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ИССЛЕДОВАНИЕ МЕМБРАНОТРОПНЫХ АУТОРЕГУЛЯТОРНЫХ
ФАКТОРОВ МЕТАНОКИСЛЯЮЩИХ БАКТЕРИЙ

Бабусенко Е.С., Эль-Регистан Г. И., Градова Н.Б.,
Козлова А. Н., Осипов Г. А.

Установлено, что метанокисляющие бактерии М. capsulatus в процессе
развития синтезируют и выделяют в культуральную жидкость внекле-
точные метаболиты - мембранотронные ауторегуляторные факторы di
и d2, синтез которых ранее был обнаружен у других групп микроорга-
низмов. Показано, что физиологическое действие фактора d2 обусловле-
но влиянием фракции свободных жирных кислот, содержащей в основ-
ном пальмитиновую и пальмитолеиновую кислоты. Одним из проявле-
нии действия специфического ауторегуляторного фактора di при повы-
шении его концентрации в культуре является переход вегетативных
клеток в гипометаболическое состояние. Активным началом фактора di
является лактон 3-дезоксипентоновой кислоты. Высказывается предпо-
ложение о практическом использовании химических аналогов ауторегу-
лягорных факторов (1, и <Ь.
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Возросшие экологические требования к безопасности технологий, при-
меняемых в народном хозяйстве, диктуют необходимость разработки но-
вых или повышение эффективности уже имеющихся технологических
решений при обязательном условии их экологической чистоты. Одной и»
наиболее интенсивно развивающихся отраслей в мировой хозяйственной
практике является биотехнология, которая в развитых странах приобре-
ла статус одного из приоритетных направлений. Признание ведущей роли
биотехнологии не случайно. С использованием биотехнологических процес-
•сов связывается интенсификация сельского хозяйства и производств,
-обеспечивающих непосредственные потребности человека. Кроме того,,
восстановление окружающей среды, подвергшейся антропогенным воз-
действиям, не только должно включать конкретные решения, основанные
на биотехнологических процессах, но и базироваться на фундаменталь-
ных знаниях превращения и кругооборота веществ, осуществляемых при
участии естественных биологических факторов. Особую роль при этом
отводят микроорганизмам, с деятельностью которых связаны циклы пре-
вращения элементов и использование которых во множественных про-
мышленных процессах может составить основу экологически безопасного-
получения необходимых продуктов. Поэтому фундаментальное значение
имеет выявление закономерностей жизнедеятельности микроорганизмов,,
общефизиологических основ микробного синтеза, исследование их тро-
фических связей, устойчивости и адаптации к факторам окружающей
среды.

В качестве одного из примеров, подчеркивающих необходимость глу-
бокого изучения закономерностей жизнедеятельности микроорганизмов,
приводятся исследования регуляции роста и развития метанокисляющих
бактерий. Известно широкое распространение метапокисляющих бактерий
в природных средах, их большая роль в превращениях углерода в при-
роде 11], участие в образовании сероводорода в пластовых водах нефтя-
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ных месторождений в результате трофических связей метанокисляющих
бактерий с сульфатвосстанавливающими [2]. В практике народного хо-
зяйства метанокисляющие бактерии рассматриваются как перспективный
объект для экологически чистого производства биомассы бактерий на при-
родном газе с целью ее использования в качестве кормовых добавок, для
выделения биологически активных компонентов из биомассы [3], для
использования в забойных шахтовых скважинах с целью снижения кон-
центрации метана в воздухе и уменьшения взрывоопасной ситуации [4],
в составе техногенных биоценозов, применяемых в различных биологиче-
ских методах повышения нефтеотдачи пластом [5]. Однако следует от-
метить, что, несмотря на достаточно широкое изучение физиологии бакте-
рий данной группы, закономерности развития изучены мало, что создает-
трудности при их получении в крупнотоннажных производствах. Извест-
но, что в неблагоприятных условиях некоторые метанотрофы образуют
покоящиеся формы: экзоспоры, липидные цисты, зрелые и незрелые-
цисты типа Azotobacter [6], для других метанотрофов покоящиеся
формы не известны. Не исследованы причины неконтролируемого измо-
нения метаболической активности в условиях периодического и хемостат-
ного культивирования метанокисляющих бактерий. Достаточно часто при
непрерывном культивировании М. capsulatus наблюдается нестабильность,
процесса, что сопровождается либо спонтанным увеличением в популяции:
клеток со сниженной метаболической активностью, либо процессами ля-
зиса культуры. Однако факторы, определяющие направленность процес-
сов в сторону перехода клеток в гипометаболическое (анабиотическое)
состояние или состояние клеточного автолиза, остаются невыясненными.

