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СРАВНИТЕЛЬНАЯ КИНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РОСТА ШТАММОВ 
ARTHROBACTER SULFONIVORANS И СИНТЕЗА  

ВНЕКЛЕТОЧНОЙ БЕТА-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ

Аннотация. Представлены данные, характеризующие рост исходного БИМ В-2242 и адаптированного к лактозе 
БИМ В-499-Д штаммов бактерий Arthrobacter sulfonivorans и синтеза ими внеклеточной бета-галактозидазы. 
Установлено, что адаптированный штамм характеризуется более короткой, чем исходный штамм, лаг-фазой, раньше 
достигает максимальной удельной скорости роста (μmax = 0,316–0,319 ч–1) и стационарной фазы развития. Синтез вне-
клеточного фермента у обоих штаммов протекает в экспоненциальной фазе роста и достигает одинаковой макси-
мальной удельной скорости (εmax = 0,247–0,250 ед · мг–1 · ч–1) со сдвигом, составляющим 6 ч. При этом штамм БИМ 
В-499-Д по уровню синтеза фермента в 1,6 раза превосходит штамм БИМ В-2242 при меньшей в 1,3 раза длительно-
сти процесса. Кинетические параметры роста (tµmax = 6–9 ч) исследуемых штаммов и образования ими бета-галакто-
зидазы (tεmax = 18–24 ч) указывают на разобщенность процессов во времени не менее чем на 12–15 ч. 
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Abstract. The data are presented on kinetic correlations of the growth of parent and lactose-adapted strains of bacteria 
Arthrobacter sulfonivorans and the production of extracellular beta-galactosidase. It was found that the adapted strain 
BIM B-499-D was distinguished by a shorter lag phase than the parent strain BIM B-2242 by a reduced period of reaching  
a maximum specific growth rate (μmax = 0.316–0.319 h–1) and a stationary phase of culture. Synthesis of extracellular enzyme 
in both strains occurred during the exponential growth phase and attained a peak specific rate (εmax = 0.247–0.250 U · mg–1 · h–1) 
with a 6 h time interval. BIM B-499-D exceeds BIM B-22421.6 times in the level of enzyme biosynthesis and in the duration 
of the process – 1.3 times. The kinetic parameters of growth (tµmax = 6–9 h) and beta-galactosidase production (tεmax = 18–
24 h) established for the examined strains indicate the disconnection of processes in time at least by 12–15 h.
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Введение. Бета-галактозидаза (лактаза, β-галактозид-галактогидролаза, КФ 3.2.1.23) катали-
зирует реакции трансгалактозилирования и гидролиза β-галактозидов, включая лактозу, в ре-
зультате чего в первом случае образуются галактоолигосахариды, во втором – свободные моно-
сахариды. Фермент востребован в пищевой, фармацевтической индустрии, медицинской диа-
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гностике, в сенсорных и природоохранных технологиях, кормопроизводстве, что обусловливает 
непреходящий интерес исследователей к данному биокатализатору [1; 2].

Образование бета-галактозидазы широко распространено у микроорганизмов различной 
таксономической принадлежности [1], в том числе у представителей рода Arthrobacter [3]. Ранее 
в качестве высокоактивного продуцента фермента был отобран коллекционный штамм Arthro-
bacter sp. БИМ В-2242, который идентифицирован как A. sulfonivorans [4]. Методом его много-
ступенчатой адаптивной селекции к лактозе получен новый штамм БИМ В-499-Д, на его основе 
разработан способ получения бета-галактозидазы. 

Цель работы – исследование кинетических закономерностей роста исходного и адаптирован-
ного к лактозе штаммов бактерий A. sulfonivorans и синтеза ими бета-галактозидазы. 

Материалы и методы исследования. Объектами исследования являлись штаммы БИМ В-2242 
(исходный) и БИМ В-499-Д (адаптированный) бактерий Arthrobacter sulfonivorans, хранящиеся  
в Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов Института микробиологии НАН 
Беларуси.

В лабораторных условиях бактериальные культуры поддерживали при 4–6 °С методом пери-
одических пересевов на пептонно-дрожжевой агар, содержащий (в %): лактозу – 10,0; пептон – 
1,0; дрожжевой экстракт – 0,5; K2HPO4 – 0,3; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,1; агар-агар – 2,0; рН 6,8. 

