - п ро ду цент АЛ [2].
Пос коль ку по тен ци ал дан ной куль ту ры в от но ше -
нии син те за АЛ ос та вал ся не из вес т ным, были про -
ве де ны всес то рон ние ис с ле до ва ния по вли я нию
раз ных фак то ров на пути прев ра ще ния пи ру ва та в
ко неч ные про дук ты, од ним из ко то рых яв ля ет ся
АЛ [3, 4]. Об на ру же но, что эта куль ту ра по ми мо от -
сут с т вия АЛДК об ла да ет еще од ной уни каль ной
осо бен нос тью — спо соб нос тью к свер х син те зу АЛ.
В ли те ра ту ре нет  све де ний о при род ном эф фек те
свер х син те за АЛ в куль ту рах МКБ.
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Рис. 1. Пу ти ме та бо лиз ма пи ру ва та и свер х син тез АЛ в ус ло ви ях ин тен сив ной аэра ции в куль ту ре Lactococcus lactis ssp.
lactis bv. diacetylactis В2103/74. Пе ре чер к нут путь прев ра ще ния Ал в Ац, ко то рый не ак ти вен у ис с ле ду е мо го мик ро ор га низ ма



У лак то кок ков пи ру ват — ко неч ный про -
дукт энер ге ти чес ко го ме та бо лиз ма. Ос нов ной путь 
даль ней ше го прев ра ще ния — об ра зо ва ние лак та -
та, сос тав ля ю ще го не ме нее 80% от сум мы ко неч -
ных про дук тов об ме на пи ру ва та. У МКБ ре ак ция
вос с та нов ле ния пи ру ва та при учас тии ЛДГ вы пол -
ня ет важ ней шую фи зи о ло ги чес кую фун к цию —
ре ге не ра цию NAD+, при ни мая на себя по ток элек т -
ро нов  в фор ме NADH, выс во бож да ю щих ся в ходе 
ка та бо лиз ма са ха ров.

Хо ро шо из вес т но, что у МКБ пос туп ле ние
О2 в сре ду вы зы ва ет сдвиг ме та бо лиз ма пи ру ва та,
в сто ро ну ми нор ных АЛС и ПДГ-пу тей (осу щес т в -
ля е мых с по мощью АЛС, ПДГ). Сдвиг вы зы ва ет -
ся от то ком NADH от ЛДГ в ин ду ци ру е мую О2 ок -
си даз ную ре ак цию, фи зи о ло ги чес кое наз на че ние
ко то рой — за щи та клет ки от окис ли тель но го
стрес са [5, 6]. NADH-оксидаза (НОК) ней т ра ли зу -
ет О2, вос с та нав ли вая его до Н2О (НОК1) или до
Н2О2 (НОК2). По ток пи ру ва та че рез ЛДГ-ре ак -
цию сок ра ща ет ся, а по ми нор ным пу тям — на рас -
та ет. Та ким об ра зом, в ус ло ви ях аэра ции ини ци и -
ру ет ся до пол ни тель ный к ЛДГ-ре ак ции
оксидатный путь ре ге не ра ции NAD+. Глу би на ме -
та бо ли чес ко го сдви га (ГМС) бу дет, оче вид но, за -
висеть от ак тив нос ти НОК.

В куль ту ре 2103/74 НОК яв ля ет ся кон с ти ту -
тив ным фер мен том, ак тив ность ко то ро го в от сут с -
т вие О2 очень низ ка; она воз рас та ет в 10—20 раз
при пос туп ле нии О2 в сре ду [4]. При мяг кой/уме -
рен ной аэра ции (КLa  25 ч–1) един с т вен ным фак -
то ром, ог ра ни чи ва ю щим ЛДГ по NADH, была
НОК, ко то рая, как и у дру гих ис с ле до ван ных лак -
то кок ков би о ва ри ан та diacetylactis, обус лов ли ва -
ла не вы со кую ГМС [4]. Кон цен т ра ция АЛ (кос вен -
ный по ка за тель ГМС) не пре вы ша ла 5—6 мМ. Од -
на ко в ре жи ме ак тив ной аэра ции (КLa = 60 ч–1) в
от ли чие от дру гих про ве рен ных би о ва ри ан тов
diacetylactis, ГМС в куль ту ре 2103/74 мно гок рат -
но воз рас та ла и син тез АЛ наб лю да ли на уров не
25—28 мМ. Это яв ле ние, ра нее не из вес т ное, мы
обоз на чи ли как эф фект  свер х син те за АЛ [4]. Ему
со пут с т во ва ла очень низ кая сте пень го мо мо лоч -
нос ти, т.е. свер х син тез был свя зан с го раз до бо лее
силь ным ог ра ни че ни ем про дук тив нос ти ЛДГ-пу -
ти, чем это мож но было ожи дать от НОК. По ток
выс во бо див ше го ся пи ру ва та пе ре те кал ис к лю чи -
тель но в сто ро ну ре ак ции, ка та ли зи ру е мой АЛС.
Ниж няя гра ни ца свер х син те за со от вет с т во ва ла
15 мМ, а вер х няя — 30 мМ. Зна чи тель ное пе рек -
лю че ние час ти по то ка NADH (до 70—90% пула)
от ЛДГ-реакции на аль тер на тив ный путь окис ле -
ния было свя за но не с НОК (ак тив ность ко то рой

была слиш ком низ ка для это го), а с ок си да зой не из -
вес т ной при ро ды, обоз на чен ной нами как ге мин -
 не за ви си мая элек т рон - пе рех ва ты ва ю щая сис те ма
(ГЕМ НЭПС) [4]. В сос та ве этой ок си да зы нет ци -
тох ро ма, пос коль ку ис точ ник гема, ге мин, в сре де
от сут с т во вал. Воз мож но, эта сис те ма пред с тав ля -
ет со бой фраг мент прос тей шей элек т рон т ран с -
пор т ной цепи, встро ен н ной в мем б ра ну [7].

Силь ное сни же ние СГ и со пут с т ву ю щий
это му свер х син тез АЛ мож но объ яс нить толь ко
рез ким ог ра ни че ни ем ско рос ти ре ак ции ЛДГ (фи -
зи о ло ги чес ки ос нов ной путь ре ге не ра ции NAD+ в 
МКБ) из - за от то ка зна чи тель ной час ти NADH в
сто ро ну вто ро го не за ви си мо го пути ре ге не ра ции
NAD+ — че рез ГЕМ НЭПС. Сте пень сдви га по то -
ка NADH в нап рав ле нии вто ро го пути, а зна чит и
ве ли чи на свер х син те за бу дут, оче вид но, за ви сеть
от ак тив нос ти ГЕМ НЭПС. 

Наши ис с ле до ва ния зак лю ча лись в том,
что бы ус та но вить вли я ние на свер х син тез внеш -
них ус ло вий, в пер вую оче редь, внеш не го pH.
Мож но было по ла гать, что пер вос те пен ное зна че -
ние в яв ле нии свер х син те за при том или ином зна -
че нии pH дол ж на иметь ак тив ность ГЕМ НЭПС
при этих pH.