В современной теоретической микробиологии существует концепция,,
согласно которой развивающаяся микробная культура представляет со-
бой саморегулирующуюся систему, ее поведение определяется как воз-
действием внешних факторов, так и влиянием ауторегуляторных мета-
болитов, которые контролируют скорость и этапность развития куль-
туры [ 7].

В последние годы выяснение роли ауторегуляторных метаболитов ft
контроле физиологического состояния клеток микроорганизмов и развития
их культур является областью активных исследований. В наиболее обще>г
определении под ауторегуляторными факторами понимаются физиологи-
чески активные соединения различной химической природы, выделяемые^
микробной популяцией или ее частью в окружающую среду, не исполь-
зуемые в целях конструктивного и энергетического метаболизма и играю-
щие в клеточном сообществе сигнальную роль к изменению количествен-
ного (скорость роста) или качественного (цитодифференцировка) состоя-
ния микробной культуры [8]. Основной биологической функцией внекле-
точных ауторегуляторных метаболитов является обеспечение межклеточ-
ных взаимодействий, а также взаимодействий микроорганизмов со средой,
которые направлены на активный рост популяции и самосохранение вида.

Обширный материал, накопленный при изучении низкомолекулярных
ауторегуляторных метаболитов, синтезируемых организмами разных уров-
ней развития (про- и эвкариотани одно- и многоклеточными) позволил
выделить эту область знаний в отдельную науку — химическую экологию.

Нами [8, 9J обнаружены мембранотропные ауторегуляторные факто-
ры, принимающие участие в контроле структурного состояния и физиоло-
гической активности мембран и, таким образом, регулирующие метаболи-
ческую активность клетки, что выражается в изменении интенсивности
процессов клеточной пролиферации и/или дифференциации микробной
клетки. В соответствии с последней из перечисленных активностей они
были названы факторами d [8]. Показано, что микроорганизмы различных
таксономических групп в процессе развития их периодических или непре-
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Таблица 1

Изменение интенсивности эндогенного дыхания клеток под действием
фракций экстрацеллюлярных лнпндов М. eapsulatus

фрак-
ции

1
2
3
4
5

Фракция 50 мкл/мл

Диглицериды
Невдентифицированная
Жирные кислоты
Иеидентифицироваипая
Триглицериды

тех.

0,12
0,16
0,37
0,49
0,47

Скорость потребления
кислорода

контроль,
м· Μ О:/

/мин

0,93
0,90
0,96
0,97
0,92

опыт **

ΜΙ-Μ О 2/
/мин

0,«6
1,08
0,42
0,81
1,03

% к
контролю

92,5
120,0

43,8
83,5

112,0

ОП клеточ-
ной суспен-

зии (% к
контро-
лю) ***

88
92
55
97
88

* Идентификацию пятен на хроматограмме проводили по аналогии с моно-, ди-, тригли-
церидолеатами.

** Данные получены полярографическим методом; измерения проводили через 3 мин
после внесении препарата в измерительную ячейку.

· · * ОП — оптическая плотность клеточной суспензии, которую определяли через 3 ч после
внесения препаратов фракций в культуру.

рывных культур синтезируют и выделяют в окружающую (инкубацион-
ную) среду ауторегуляторные метаболиты — факторы dt и d2, различаю-
щиеся химической природой и физиологическим действием [91.

В настоящем обзоре приводится материал по выявлению специфиче-
ского ауторегуляторного механизма развития метанокисляющих бактерий
М. capsulatus, осуществляемого с помощью мембранотропных факторов
dt и d2, изучению их химической природы и биологического действия, что
имеет значение как для характеристики процессов роста и развития ме-
танокисляющих бактерий в природных популяциях, так и для обеспече-
ния стабильности и повышения продуктивности процессов их непрерыв-
ного культивирования.

В качестве биологических тестов при выделении и очистке факторов
d были приняты следующие: 1) изменение интенсивности дыхания ин-
тактных клеток и изолированных мембран (показатель мембранотропнога
действия); 2) изменение скорости роста пролиферирующей культуры
продуцента (интегральный показатель метаболической активности кле-
ток) ; 3) стимуляция прорастания покоящихся форм продуцента; 4) ин-
дукция автолиза клеток (биологическая активность фактора d 2); 5) ин-
дукция перехода вегетативных клеток в гипометаболическое или анабио-
тическое состояние (биологическая активность фактора di).