Питательная среда для глубинного выращивания бактерий включала (в %): пептон – 1,0; 
дрожжевой экстракт – 0,5; K2HP4 – 0,3; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,1; исходный рН – 6,8. Источником угле-
водного питания и индуктора синтеза бета-галактозидазы служила лактоза в количестве 1,5 % 
по весу. 

В качестве инокулюма использовали суспензию клеток бактерий (3 об. %, ОП540 = 0,2 ± 0,01), 
выращенных в жидкой среде вышеприведенного состава при 28–30 °С в течение 24 ч.

Глубинное культивирование бактерий проводили в ферментере LiFlus 100L (Южная Корея) 
объемом 100 л (коэффициент заполнения – 0,5, аэрация – 1 л · л–1 · мин–1, скорость перемешива-
ния – 200 об. мешалки · мин–1) при температуре 28–30 °С в течение 60 ч. Отбор проб проводили  
с периодичностью 1–3 ч.

Биомассу бактерий отделяли центрифугированием (10 °С, 15000g, 20 мин) с использованием 
центрифуги Sigma 3-18K (Sigma, Германия), трижды промывали 0,9 %-ным хлористым натрием, 
дистиллированной водой, 0,2 М Na-фосфатным буфером (рН 7,0) и дезинтегрировали. Для этого 
суспендированные в 0,2 М Na-фосфатном буфере (рН 7,0) клетки бактерий (ОП540 = 0,6 ± 0,01) 
подвергали ультразвуковой обработке на диспергаторе УЗДН-2Т (ООО «НПП «Укрросприбор», 
Украина) в течение 2 мин (8 экспозиций по 15 с) при частоте излучения 22 кГц в ледяной бане, 
после чего перемешивали в течение 1 ч и центрифугировали (10 °С, 15000g, 20 мин).

В бесклеточных супернатантах культуральных жидкостей и гомогенатах клеток определяли 
активность бета-галактозидазы согласно [5]. За единицу активности принимали количество фер-
мента, которое в условиях проведения реакции (40 °С, рН 7,0) за 1 мин катализирует образование 
1 мкмоля о-нитрофенола из о-нитрофенил-β-D-галактозида. Активность фермента выражали  
в условных единицах в расчете на 1 мл культуральной жидкости (ед · мл–1) или на 1 мг белка 
(удельная активность, ед · мг–1).

Величину накопления биомассы определяли из предварительно построенного графика, от-
ражающего зависимость сухого веса бактерий от оптической плотности суспензии клеток 
(ОП540), и выражали в мг сухой массы в 1 мл культуральной жидкости (мг · мл–1). 

Удельные скорости роста (μ, ч–1) и синтеза бета-галактозидазы (ε, ед · мг–1 · ч–1) вычисляли по 
формулам

 μ = dxdt–1x–1;  ε = dEdt–1x–1,

где х – биомасса (мг · мл–1); dx – прирост биомассы (мг · мл–1) за единицу времени dt (ч);  
Е – активность фермента (ед · мл–1); dЕ – прирост активности (ед · мл–1) за единицу времени dt 
(ч–1) [6].

Количество белка определяли согласно [8], величину рН – потенциометрически.
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Приведенные результаты представляют собой среднее значение данных 2–3 опытов, выпол-
ненных в трех повторностях. При статистической обработке результатов с использованием ком-
пьютерной программы из пакета Microsoft Office рассчитывали доверительный интервал сред-
него арифметического для уровня вероятности 0,05. Разность двух средних величин признава-
лась достоверной при отсутствии перекрывания их доверительных интервалов. 

Результаты и их обсуждение. Известно, что эукариоты продуцируют как вне-, так и внутри-
клеточные бета-галактозидазы, тогда как прокариоты – преимущественно внутриклеточные [1]. 
Имеются, однако, единичные сообщения о секретируемых формах бета-галактозидазы у некото-
рых бактерий. Например, следовая (0,0036–0,1173 ед/мл) активность фермента, экспортируемого 
за пределы цитоплазматической мембраны (в периплазматическое пространство), выявляется  
у Flavobacterium sp. в поздней экспоненциальной фазе роста [9], а также у Bifidobacterium 
adolescentis MB 239 при переходе в стационарную фазу роста [10]. Относительно высокая бета-
галактозидазная активность (5–19 ед/мл или 1,2 ед/мг белка) обнаруживается в бесклеточном 
фильтрате 12-суточной глубинной культуры Bacillus sp. MTCC 3088 [11]. Во всех упомянутых 
выше случаях фермент рассматривается как экстрацеллюлярный, хотя его появление в культу-
ральной жидкости обнаруживается только после завершения роста бактерий, сопряженного  
с началом автолитического разрушения их клеток.