Но как оце нить ак тив ность этой ок си да зы?
Пос коль ку в ре зуль та те выз ван но го ее дей с т ви ем 
сок ра ще ния про дук тив нос ти ЛДГ-пу ти выс во бо -
див ший ся пи ру ват кон вер ти ро вал ся глав ным об -
ра зом в АЛ, мы при ня ли ко ли чес т во об ра зу ю ще -
го ся АЛ за кос вен ный ин тег раль ный по ка за тель
ак тив нос ти этой фер мен т ной сис те мы. Об ра зо ва -
ние АЛ на уров не свер х син те за (15—30 мМ) счи -
та ли про яв ле ни ем вы со кой ак тив нос ти ГЕМ НЭПС;
ни же 15 мМ — низ кой ак тив нос ти, а на уров не
3 мМ (про дук тив ность ут ра тив ше го ГЕМ НЭПС
дис со ци ан та [4]) — от сут с т вия ак тив нос ти.

Ге те ро ген ность по пу ля ции 2103/74 силь но
ос лож ни ла про ве де ние этих ис с ле до ва ний [4, 8].
Этот фак тор не толь ко от ра зил ся на вос п ро из во ди -
мос ти об щей кар ти ны по то ков пи ру ва та при раз -
ных рН, но так же пре пят с т во ва л вер ной оцен ке
роли рН в про яв ле нии эф фек та свер х син те за. Что -
бы оце нить не га тив ный вклад фак то ра ге те ро ген -
нос ти в ре зуль та ты ис с ле до ва ний, в ра бо те при ве -
де ны дан ные, по лу чен ные с ис поль зо ва ни ем как
ге те ро ген ной по пу ля ции 2103/74, так и го мо ген -
ных по пу ля ций: ак тив но го дис со ци ан та (АД-1,
АЛ=30 мМ), не ак тив но го дис со ци ан та (НД,
АЛ=3 мМ) и дис со ци ан та с про ме жу точ ной ак -
тив нос тью (ПАД-15; АЛ = 15—17 мМ).

Итак, целью на сто я щей ра бо ты было вы яс -
не ние вли я ния внеш не го pH на свер х син тез АЛ.
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УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Сре ды, штамм, дис со ци ан ты и ус ло вия
куль ти ви ро ва ния. Ми не раль ной ос но вой сре ды
слу жил со ле вой рас т вор сле ду ю ще го сос та ва, г/л:
КН2РО4 — 2; MgCl26Н2О — 0,2 (ис поль зо ва ли
20%-ный рас т вор с плот нос тью 1,176 г/см3 (20°);
0,9 мл на 1 л сре ды); MnSO45Н2О — 0,05. Все
соли были оте чес т вен но го про из вод с т ва ква ли фи -
ка ции «ч.д.а.».

Ос нов ная сре да ТДЭС-2 вклю ча ла сле ду ю -
щие ком по нен ты, г/л: трип тон (ВD, США) или в
от дель ных эк с пе ри мен тах бак то пеп тон (ВD) —
15; ДЭ — 5; глю ко зу оте чес т вен но го про из вод с т -
ва ква ли фи ка ции «ч» — 10 и со ле вой рас т вор (см.
пре ды ду щий аб зац). Со ле вой рас т вор вмес те с
глю ко зой сте ри ли зо ва ли от дель но от пеп то на и
ДЭ при 0,8 ати 30 мин. Сре да ТС-2 име ла тот же
сос тав, что и ос нов ная, но не со дер жа ла ДЭ. Сре -
да ТДЭС-15 (по сев ная) име ла тот же сос тав, что и
ос нов ная, за ис к лю че ни ем из ме нен ных кон цен т ра -
ций, г/л, глю ко зы — 8 и КН2РО4 — 15, а так же
рН — 7,0. Сре да ТС-20 была ана ло гич на по сос та -
ву ТС-2 за ис к лю че ни ем того, что со дер жа ла
КН2РО4 в кон цен т ра ции 20 г/л и име ла рН 7,0.

Объ ек том ис с ле до ва ния слу жи ли ге те ро ген -
ная по пу ля ция штам ма L. lactis ssp. lactis bv. dia ce -
tylactis В 2103/74 [3], ак тив ный дис со ци ант АД-1,
дис со ци ант с про ме жу точ ной ак тив нос тью
ПАД-15 (по лу ак тив ный) и ут ра тив ший спо соб -
ность к свер х син те зу не ак тив ный дис со ци ант
(НД) 2103/74-Д с уров нем об ра зо ва ния АЛ не
выше 3 мМ [4]. От бор вы со ко ак тив ных по АЛ ва -
ри ан тов про во ди ли пу тем рас се ва се рий ных
10-кратных раз ве де ний куль ту ры штам ма 2103/74 
(вы ра щен ной на сре де ТДЭС-15 в ста ци о нар ных
ус ло ви ях) на плот ную сре ду Кем п ле ра [9]. От дель -
ные круп ные ко ло нии си не го цве та (все го 30) пе -
ре но си ли сна ча ла в про бир ки ем кос тью 50 мл с
20 мл ТДЭС-15. Вы ра щи ва ние про во ди ли в те че -
ние ночи при 30° в ста ци о нар ных ус ло ви ях. Пос ле 
вто ро го пас са жа на той же сре де ак тив ность син те -
за АЛ про ве ря ли пу тем куль ти ви ро ва ния в те че -
ние ночи на ка чал ке при 220 об/мин в кол бах на
250 мл с 50 мл сре ды ТС-20 при 30°. Прак ти чес ки
все кло ны пол нос тью пот реб ля ли глю ко зу и де -
мон с т ри ро ва ли хо ро ший рост (ОП = 4,8—6,2). Бо -
лее по ло ви ны кло нов по ка за ли ак тив ность на
уров не свер х син те за (со дер жа ние АЛ 15 мМ), из
ко то рых толь ко два дос тиг ли пре дель но вы со ких
зна че ний — бо лее 30 мМ (АД-1 и АД-14, со от вет с -
т вен но 31 и 34 мМ). Для даль ней ших ис с ле до ва -
ний ис поль зо ва ли ак тив ный дис со ци ант АД-1,
пос коль ку АД-14 был нес по со бен к пол но му пот реб -

ле нию глю ко зы на сре де ТС-2 при ин тен сив ной
аэра ции. Дис со ци ант ПАД-15 по ка зал на сре де
ТС-20 низ кую ак тив ность (на коп ле ние АЛ 4 мМ),
но хо ро ший рост и ис чер пы ва ю щее пот реб ле ние
глю ко зы. Од на ко пред ва ри тель ные ис пы та ния ва -
ри ан та ПАД-15 по ка за ли, что при куль ти ви ро ва -
нии в фер мен те ре на сре де ТДЭС-2 при рН 6,0 его
про дук тив ность по АЛ воз рас та ла до 15 мМ, т.е.
он был ин те ре сен как при мер дис со ци ан та с про -
ме жу точ ной ак тив нос тью (по лу ак тив ный дис со -
ци ант). Куль ту ру 2103/74 и ее ва ри ан ты АД-1,
ПАД-15 и НД под дер жи ва ли на сре де ТДЭС-15 и
хра ни ли при – 60°. 