Выделение, очистка и идентификация факторов di и d2 основаны на
методах современной липидологии [ 10]: экстракции ауторегуляторов из
культуральной жидкости липофильными растворителями, распределении
их в системе растворителей в зависимости от степени полярности молекул,,
фракционном разделении на колонках и пластинах с адсорбентами при
использовании подобранных элюентов и систем растворителей, рехромато-
графии для препаративного выделения хроматографически гомогенных
фракций, газохроматографическом разделении для определения компо-
нентного состава и возможной идентификации [8, 11—13).

Мембранотропные ауторегуляторные факторы выделяли из отделенной
от клеток кульгуральной жидкости экстракцией к-бутанолом (2 :1) , ос-
таток, после отгонки растворителя, разделяли на две фракции с преиму-
щественной активностью фактора d, или фактора аг. После разделения
на колонке с силикагелем «сырого» препарата фактора d2 (хлороформно-
спиртовая фракция в бифазной системе хлороформ — метанол — вода в~
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соотношении 2 : 2 : 1 ) элюируемые хлороформом нейтральные липиды об-
ладали активностью фактора d2. При разделении активной фракции ме-
тодом препаративной ТСХ преимущественная активность была обнару-
жена во фракции свободных жирных кислот (СЖК) (табл. 1), о чем су-
дили по способности препарата как ингибировать дыхание мембран и
клеток, так и индуцировать автолиз последних. Фракция СЖК фактора
d2, так же как и «сырой» препарат этого ауторегулятора, в низких кон-

б

Рис. 1. Влияние фактора di (о) и аг (б) культуры М. capsulatus на эн-
догенное дыхание клеток продуцента в зависимости от концентрации
(с) ауторегулятора и физиологического состояния клеток экспонен-

циальной (1) и линейной (2) фаз роста [13]

центрациях стимулировала, а в высоких ингибировала дыхание клеток
продуцента. Степень ингибирования дыхания клеток и оксидазных ак-
тивностей изолированных мембран возрастала при увеличении концент-
рации вносимых СЖК, снижении рН инкубационной среды, уменьшении
количества биологического материала в измерительной ячейке, развива-
лась во времени, а также зависела от физиологического возраста куль-
туры (рис. 1, 2).

Газохроматографический анализ состава фракции СЖК (фактора d2),
выделенной из культуральной жидкости при стабильном процессе куль-

Рис. 2. Влияние фактора d2 куль-
туры М. capsulatus (20 мкг/мл) на
эндогенное дыхание клеток линей-
ной фазы роста, суспендированных
в 0,15 Μ фосфатно-цнтратном бу-

фере, в зависимости от рН

1

%го

4 7 рН

тивирования Μ .capsulatus в режиме хемостата, позволил определить нали-
чие широкого спектра жирных кислот: с четным и нечетным числом
атомов углерода от С12 до Ct8, насыщенными, моно-, ди-, три- и полине-
насыщенными кислотами (табл. 2) [14]. Основными являлись пальми-
тиновая и пальмитолеиновая кислоты, содержание которых достигало
36 и 25% соответственно, количество стеариновой кислоты — 6, олеино-
вой—8, линолевой — 6,5%. При биологическом тестировании коммерче-
ских препаратов индивидуальных жирных кислот, входящих в состав
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Таблица 2

Жиряокнсдотаый состав внеклеточных липидов культуры
М. capeulatua [14]

Кислоты

12:0
13:0
14:0
14:1
15:0
15:1
16:0
16:1
17:0
16:2
17:1
18:0
18:1
18:2
18:3
18:4

Содержание (%)
липидов в условиях

хемостата
Д "=0,21 ч-', <=41°С

0.63
1,07
1,45
2,32
2,70

Сл. *·
36,75
24,37

0,Э8
3,19
0,39
6,59
8,12
6,51
1,77
3,76

ΣΗβΗβο = 5 0 , 4 3

Содержание (%) ли-
пидов в условилх

лизиса

0,22
0,75
1,59
2,97
4,18

См. ·•*
29,21
15,71

См.*··
6,86

См. •··
4,54
6,73
8,87

15,51
2,82

ΣΗβΗ»ε=59,47

* Д — спорость протока, ч-1.
** Кислота обнаружена в следовых количествах (менее 0,01%).