На внеклеточную локализацию бета-галактозидазы у исследуемых нами штаммов бактерий 
A. sulfonivorans БИМ В-2242 (исходный) и БИМ В-499-Д (адаптированный) указывают данные, 
отражающие динамику роста культур и синтеза фермента в среде с лактозой в качестве един-
ственного источника углеводного питания. Как видно из представленных графиков (рисунок), 
рост адаптированного к лактозе штамма характеризуется на 2–3 ч более короткой, чем у исход-
ного штамма, лаг-фазой и более быстрым (на 12 ч, с 51 до 39 ч) наступлением стационарной фазы 
развития. Максимальный уровень накопления биомассы штаммами A. sulfonivorans БИМ В-2242 
(15,53–15,77 мг/мл) и БИМ В-499-Д (21,05–21,51 мг/мл) отмечается на 51 и 39 ч их роста, соответ-
ственно. В эти сроки наблюдается и максимум продукции бета-галактозидазы, активность кото-
рой в бесклеточном фильтрате культуральной жидкости обоих штаммов регистрируется, начи-
ная с 3–6 ч от начала их культивирования. Таким образом, адаптированный к лактозе штамм 

Рост A. sulfonivorans БИМ В-2242 (а) и A. sulfonivorans БИМ В-499-Д (b) и синтез внеклеточной бета-галактозидазы:  
1 – биомасса, мг · мл–1; 2 – удельная скорость роста, ч–1; 3 – активность бета-галактозидазы, ед · мл–1; 4 – удельная 

скорость синтеза бета-галактозидазы, ед · мг–1 · ч–1

A. sulfonivorans БИМ В-2242 (а) и A. sulfonivorans БИМ В-499-Д (b) growth and extracellular beta-galactosidase synthesis: 
1 – biomass, mg · ml–1; 2 – specific growth rate, h–1; 3 – beta-galactosidase activity, U · ml–1; 4 – specific rate of beta-

galactosidase synthesis, U · mg–1 · h–1
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БИМ В-499-Д обладает в 1,6 раза более высоким, чем исходный штамм БИМ В-2242, уровнем 
продукции фермента (48,0–48,22 ед/мл против 29,5–31,1 ед/мл) при меньшей в 1,3 раз длитель-
ности процесса.

Свидетельством того, что A. sulfonivorans БИМ В-2242 и БИМ В-499-Д продуцируют секре-
тируемую бета-галактозидазу, являются также результаты оценки вне- и внутриклеточной ак-
тивности фермента (таблица). Согласно полученным данным, активность бета-галактозидазы  
в клетках обеих культур постепенно повышается в течение первых 9–24 ч роста и далее остается 
на постоянном уровне, не превышающем 0,18–0,21 ед/мг белка. В то же время уровень накопле-
ния фермента, который обнаруживается в фильтрате культуральной жидкости у исходного 
штамма на 6 ч и у адаптированного к лактозе на 3 ч роста, увеличивается постоянно и достигает 
к концу ферментации величины соответственно 75,95–76,48 и 117,61–120,53 ед/мг белка. Таким 
образом, активность внеклеточной бета-галактозидазы у штаммов A. sulfonivorans БИМ В-2242  
и БИМ В-499-Д соответственно в 403 и 574 раза выше, чем активность внутриклеточной, что 
бесспорно указывает на внеклеточную локализацию ферментного белка.