Эк с пе ри мен ты про во ди ли в 2-литровом фер -
мен те ре (Biostat B-DCU, Braun Biotech Interna -
tional, Гер ма ния) с объ е мом сре ды 1 л при 30°. Час -
то та вра ще ния ме шал ки и рас ход воз ду ха сос тав -
ля ли 500 об/мин и 0,5 л/мин, со от вет с т вен но. Пос -
то ян ное зна че ние рН под дер жи ва ли 3 М рас т во -
ром КОН («Хим мед», Рос сия). По суль фит но му
чис лу рас с чи ты ва ли ко эф фи ци ент объ ем но го мас -
со пе ре но са О2 (KLa) для при ня то го рас по ло же ния
яру сов ло пас тей ме шал ки, ко то рый сос та вил 120 ч–1.
Ко ли чес т во би о мас сы из ме ря ли по ве ли чи не све -
то рас се и ва ния при  540 нм (ФЭК КФК2, Рос сия). 
Ино ку ля том для фер мен те ра слу жи ла 16-часовая
куль ту ра, вы ра щен ная в ста ти чес ких ус ло ви ях
при 30° в 50 мл по сев ной сре ды.

Оп ре де ле ние глю ко зы и ко неч ных про -
дук тов ме та бо лиз ма пи ру ва та в КЖ. Глю ко зу
оп ре де ля ли на при бо ре BIOSENS line (EKF- diag -
nos tika, Гер ма ния), АЛ и Ац — как из ло же но в [3].
Лак тат ана ли зи ро ва ли сог лас но [4]; аце тат — [10], 
ис поль зуя для это го аце тат ки на зу (Sigma).

Сте пень го мо мо лоч нос ти (СГ) — долю уг -
ле ро да суб с т ра та (глю ко зы) в сос та ве ос нов но го
про дук та, мо лоч ной кис ло те — рас с чи ты ва ли, как 
от но ше ние со дер жа ния уг ле ро да лак та та (мМ) и
уг ле ро да глю ко зы (мМ).

Все опы ты пов то ря ли не ме нее трех раз.
При ве де ны гра фи ки  ти пич ных за ви си мос тей, а так -
же ошиб ки из ме ре ния сред не го зна че ния ве ли чин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ре зуль та ты эк с пе ри мен тов с ге те ро ген ной
куль ту рой штам ма 2103/74 по ка за ли, что дан ные
о рас п ре де ле нии по то ков пи ру ва та по ко неч ным
про дук там и, в час т нос ти, уро вень син те за АЛ ха -
рак те ри зо ва лись пло хой вос п ро из во ди мос тью, что,
как мы пред по ло жи ли, объ яс ня лось ге те ро ген нос -
тью по пу ля ции. В табл. 1 пред с тав ле на вы бор ка
дан ных из этих ис с ле до ва ний. Для каж до го зна че -
ния рН при во дят ся два — ми ни маль ное и мак си -
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маль ное — зна че ния по дук ции АЛ. При рН 6,5 эф -
фект свер х син те за не наб лю да ли, и при чи на это го,
как ока за лось (см. ниже), была свя за на не с рН, а с
ге те ро ген нос тью куль ту ры. Осо бен но наг ляд но
фак тор ге те ро ген нос ти про я вил ся в од ном из эк с пе -
ри мен тов при рН 5,4 (см. табл. 1, ва ри ант 5 и 6).
Опыт ста вил ся па рал лель но в двух фер мен те рах
(по сев ной ма те ри ал го то вил ся из од ной за мо ро жен -
ной пар тии), но про дук тив ность куль ту ры ока за -
лась со вер шен но раз ной. В око ло ней т раль ной сре -
де (рН 6,0—6,2) свер х син тез был ред ким со бы ти ем 
и со дер жа ние АЛ не пре вы ша ло 15—16 мМ; на о бо -
рот, в сла бо кис лой зоне (5,25—5,6) наб лю да лась
от но си тель но вы со кая вос п ро из во ди мость свер х -
син те за АЛ на уров не 18—21 мМ и в ред ких слу ча -
ях — на уров не ва ри ан тов 5 и 6 (см. табл. 1).

При вы ра щи ва нии на сре де ТС кар ти на ока -
за лась со вер шен но дру гой. Свер х син тез не за ви -
сел от рН в про ве рен ном ди а па зо не 5,3—6,6, хо ро -
шо вос п ро из во дил ся в ди ап азо не кон цен т ра ций
15—18 мМ и из ред ка вы хо дил за вер х нюю гра ни -
цу, дос ти гая в мак си му ме 26 мМ.

Го мо ген ная по пу ля ция АД-1

Вы де ле ние и даль ней шая ра бо та с АД-1 поз -
во ли ла снять проб ле му вос п ро из во ди мос ти и по -
лу чить дос то вер ные дан ные о роли рН в фор ми ро -
ва нии об щей кар ти ны ме та бо лиз ма пи ру ва та при
ин тен сив ной аэра ции. Преж де все го, сле ду ет от ме -
тить очень низ кую СГ (0,15—0,18) в ши ро ком ди а -
па зо не рН 5,3—6,5 (табл. 2, ва ри ан ты 2—4), ко то -
рая ни ког да не наб лю да лась в ге те ро ген ной куль -

ту ре 2103/74 даже при са мом удач ном со от но ше -
нии ак тив ных и не ак тив ных дис со ци ан тов (см.
табл. 1, ва ри ант 6; СГ=0,26). Очень низ кая СГ и со -
пут с т ву ю щий вы со кий уро вень свер х син те за АЛ
(дос тиг ну та ми ни маль ная дос туп ность NADH
для ЛДГ-ре ак ции) сви де тель с т ву ют о вы со кой ак -
тив нос ти ГЕМ НЭПС при этих рН. По всей ви ди -
мос ти, та кая край не низ кая СГ яв ля ет ся пре дель -
ным ог ра ни че ни ем лак тат но го пути, не на ру ша ю -
щим фи зи о ло ги чес кую нор му куль ту ры. В ре зуль -
та те не ме нее 80% все го по то ка пи ру ва та у ва ри ан -
та АД-1 нап рав ля лось на ос тав ши е ся два пути
(см. рис. 1), из ко то рых ПДГ-путь яв ля ет ся «узким 
мес том» в сис те ме ме та бо лиз ма пи ру ва та из - за ха -
рак тер ной для МКБ низ кой ак тив нос ти ПДГ-ком -
п лек са [4, 11, 12]. Всё вмес те — мощ ная бло ка да ЛДГ
и низ кая про пус к ная спо соб ность ПДГ-пу ти — при -
во дит к рез ко му подъ е му кон цен т ра ции пи ру ва та.
Это яв ля ет ся не об хо ди мым ус ло ви ем для дос ти же -
ния мак си маль ной ак тив нос ти АЛС, или, дру ги ми 
сло ва ми, для свер х син те за АЛ в силу при су щих
дан но му фер мен ту ки не ти чес ких осо бен нос тей:
низ кое срод с т во к пи ру ва ту и вы со кая по ло жи тель -
ная ко о пе ра тив ность [13]. Об раз но го во ря, в слу -
чае, если ме та бо лизм пи ру ва та по всем дру гим пу -
тям су щес т вен но ог ра ни чен, АЛС иг ра ет роль ава -
рий но го кла па на, сбра сы ва ю ще го фи зи о ло ги чес ки 
опас ный для клет ки на ко пив ший ся пи ру ват.