*** Кислота не обнаружена.

Таблица S

Влияние жирных кислот на эндогенное дыхание клеток культуры
М. eapsulatua

Концентрация
кислоты, нМ/мл

20
200
400

Дыхание клеток (% к 100% в контроле через 3 мин
после внесения кислоты)

пальмитиновая

140
НО

85

пальмитолеино-
вая

150
5
5

стеариновая

120
115
120

олеиновая

160
5
5

фактора аг в доминирующих количествах, было установлено, что за фи-
зиологическое действие этого ауторегулятора ответственны ненасыщен-
ные жирные кислоты (табл. 3).

В модельных опытах по определению биологической активности ком-
понентов фактора d2 было показано, что олеиновая и пальмитолеиновая
кислоты вызывали активный лизис клеток культуры М. capsulatus ли-
нейной фазы роста. Так, в присутствии олеиновой кислоты, рассматри-
ваемой как химический аналог фактора d2, вносимой в суспензию клеток
в концентрации (4—70)10~2 мкг/мл, уже через 1 ч инкубирования на-
блюдался интенсивный лизис культуры (70%), который достигал прак-
тически 100% при увеличении времени инкубирования до 4 ч (об автоли-
зе клеток судили по падению оптической плотности клеточной суспензии
а также по количеству реализуемого из клеток в инкубационную среду
растворимого белка, уровень которого в данном случае составил 37%).
Это заключение согласуется с ранее полученными результатами изучения
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химической природы факторов аг бактерий Pseudbmonas carboxydoflava и
Bacillus cereus [11].

Механизм действия СЖК (фактора d2) на клетки основан на- их спо-
собности включаться в мембраны без участия ацилпереносящих белков
[15]. Показанная стимуляция дыхания клеток стареющих культур под
влиянием низких концентраций СЖК может объясняться способностью
ненасыщенных жирных кислот увеличивать жидкостиость мембранных
липидов, что ведет к повышению активности интегрированных в мембра-
нах ферментов электрон-транспортной цепи [16]. Стимуляция дыхания
под действием насыщеиных жирных кислот, вероятно, основана на их
способности разобщать дыхание и окислительное фосфорилирование [ 17].
Этот эффект выражен сильнее при закислении среды, когда СЖК пол-
ностью протонированы. Внесение высоких концентраций факторами (20—
80 мкг/мл) ИЛИ его активного начала — ненасыщенных жирных кислот,
в данном случае олеиновой и пальмитолеиновой (200 нМ/мл), в проли-
«рерирующую культуру бактерий, приводит к сверхкритическому повыше-
нию жидкостности мембран, что вызывает ингибирование дыхания клеток
и является побудительной причиной автолиза клеток. Этот вывод не про-
тиворечит имеющимся в литературе данным о дестабилизирующем мембра-
ны влиянии насыщенных жирных кислот [18].

Необходимо отметить, что избранная в качестве биологического теста
автолитическая деструкция микроорганизмов, вызванная влиянием высо-
ких концентраций фактора d2 или его химического аналога, является
случаем реакции клеток на экстремальное действие ауторегуляторов.
В процессе развития культур микроорганизмов изменение структуры и
функциональной активности мембран под действием физиологических
концентраций СЖК обеспечивает сбалансированность метаболических про-
цессов (катаболических и анаболических), играющих важную роль на
протяжении всего жизненного цикла микроорганизмов.

Таким образом, биологическая роль фактора d2 микроорганизмов,
в данном случае метанокисляющих бактерий, заключается в поддержа-
нии жидкостности клеточных мембранных липидов в пределах, обеспе-
чивающих оптимальные и необходимые липид-белковые взаимодействия,
посредством которых осуществляется контроль функциональной актив-
ности мембран. При предельно допустимой концентрации фактора аг в
культуре он вызывает дестабилизацию мембран, что индуцирует развитие
автолитических процессов.

Эти данные могут быть использованы для разработки приемов авто-
лиза клеток метанокисляющих бактерий с помощью фактора d2 или его
химического аналога с целью получения клеточного белка в растворен-
ном виде, что существенно повышает усвояемость и перевариваемость
микробной биомассы, используемой как кормовая белковая добавка в сба-
лансированных по белку кормах для сельскохозяйственных животных
и птицы.