Сравнительная характеристика активности внеклеточной и клеточносвязанной бета-галактозидазы  
в динамике роста A. sulfonivorans БИМ В-2242 и A. sulfonivorans БИМ В-499-Д

Comparative characteristics of extracellular and cell-bound beta-galactosidase activity of A. sulfonivorans 
BIM В-2242 и A. sulfonivorans BIM В-499-D in growth dynamics

Штамм
Strain

Длительность культивирования, ч
Time of cultivation, h

Бета-галактозидаза, ед · мг–1 белка
Beta-galactosidase, U · mg–1 of protein

внеклеточная
extracellular

клеточносвязанная  
cell-bound

БИМ В-2242

3 0 0
6 0,01 0,01
9 0,96 0,03
12 3,16 0,05
24 42,26 0,12
48 75,95 0,19
60 76,48 0,19

БИМ В-499-Д

3 0,05 0,01
6 2,71 0,04
9 15,36 0,06
12 40,12 0,09
24 97,49 0,14
48 120,53 0,21
60 117,61 0,22

Анализ кинетических параметров, связывающих изменение активности ферментсинтезиру-
ющей системы с ее стабильностью и с удельной скоростью роста микроорганизмов [6], представ-
ляется целесообразным при выборе оптимальных условий ведения ферментационных процес-
сов. Исследование синтеза вторичных метаболитов, в том числе ферментов, в динамике роста 
микробных культур позволило установить, что для многих из них характерен двухфазный про-
цесс обмена веществ. В [12] обобщены данные, касающиеся разобщенности во времени (от 20  
до 30 ч, в зависимости от источника углерода) процессов роста грибов Aspergillus alliaceus  
и Penicillium digitatum и образования ими внеклеточных пектингидролаз. Замедление в послед-
нем случае скорости роста, обусловленное снижением температуры культивирования микроми-
цета, ведет к возрастанию в 2–5 раз удельной скорости синтеза ферментов за счет увеличения 
стабильности мРНК. Концентрация специфических мРНК является также фактором, лими-
тирующим скорость синтеза альфа-амилазы, карбоксиметилцеллюлазы и полигалактурона-
зы у Aspergillus niger, карбоксиметилцеллюлазы – у Penicillium variabile. Обратной зависи-
мостью от скорости роста характеризуется синтез целлюлазы у Trichoderma lignorum, альфа-
амилазы, протеазы и рибонуклеазы – у Bacillus amyloliquefaciens, и эти процессы также 
разобщены во времени. 
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Сходная картина наблюдается и в случае бактерий A. sulfonivorans. Установлено, что дости-
жение максимальной удельной скорости роста – μmax = 0,316–0,319 ч–1 у адаптированного к лакто-
зе штамма БИМ В-499-Д имеет место на 3 ч раньше, чем у исходного штамма БИМ В-2242 (ри- 
сунок). Синтез бета-галактозидазы у обоих штаммов активно протекает в экспоненциальной 
фазе роста и достигает у них одинаковой максимальной удельной скорости (εmax = 0,247–
0,250 ед ∙ мг–1 ∙ ч–1) с разрывом, составляющим 6 ч. 

Выявленные кинетические параметры роста A. sulfonivorans БИМ В-2242 и БИМ В-499-Д  
и образования ими фермента свидетельствуют о разобщенности процессов во времени не менее 
чем на 12–15 ч (tµmax = 6–9 ч и tεmax = 18–24 ч), что характерно для экстрацеллюлярных продуктов 
вторичного метаболизма. Так, максимумы удельных скоростей роста родительского и адаптиро-
ванного к пероксиду водорода гриба Penicillium piceum и синтеза внеклеточной каталазы расхо-
дились между собой во времени, как и в случае A. sulfonivorans, на 15 ч [13]. Разобщение процес-
сов роста исходного и мутантного штаммов Penicillium funiculosum и синтеза внеклеточной глю-
козооксидазы достигало 26 ч [14], а роста дрожжей Saccharomyces pastorianus в среде с этанолом 
и продукции полигалактуроназы – 48 ч [15].

Заключение. Определены кинетические параметры роста исходного БИМ В-2242 и адапти-
рованного к лактозе БИМ В-499-Д штаммов A. sulfonivorans и синтеза бета-галактозидазы, ука-
зывающие на двухфазность анализируемых процессов. Полученные результаты отражают об-
щие закономерности, характерные для синтеза микроорганизмами вторичных метаболитов вне-
клеточной локализации. Дальнейшее исследование образования бета-галактозидазы в условиях, 
лимитирующих и/или стимулирующих рост, позволит регулировать процесс с целью повыше-
ния продуктивности адаптированного к лактозе штамма A. sulfonivorans БИМ В-499-Д.
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