В этих ус ло ви ях вер х няя план ка свер х син те -
за оп ре де ля ет ся толь ко про пус к ной спо соб нос тью
ПДГ-пу ти. Судя по со дер жа нию аце та та (см.
табл.2, срав ни ва ри ан ты 2, 3 и  1, 4) на и боль шая
про пус к ная спо соб ность ПДГ-пу ти наб лю да -

32 Биотехнология, 2015, № 4

  КО ТО ВА и др.

Та б ли  ца  1

Ми ни ма ль ный и мак си ма ль ный уро вень син те за АЛ и дру гих ко неч ных ме та бо ли тов на сре де
ТДЭС-2 в опы тах с ге те ро ген ной ку ль ту рой штам ма 2103/74 

Но мер
ва ри ан та рН

Кон цен т ра ции ме та бо ли тов* в КЖ, мМ
С**, %

АЛ Лак тат Аце тат 

1
2

6,5 4,0
8,5

–
53,0

–
27,5

88,0

3
4

6,1 9,5
16,5

44,5
36,0

33,0
27,0

88,0
87,0

5
6

5,4 5,5
25,0

82,5
28,5

12,5
23,5

96,0
93,0

* Ошиб ка сред не го зна че ния  не пре вы ша ет 10%.
** По ка за на доля уг ле ро да глю ко зы, перешедшего из глю ко зы че рез пи ру ват в со став ко неч ных ме та бо ли тов и СО2.



лась в око ло ней т раль ной об лас ти (pH 6,0—6,5),
а на и мень шая — при рН 5,3 и 7,0. Со от вет с т вен -
но при рН 6,0—6,5 по то ки пи ру ва та рас п ре де ля -
лись меж ду дву мя пу тя ми в про пор ции 1,5/1
(АЛС/ПДГ=АЛ/Аце тат=(252)/34), а при рН 5,3 — 
в про пор ции 2,6/1 (АЛС/ПДГ= АЛ/Аце тат=(292)/22).
На и бо лее вы со кая кон цен т ра ция АЛ в ва ри ан те 4
обус лов ле на, оче вид но, бо лее низ кой ак тив нос тью
ПДГ-ком п лек са при pH 5,3 по срав не нию с его ак -
тив нос тью в око ло ней т раль ной об лас ти. 

При pH 7,0 свер х син тез АЛ не наб лю дал ся.
При этом, по- ви ди мо му, кон т роль ГЕМ НЭПС над
ЛДГ был в зна чи тель ной сте пе ни ут ра чен, но пол -
нос тью не ис чез. Кон цен т ра ция АЛ сос та ви ла 8 мМ,
тог да как в по пу ля ции, пол нос тью ут ра тив шей
этот путь окис ле ния NADH (дей с т ву ет толь ко
НОК), со от вет с т ву ю щая ве ли чи на не под ни ма лась 
выше 3 мМ (см. табл.2, ва ри ан ты 1, 9 и 10).

Ра нее было по ка за но учас тие ДЭ при ре жи -
ме уме рен ной аэра ции в ре гу ля ции ак тив нос ти
ПДГ- и пи ру ват фор ми ат ли аз но го пу тей [3]. Ис к лю -

че ние ДЭ из сос та ва сре ды при во ди ло к зна чи тель -
но му сни же нию по то ка пирувата че рез эти пути.
Выс во бо див ший ся пи ру ват рас п ре де лял ся в поль -
зу ЛДГ- и АЛ С -пу тей, уси ли вая син тез АЛ приб -
ли зи тель но в два раза.

Та кое же зна чи тель ное сни же ние ак тив нос ти
ПДГ-пу ти в от вет на ис к лю че ние ДЭ наб лю да -
лось и при ин тен сив ной аэра ции (см. табл.2, аце -
тат, ва ри ан ты 5—8). Од на ко в этих ус ло ви ях су -
щес т вен ный вклад в об щую кар ти ну рас п ре де ле ния
пула пи ру ва та, по- ви ди мо му, вно си ла ГЕМ НЭПС.

При pH 7,0 к выс во бо див ше му ся пи ру ва ту от 
ПДГ-пу ти (10 мМ, срав ни аце тат в табл. 2, ва ри ан -
ты 1 и 5) при со е ди нил ся пи ру ват (18 мМ) от рез ко
сок ра тив ше го свою про дук тив ность ЛДГ- пу ти (срав -
ни лак тат в табл. 2, ва ри ан ты 1 и 5). Весь пи ру ват
рас п ре де лил ся в поль зу АЛ С -ре ак ции, под няв ее
ак тив ность до уров ня, обес пе чи ва ю ще го свер х син -
тез АЛ. В ре зуль та те при вы ра щи ва нии на сре де
ТС в от ли чие от ТДЭС ди а па зон свер х син те за рас -
ши рил ся на всю об ласть про ве рен ных зна че ний pH.
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Та б ли  ца  2

Ак тив ность син те за АЛ и дру гих ко неч ных ме та бо ли тов в за ви си мо сти от типа дис со ци ан тов
ку ль ту ры 2103/74, со ста ва и рН сре ды 

№ ва ри -
ан та

Тип дис -
со ци ан та
и сре да

ку ль ти ви -
ро ва ния

рН

Кон цен т ра ция ме та бо ли тов* в КЖ, мМ

CГ С***, %
Лак тат Аце тат АЛ СО2

**

1
2
3
4

АД-1
ТДЭС-2 

7,0
6,5
6,0
5,3

65,0
16,0
17,0
20,0

20,0
35,0
34,0
22,0

8,0
25,2
25,0
29,0

28
60
59
61

0,59
0,15
0,16
0,18

93,0
92,0
92,0
94,0

5
6
7
8

АД-1
ТС-2

7,0
6,5
6,0
5,3

47,5
22,0
22,0
35,0

10,0
12,0
11,0
8,5

22,0
26,0
25,0
27,5

32
38
38
37

0,40
0,20
0,20
0,30

92,0
78,0
77,0
91,0

9
10

НД
ТДЭС-2

6,5
5,4

84,5
88,0

12,5
8,0

3,1
2,9

16
11

0,77
0,80

94,0
93,0

11
12

ПАД-15
ТДЭС-2

ТС-2
6,0
6,0

55,0
60,5

20,0
4,0

16,2
7,2

36
11

0,50
0,55

97,0
72,0

* Ошиб ка сред не го зна че ния  не пре вы ша ет 10%.
** Рас чет ная ве ли чи на.
*** По ка за на доля уг ле ро да глю ко зы, перешедшего из глю ко зы че рез пи ру ват в со став ко неч ных ме та бо ли тов и СО2.