Полученные результаты по определению химической структуры и био-
логической активности фактора d2 были использованы для анализа ма-
териалов по стабильности технологического процесса получения биомассы
метанотрофных бактерий в опытно-промышленных условиях. При выяс-
нении причин возникновения спонтанного автолиза хемостатной культу-
ры M.capsulatus мы исходили из следующего предположения. Возможно,
в рассматриваемых случаях происходило усиление синтеза внеклеточного
фактора ds и, следовательно, нарушение баланса активности факторов
d,/d2 в сторону последнего, что и явилось побудительной причиной раз-
вивающегося автолиза клеток. Сравнительный анализ уровня фактора
d2 в варианте стабильно растущей хемостатной культуры и культуры ав-
толизирующейся обнаружил, что в последнем случае наблюдалось су-
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Рис. 3. Подавление НАДН-оксидазной (1) и малатоксидазвой (2) активности изо-

лированных мембран Micrococcus lysodeikticus фактором аг [13]
Рис. 4. Влияние рН инкубационной среды (0,2 Μ фосфатно-цитратный буфер) на
ингибирование фактором dt эндогенного дыхания клеток М. capsulatus; ci0 - коли-

чество фактора di (мкг/мг), ингибирующее дыхание клеток на 50%

щественное увеличение как активности фактора d2 (стабильная культу-
ра—12,3 ед/л, автолизирующаяся — 19,6 ед/л), так и удельного содер-
жания ненасыщенных жирных кислот (табл. 1). Следует отметить, что·
увеличение общей суммы ненасыщенных жирных кислот в варианте ав-
толизирующейся культуры по сравнению со стабильно растущей не кор-
релирует с соответствующим возрастанием активности фактора d2. Однако
полученный факт объясним при учете данных о более сильном дестаби-
лизирующем мембраны действием полиненасыщенных жирных кислот но
сравнению с мононенасыщенными. Как следует из табл. 1, в варианте
автолизирующейся культуры появляются в существенном количестве Си-
полиненасыщенные кислоты. Таким образом, причиной нестабильности
производства биомассы М. capsulatus, связанной с автолизом клеток хе-
мостатной культуры, может быть повышение уровня активности фактора
d2. Исходя из этого возможная практическая рекомендация заключается
в необходимости создания сбалансированности уровней активностей фак-
торов di/d2, что может быть достигнуто искусственным внесением хими-
ческого аналога фактора d(.

Что же представляет собой ауторегуляторный фактор di Μ .capsulatus?
Как было показано выше, ауторегуляторные факторы df, обнаруженные
у некоторых бактерий [9], обладают мембранотропным действием, тестом
на которое является изменение эндогенного дыхания клеток и экзогенно
стимулируемого дыхания мембран. Биологическое действие факторов di
проявляется в их способности индуцировать переход вегетативных кло-
ток в анабиотическое состояние, тестом на которое является образование
под влиянием фактора di рефрактильных покоящихся форм микроорга-
низмов [19].

В процессе очистки фактора d, культуры М. capsulatus было установ-
лено, что искомым типом действия обладает ацетоновая фракция, полу-
ченная при разделении «сырого» препарата фактора d, (водно-спиртовая
фракция в бифазной системе хлороформ — метанол — вода в соотношении
2 : 2 : 1 ) на колонке с силикагелем. Дальнейшее разделение этой фракции
методом ТСХ в системе растворителей хлороформ — метанол — уксусная
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кислота — серный эфир (в соотношении 35 : 5 : 5 : 45) выявило, что актив-
ность фактора άΊ обнаруживалась во фракции с /?,=0,67. После рехрома-
тографии был получен хроматографически гомогенный препарат, индиви-
дуальность которого доказана хроматографией на пластинках «Silufol» ir
«Merck» в исходной системе, а также в системах хлороформ — ацетон — ме-
танол (12 :4 :1) и хлороформ — метанол (85:15). Хроматографически.
индивидуальная фракция фактора d, обладала всеми свойствами pauee
описанных ауторегуляторов этого типа. В концентрациях 7—40 мкг/мл
препарат ингибировал эндогенное дыхание клеток и стимулируемое НАДН,
малатом или сукцинатом дыхание изолированных мембран. Степень ин-
гибирования дыхания зависела от концентрации вносимого фактора, рН
среды и развивалась во времени (рис. 3, 4). Выделенная индивидуальная
фракция фактора d, культуры М. capsulatus не обладала видоспецифич-
ностью в отношении как других видов метанокисляющих бактерий, так и
бактерий других родов, но степень воздействия на клетки была различ-
ной. Специфическая биологическая активность фактора df культуры
М. capsulatus была аналогичной действию ауторегуляторов этого типа
ранее изученных бактерий [8, 9]. В дозах 20—80 мкг/мл фактор di инду-
цировал образование рефрактильных анабиотических форм М. capsulatus.
Как следует из принятого определения покоящихся форм микроорганиз-
мов, к таковым можно относить специализированные клетки, образование
которых является естественным событием в цикле развития микробных
культур [ 20]. Исходя из сказанного, были подобраны условия культиви-
рования Μ. capsulatus, предусматривающие возможное повышение син-
теза фактора d! в культуре, вследствие чего цикл ее развития завершался:
образованием рефрактильных форм, аналогичных тем, которые были по-
лучены при действии на клетки бактерий чистым препаратом фактора d t.
Рефрактильные формы М. capsulatus, как полученные при действии фак-
тора d,, так и образующиеся в естественном цикле развития этих бакте-
рий, обладали всеми характеристиками, свойственными покоящимся фор-
мам микроорганизмов: отсутствием экспериментально определяемой ме-
таболической активности, повышением степени их светопреломления
вследствие обезвоживания клеточного протопласта, длительным сохра-
нением жизнеспособности, характерными особенностями их ультраструк-
турной организации, отличными от вегетативных клеток.