В ди а па зо не pH 6,0—6,5 сло жи лась не о жи -
дан ная си ту а ция. ПДГ-путь, сни зив ший про дук -
тив ность в три раза, выс во бо дил зна чи тель ное ко -
ли чес т во пи ру ва та (око ло 22 мМ) (срав ни аце тат,
см. табл. 2, ва ри ан ты 2, 3 и 6, 7). Од на ко ЛДГ- и
АЛ С -пу ти, в поль зу ко то рых, как ожи да лось, этот
пи ру ват дол жен рас п ре де лить ся, ока за лись прак -
ти чес ки зак ры ты ми. ЛДГ-путь был поч ти зак рыт
из - за вы со кой, как и на сре де ТДЭС, ак тив нос ти
ГЕМ НЭПС; СГ уве ли чи лась нез на чи тель но — с
0,16 до 0,22. АЛ С -путь, судя по по лу чен ным дан -
ным, дос тиг пре дель ной про пус к ной спо соб нос ти 
25—27 мМ по АЛ (или в пи ру ват ном эк ви ва лен те
50—54 мМ) и был пол нос тью зак рыт для «лиш не -
го» пи ру ва та (18 мМ). Если бы это было не так,
ожи да е мая план ка свер х син те за АЛ дос тиг ла бы
уров ня 33—34 мМ, чего на са мом деле не наб лю да -
ли (см. табл. 2, срав ни ва ри ан ты 2, 3 и 6, 7).

Та ким об ра зом, в ус ло ви ях ин тен сив ной
аэра ции ис к лю че ние ДЭ из сре ды при ве ло к зна чи -
тель но му сок ра ще нию про дук тив нос ти ПДГ-пу -
ти и по яв ле нию «лиш не го» пи ру ва та (18 мМ), для
ко то ро го тра ди ци он ные пути его ути ли за ции при
pH 6,0—6,5 были зак ры ты. На воп рос, куда мог ли
ис чез нуть 18 мМ пи ру ва та, от вет дали ано маль но
низ кие, мень ше 80%, дан ные по ба лан су уг ле ро да
глю ко зы в ко неч ных про дук тах, объ яс нить ко то рые 
мог ло толь ко на ли чие в КЖ не уч тен но го про дук та 
(кон цен т ра ция пи ру ва та была не выше 1—2 мМ).
Если пред по ло жить, что не и ден ти фи ци ро ван ный
про дукт яв ля ет ся C4-соединением, об ра зу ю щим ся
в эк ви мо ляр ном «лиш не му» пи ру ва ту ко ли чес т ве
(18 мМ), то ба ланс уг ле ро да глю ко зы ока зы ва ет ся
близ ким к 100%.

При pH 5,3 воп рос ути ли за ции «лиш не го»
пи ру ва та (око ло 14 мМ), по я вив ше го ся при сок ра -
ще нии про дук тив нос ти ПДГ-пу ти, ре шил ся за
счет час тич но от к рыв ше го ся ЛДГ-пу ти (см. табл.
2, срав ни ва ри ан ты 4 и 8 по лак та ту и аце та ту; СГ
уве ли чи лась с 0,18 до 0,3). АЛ С -путь ос та вал ся на 
пре де ле свер х син те за и был зак рыт для до пол ни -
тель но го пи ру ва та.

Го мо ген ная по пу ля ция не ак тив но го 
дис со ци ан та

В от ли чие от кло но вой по пу ля ции АД-1 для
НД (см. табл. 2, ва ри ан ты 9 и 10) были ха рак тер ны 
вы со кая СГ и по те ря спо соб нос ти к свер х син те зу
АЛ (концентрация не выше 3 мМ). Это яв ля ет ся
след с т ви ем, как мы счи та ем, пол ной ут ра ты ак тив -
нос ти ГЕМ НЭПС. Меж ду тем, мно гок рат ное уси -
ле ние син те за АЛ от 0,2—0,5 мМ в  ре жи ме мяг -
кой/уме рен ной аэра ции (дан ные не при ве де ны) до 

3,0 мМ в ре жи ме ин тен сив ной аэра ции (см. табл.
2, ва ри ан ты 9 и 10) мож но от нес ти на счет ак тив -
нос ти НОК, сох ра нив шей ся в НД [4]. На ос но ва -
нии это го мож но сде лать вы вод, что в по пу ля ции
АД-1 тра ди ци он ная для лак то кок ков НОК-ак тив -
ность и ГЕМ НЭПС яв ля ют ся не за ви си мо дей с т ву -
ю щи ми сис те ма ми. Пер вая из них — кон с ти ту тив -
ная ок си да за, фун к ци о ни ру ю щая во всем ди а па зо -
не аэра ции с ак тив нос тью, за ви ся щей от ско рос ти
пос туп ле ния О2 в сре ду, а вто рая ак ти ви ру ет ся и
дей с т ву ет толь ко в ус ло ви ях ин тен сив ной аэра -
ции и мо жет быть по пу ля ци ей ут ра че на [4].

По лу ак тив ный дис со ци ант ПАД-15

Пре дель ный уро вень свер х син те за АЛ при
рос те ПАД на ТДЭС был не выше 15—16 мМ (см.
табл. 2, ва ри ант 11). Это го во рит о час тич ной ут ра те
ва ри ан том ак тив нос ти ГЕМ НЭПС. Сум мар ная
доля уг ле ро да глю ко зы в ко неч ных про дук тах при
рос те на ТДЭС была близ кой к 100 %, тог да как на
ТС (см. табл. 2, ва ри ант 12) она была ано маль но
низ кой, око ло 72 %. Этот факт яв ля ет ся до пол ни -
тель ным под т вер ж де ни ем при сут с т вия в КЖ не уч -
тен но го про дук та не из вес т ной при ро ды. Об ра ща -
ет на себя вни ма ние очень силь ное сни же ние про -
дук тив нос ти ПДГ-пу ти у ПАД-15, ко то рое было
выз ва но ис к лю че ни ем ДЭ из сре ды. Эта ве ли чи на
ока за лась в три раза ниже, чем и без того не вы со -
кая про дук тив ность у АД-1 в ана ло гич ных ус ло ви -
ях (см. табл. 2, срав ни ва ри ан ты 7 и 12 по аце та ту). 
Од на ко зна чи тель ное ко ли чес т во пи ру ва та, выс во бо -
див ше е ся в свя зи с сок ра ще ни ем про дук тив нос ти
ПДГ-пу ти, не уси ли ло син тез АЛ (АЛ С -путь сок ра -
тил про дук тив ность и был зак рыт для из бы точ но го 
пи ру ва та), а, ве ро ят но, тран с фор ми ро ва лось с об ра -
зо ва ни ем не и ден ти фи ци ро ван но го со е ди не ния.

Раз ли чия меж ду АД-1 и ПАД-15 наб лю да -
лись не толь ко на уров не пу тей пи ру ват но го об ме -
на, но и на фи зи о ло ги чес ком уров не, от чет ли во
про яв ля ясь при ис к лю че нии ДЭ из сре ды. На
ТДЭС кри вые рос та и пот реб ле ния глю ко зы у дис -
со ци ан тов были прак ти чес ки оди на ко вы ми (рис.
2, А). Оба ва ри ан та ха рак те ри зо ва лись бур ной ди -
на ми кой кон с т рук тив ных про цес сов. Зна че ния
удель ной ско рос ти рос та  были сход ны ми для
АД- 1 и ПАД- 15 и очень вы со ки ми, (со от вет с т вен -
но 0,73±0,07 и 0,83±0,07 ч –1). Ко рот кая лаг - фа за
сме ня лась лог - фа зой, про дол жав шей ся до 5 ч, пос -
ле чего обе по пу ля ции всту па ли в фазу ак тив но го
ли ней но го рос та вплоть до пол но го ис чер па ния
глю ко зы и пе ре хо да в ста ци о нар ную фазу. ДЭ выс -
ту пил как се лек тив ный фак тор, ис к лю че ние ко то -
ро го из сре ды раз де ли ло дис со ци ан ты по ско рос -
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ти ли ней но го рос та. Очень ко рот кая лог - фа за ( у
куль тур АД-1 и ПАД-15 были рав ны 0,58±0,05 и
0,61±0,08 ч–1, со от вет с т вен но) сме ня лась ли ней -
ным рос том с преж ней, как и на ТДЭС, ско рос тью
у ПАД и рез ко сни жен ной у АД (см. рис. 2, Б, кри -
вые 1 и 1). В ре зуль та те об щая  про дол жи тель -
ность рос та АД-1 рас тя ну лась до 14 ч, а пол ное ис -
чер па ние глю ко зы было дос тиг ну то в на ча ле ста -
ци о нар ной фазы, око ло 16 ч (см. рис. 2, Б, кри вая
1). Эти дан ные поз во ли ли объ яс нить кар ти ну син -
те за АЛ ге те ро ген ной куль ту рой 2103/74, наб лю -
дав шу ю ся на сре де ТС, ког да уро вень это го син те -
за не вы хо дил за пре де лы 16—18 мМ при всех про -
ве рен ных зна че ни ях рН 5,3—6,5, до ми ни ро ва ни -
ем в ге те ро ген ной по пу ля ции ва ри ан тов типа
ПАД-15 из - за их бо лее вы со кой ско рос ти рос та.

Тот факт, что раз ни ца в рос то вых ха рак те рис -
ти ках дис со ци ан тов ни как не от ра зи лась на ко неч -
ном уро жае би о мас сы (см. рис. 2, Б), поз во лил пред -
по ло жить, что при дис со ци а тив ных пе ре хо дах у
АД-1 в от ли чие от ПАД-15 воз ни ка ет ли ми ти ру ю -
щее рост «уз кое мес то» в сис те ме кон с т рук тив но го 
ме та бо лиз ма. Дело в том, что у МКБ са ха ра слу жат
толь ко ис точ ни ком энер гии, ско рость пот реб ле ния
ко то рых за ви сит ис к лю чи тель но от ин тен сив нос ти 
кон с т рук тив но го об ме на, пос т ро ен но го на ис поль -
зо ва нии АК [14,15]. Ина че го во ря, кон с т рук тив ный 
ме та бо лизм в МКБ поч ти не вклю ча ет в себя по ток

уг ле ро да глю ко зы и скла ды ва ет ся из по то ка уг ле ро -
да АК. По э то му рез кое сни же ние пот реб ле ния глю -
ко зы АД-1 (см. рис. 2, Б, кри вая 2) сви де тель с т ву ет
о по яв ле нии «уз ко го мес та» в сис те ме кон с т рук тив -
но го, а не энер ге ти чес ко го ме та бо лиз ма. Оче вид -
но, это про ис хо дит при ас си ми ля ции оли го пеп ти -
дов трип то на на уров не тран с пор та и (или) гид ро -
ли за оли го пеп ти дов до АК спе ци фи чес ки ми пеп ти -
да за ми [16,17], свя зан ны ми с кле точ ной мем б ра -
ной. В от ли чие от пеп то нов в сос та ве ДЭ доля сво -
бод ных АК очень вы со ка (до 50 %), а доля АК в свя -
зан ном виде (оли го пеп ти ды) — низ ка. В пеп то нах
все на о бо рот: АК со дер жат ся глав ным об ра зом в
свя зан ной фор ме, а со дер жа ние сво бод ных АК
край не мало [18]. Ис к лю че ние ДЭ из сре ды ста вит
куль ту ру в силь ную за ви си мость от при ро ды пеп то -
на, т.е. от на бо ра вхо дя щих в его сос тав оли го пеп ти -
дов и АК, а так же от доли той или иной АК в свя зан -
ной и в сво бод ной фор мах. Дис со ци а тив ный пе ре -
ход, как мож но пред по ла гать, из ме нив ший у АД-1
суб с т рат ную спе ци фич ность сис те мы тран с пор та
и/или гид ро ли за пеп ти дов, мо жет сде лать ка ку ю- то 
часть оли го пеп ти дов труд но дос туп ной как ис точ -
ник АК, тог да как лег ко ас си ми ли ру е мые оли го пеп -
ти ды мо гут ока зать ся бед ны ми по не ко то рым АК и  
тем са мым ог ра ни чить ско рость рос та, а зна чит, и
пот реб ность в энер гии и, сле до ва тель но, сни зить
ско рость пот реб ле ния глю ко зы.
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Рис. 2. Кри вые рос та и пот реб ле ния глю ко зы на сре де с трип то ном в при сут с т вии (А) и в от сут с т вие (Б) дрож же во го эк с -
трак та (рН сре ды 5,4): 1 и 1 — ОП диссоциантов АД-1 и ПАД-15, со от вет с т вен но; 2 и 2 — кон цен т ра ция глю ко зы в КЖ АД-1 и
ПАД-15, со от вет с т вен но 



Из ло жен ную точ ку зре ния под т вер дил под -
бор пеп то на, ус т ра нив ший «уз кое мес то». Та ким
суб с т ра том ока зал ся бак то пеп тон (рис. 3). На пол -
ной сре де (бак то пеп тон + ДЭ) АД-1 по ка зы вал вы -
со кие рос то вые ха рак те рис ти ки (см. рис. 3, А). При 
ис к лю че нии ДЭ они не из ме ни лись та ким дра ма -
ти чес ким об ра зом, как это слу чи лось при пе ре хо -
де от ТДЭС к ТС (см. рис. 2). Наб лю да лось (ти пич -
ное для ге те ро ген ной куль ту ры 2103/74) не ко то -
рое по ни же ние ха рак те рис тик про цес са: с ДЭ рост
и пот реб ле ние глю ко зы за вер ша лись к 7-му часу
при ОП би о мас сы 7,0 (см. рис. 3, А), а без ДЭ эти
про цес сы окан чи ва лись нес коль ко поз же, со от вет -
с т вен но к 8-му и 9-му часу при ОП 5,0 (см. рис. 3, Б).

При ро да пеп то нов и эф фект сверх син те за

Эк с пе ри мен ты с бак то пеп то ном по ка за ли,
что при ро да рос то во го суб с т ра та име ла прин ци пи -
аль ное зна че ние для про яв ле ния эф фек та свер х -
син те за АЛ. В от ли чие от ТДЭС/ТС на сре де с бак -
то пеп то ном этот эф фект не наб лю дал ся. На пол -
ной сре де (бак то пеп тон + ДЭ) син тез АЛ был хотя
и вы со ким (10—12 мМ), но не дос ти гал ниж ней
гра ни цы свер х син те за (15 мМ). Без ДЭ, судя по
СГ (очень вы со кая, око ло 0,9),  ак тив ность ГЕМ -
НЭПС не про яв ля лась и куль ту ра пе ре хо ди ла в ре -
жим го мо мо лоч но го бро же ния с мак си маль ной ак -
тив нос тью ЛДГ-пу ти и ми ни маль ной ми нор ных
пу тей (со дер жа ние аце та та 4 мМ, АЛ — 2,5 мМ).

Та ким об ра зом, из по лу чен ных дан ных мож -
но сде лать сле ду ю щие вы во ды. Куль ту ру 2103/74
мож но от нес ти к типу бак те рий с за мет ным уров -
нем ес тес т вен ной из мен чи вос ти. В по пу ля ции
при сут с т во ва ли по мень шей мере три типа дис со -
ци ан тов, раз ли ча ю щих ся по сте пе ни про яв ле ния
ак тив нос ти ГЕМ НЭПС: ак тив ный (АД-1), ут ра тив -
ший ГЕМ НЭПС не ак тив ный (НД) и ва ри ант с про -
ме жу точ ной ак тив нос тью (ПАД-15). Это об с то я -
тель с т во силь но ос лож ни ло про ве де ние ис с ле до -
ва ний, о чем сви де тель с т ву ют дан ные в табл. 1 и 2.
Для ге те ро ген ной по пу ля ции 2103/74 (см. табл. 1)
об щая кар ти на ме та бо лиз ма пи ру ва та была, оче вид -
но, ре зуль та том раз но го со от но ше ния дис со ци ан -
тов, скла ды ва ю ще го ся при том или ином зна че нии 
рН. По уров ню син те за АЛ мож но было су дить о
типе дис со ци ан та, до ми ни ро вав ше го в по пу ля ции:
от ак тив но го АД (АЛ=25 мМ, см. табл. 1, ва ри ант
6) до ут ра тив ше го ГЕМ НЭПС НД (АЛ = 4—5 мМ, 
см. табл. 1, ва ри ан ты 1 и 5). Тот факт, что при рН
6,5 свер х син тез АЛ не наб лю дал ся, го во рит о за ви -
си мос ти со от но ше ния дис со ци ан тов от рН, воз -
мож но, выз ван ной раз ли чи я ми в ско рос ти их рос -
та при раз ных зна че ни ях дан но го по ка за те ля. Хо -
ро шо из вес т но, что дис со ци ан ты раз ли ча ют ся по
ско рос ти рос та, и свя за но это, по- ви ди мо му, с осо -
бен нос тя ми стро е ния их кле точ ных обо ло чек [8].
Пред по ла га ют, что при дис со ци а тив ных пе ре хо -
дах пер вич ные фе но ти пи чес кие из ме не ния про ис -
хо дят в син те зе кле точ ных обо ло чек, обус лов ли ва ю -
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Рис. 3. Кри вые рос та и пот реб ле ния глю ко зы куль ту рой АД-1 на сре де с бак то пеп то ном в при сут с т вии (А) и в от сут с т -
вие (Б) дрож же во го эк с трак та (рН сре ды 5,4): 1 — ОП; 2 — глю ко за



щих в том чис ле из ме не ния в ско рос ти пос туп ле -
ния ве ществ в клет ку, а зна чит и ско рос ти рос та. В 
на шем слу чае, как уже го во ри лось выше, это про -
яв ля лось в том, что ва ри ант АД-1 в от ли чие от
ПАД-15 ско рее все го имел де фект в сис те ме тран с -
пор та и/или гид ро ли за оли го пеп ти дов, не мед лен -
но про яв ля ю щий ся в рез ком за мед ле нии рос та
при пе ре хо де на обед нен ную по сво бод ным АК
(без ДЭ) сре ду. Раз ли чия в те ку чес ти мем б ран
(раз ни ца дис со ци ан тов по ко ли чес т ву ли пи дов и
на сы щен нос ти вхо дя щих в их сос тав жир ных кис -
лот) мо гут силь но из ме нить ак тив ность ряда свя зан -
ных с ними фер мен тов [8]. В на шем слу чае это раз -
ная ак тив ность ГЕМ НЭПС у АД, ПАД и от сут с т -
вие ее у НД.

Ис поль зо ва ние го мо ген ной по пу ля ции АД-1 
поз во ли ло по лу чить объ ек тив ное пред с тав ле ние
о роли pH в яв ле нии свер х син те за. Об щую кар ти -
ну рас п ре де ле ния ме та бо ли чес ких по то ков оп ре -
де ля ла ак тив ность ГЕМ НЭПС при том или ином
зна че нии pH  и за ви ся щая от это го ско рость ЛДГ-
 ре ак ции. Тан дем сис тем ГЕМ НЭПС—ЛДГ, вза и -
мо дей с т ву ю щих меж ду со бой пос ред с т вом
NADH, — глав ное зве но, уп рав ля ю щее пе ре рас п -
ре де ле ни ем по то ков меж ду ЛДГ- и АЛ С -пу тя ми.
ПДГ-путь был ав то ном ным, ни как не свя зан ным с 
из ме не ни ем по то ков по ЛДГ- и АЛ С -вет вям. На и -
бо лее  наг ляд но это вид но из срав не ния ва ри ан тов 
1 и 4 по син те зу АЛ (см. табл. 2). При pH 5,3—6,5
(см. табл. 2, ва ри ан ты 2—4) ак тив ность ГЕМ -
НЭПС была, ви ди мо, нас толь ко вы со кой, что поз -
во ли ла ей взять на себя фун к цию глав но го ре гу ля -
то ра окис ли тель но- вос с та но ви тель но го ба лан са
NAD+/NADH и от вес ти ЛДГ-пу ти ми нор ную роль. 
В этой об лас ти pH по ток, ми нуя ПДГ-, сме щен к
АЛ С -пу ти. При pH 7,0 (см. табл. 2, ва ри ант 1), на о -
бо рот, наб лю да лась вы со кая СГ, свя зан ная, оче -
вид но, с низ кой ак тив нос тью ГЕМ НЭПС. В ре -
зуль та те по ток смес тил ся к ЛДГ-пу ти.

Ак тив ность АЛС в связ ке ЛДГ—АЛС уп рав -
ля лась, по всей ви ди мос ти, толь ко мощ нос тью по -
то ка пи ру ва та, т.е. чис то ки не ти чес ким фак то ром
— кон цен т ра ци ей суб с т ра та. Низ кое срод с т во к
суб с т ра ту (Km 50—70 мМ) и сиг мо ид ная фор ма
за ви си мос ти ско рос ти ре ак ции от кон цен т ра ции
пи ру ва та ис к лю ча ет кон ку рен цию за суб с т рат
меж ду АЛС и фер мен та ми ЛДГ и ПДГ [12,13].
АЛС ак тив но вклю ча ет ся толь ко на тех эта пах ме -
та бо лиз ма, ког да не об хо ди мо уда ле ние из бы точ -
ных кон цен т ра ций пи ру ва та в клет ке, в дан ном
слу чае в ус ло ви ях свер х син те за.

При пе ре хо де на сре ду ТС су щес т вен но важ -
ным ока за лось сок ра ще ние про дук тив нос ти ПДГ-
 пу ти и рас ши ре ние зоны дей с т вия ГЕМ НЭПС на

всю об ласть про ве рен ных pH от 5,3 до 7,0. Та кое
силь ное сни же ние ак тив нос ти ПДГ-пу ти при всех 
зна че ни ях pH, ско рее все го, мог ло быть выз ва но
умень ше ни ем дос туп но го пула ли по е вой кис ло ты 
(ко фак тор ПДГ-ком п лек са), ис точ ни ком ко то ро го
мо жет выс ту пать ДЭ [19].

Опы ты на сре де ТС по ка за ли, что в об лас ти
зна че ний pH 6,0—6,5 из - за ог ра ни чен ной про пус к -
ной спо соб нос ти ЛДГ- и АЛ С -пу тей воз ни ка ет
проб ле ма с ути ли за ци ей «лиш не го» пи ру ва та, воз -
ник ше го в свя зи с силь но сок ра тив шей ся про дук -
тив нос тью ПДГ-пу ти. Судя по по лу чен ным дан -
ным, что бы снять внут рик ле точ ное «нап ря же -
ние» из - за на коп ле ния пи ру ва та, ак ти ви ро вал ся
его ме та бо лизм по до пол ни тель но му пути с об ра -
зо ва ни ем не и ден ти фи ци ро ван но го со е ди не ния.
Здесь умес т но сос лать ся на опуб ли ко ван ные ра -
нее дан ные [3, 4] и от ме тить, что ба ланс по уг ле ро -
ду глю ко зы час то сос тав лял око ло 85%. Не дос та ю -
щие 15%, ви ди мо, мож но было бы от нес ти на счет 
об ра зо ва ния это го не и ден ти фи ци ро ван но го С4-сое -
динения.

По лу че но 3.06.15
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The Sta te Re se arch In s ti tu te for Ge ne tics and Se lec ti on of Mic ro -
or ga nisms (Gos NI I ge ne ti ka), 117545, Mos cow Rus sia
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A Role of  Po pu la  t i  on He te ro  ge ne i  ty
and pH Fac  tor in Na tu ra l - Ace to  lac  ta te  Su -
per syn t  he si s in  a Di a  ce  tyl  Pro du cer , Lac to -
coc cus lac  tis  ssp.  lac  t is bv.  di a ce  ty  lac t is
B2103/74

The ef fect of the po pu la ti on he te ro ge ne i ty and me di um
pH on the fo und out by us su per syn t he sis of -ace to lac ta te (AL)
by the L. lac tis bv. di a ce tyl lac tis B2103/74 cul tu re has been in -
ves ti ga ted. The na tu re of an en zy me sys tem that is res pon sib le for 
this ef fect due to lac ta te de hyd ro ge na se es sen ti al ly bloc king by
in ter cep ting up to 80% NADH from it and was in di ca ted as he -
min-in de pen dent elec t ron-tran s fer ring sys tem (HIETS) is un k -
nown. It was shown that the ef fect was dis gu i sed by the cul tu re
he te ro ge ne i ty which was the most pro no un ced at ne ig h bo ring to
ne ut ral pH va lu es 6.1—6.5. It was es tab lis hed that at le ast three
ty pes of dis so ci ants with dif fe rent HIETS and, con se qu en t ly, AL
le vels oc cur red in the po pu la ti on: ac ti ve dis so ci ant (AL ac cu mu -
la ti on up to 30 mM); inac ti ve dis so ci ant that lost HIETS ac ti vi ty
(AL con tent of no more than 3 mM); and dis so ci ant with mo de ra -
te ac ti vi ty (AL con tent 15—17 mM). It was de mon s t ra ted that
HIETS play ed a ma jor part in the who le py ru va te me ta bo lism at
va rio us pH and fi nal ly in the AL su per syn t he sis. For in s tan ce, at
pH =7.0, the ef fect of su per syn t he sis fa i led to be ob ser ved due to
the HIETS low ac ti vi ty, and the py ru va te me ta bo lism pro ce e ded
by the ho mo lac tic pat h way. Ho we ver, at pH 5.3—6.5, the HIETS
ac ti vi ty was so high that it per mit ted the sys tem to take over a fun -
c ti on of the ma jor re gu la tor of the re dox NAD+/NADH ba lan ce
le a ving the mi nor part to LDH. The pro duc ti vi ti es of LDH and
ace to lac ta te-syn t ha se pat h wa ys de pen ded on the HIETS ac ti vi ty
at va rio us pH va lu es, whe re as that of the py ru va te de hyd ro ge na se
pat h way was a stra ight fun c ti on of ex ter nal pH. The lat ter was rat -
her high in the clo se to ne ut ral pH area (6.0—6.5) and was sig ni fi -
can t ly lo wer in the ne ut ral (pH=6.0—6.5) and light-aci dic
(pH6.0) zo nes.

Key words: ace to in, -ace to lac ta te, di a ce tyl, dis so ci ants,
lac ti ca cid bac te ria.

38 Биотехнология, 2015, № 4

  КО ТО ВА и др.

                                         

Author for correspondence.