Таким образом, анабиотические клетки, образование которых инду-
цируется действием фактора d,, можно отнести к цистоподобным ана-
биотическим формам, предназначенным для сохранения вида бактерий
в неблагоприятных для роста условиях.

Авторы высказывают предположение, что покоящиеся формы, описан-
ные для некоторых метанокисляющих бактерий, по-видимому, образуют-
ся при участии фактора d, этих бактерий, а отмеченные авторами публи-
каций [6, 21] различия в строении их оболочек или в степени рефрактиль-
ности, обусловлены условиями, определяющими активность этого ауто-
регулятора и его концентрацию. Полная аналогия в проявлении биоло-
гической активности фактора d, бактерий Μ .capsulatus и ранее описанных
факторов di бактерий P. carboxydoflava и В. cereus позволяет предполо-
жить и идентичность механизма их действия на структурную организа-
цию мембран [22, 23]. Механизм действия факторов d, на липидиый
бислой мембраны основан, по-видимому, на образовании сети межмоле-
кулярных водородных связей между функциональными группами моле-
кулы ауторегулятора и молекулами липидов, что приводит к иммобили-
зации липидного матрикса. Следствием структурной реорганизации мем-
браны (поликристаллизации) является изменение функциональной ак-
тивности интегрированных в них ферментов (в частностит ингибирование
ферментов электрон-транспортной цепи); изменение проницаемости мем-
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браиы для моновалентных ионов и связанное с этим обезвоживание клетки
(увеличение степени рефрактильности). Таким образом, факторы d, спо-

собны модифицировать структуру липидной фазы мембраны, увеличивая
ее микровязкость, в противоположность действию факторов d2, увеличи-
вающих жидкостность мембраны.

Наконец, следует еще раз отметить, что регуляторная функция фак-
торов di и d2 микроорганизмов зависит не только от их концентрации в
развивающейся культуре, но и от внешних условий культивирования,
в частности от рН и ионного состава среды роста. В этой связи их можно
рассматривать как медиаторы передачи внешнего сигнала в клетку.

Описав биологическое действие фактора di культуры М. capsulatus,
вернемся к вопросу об идентификации его химической структуры. Опре-
деление структуры факторов dt основано на данных спектрального, масс-
спектрометрического анализов и спектров протонного магнитного резо-
нанса. Ранее показано [12], что по химической природе факторы d, бак-
терий P. carboxydoflava и В. cereus относятся к алкилоксибеизолам, ко-
торые присутствуют в культурах бактерий в виде смеси изомеров или
гомологов, различающихся положением гидроксилов в кольце и конфигу-
рацией алкилыюго радикала.

Хромато-масс-спектрометрическим анализом, проводимым в режимах,
указанных в работе [11], показано, что в состав активного начала фактора
d( культуры М. capsulatus входят два вещества. Машинная идентифика-
ция этих веществ по библиотекам Wiley и NBS не удается. По времени
удерживания эти вещества находятся в области линейных С10-жирны\
кислот, Сб-полифункциональных кислот или дезоксипентоз. Масс-фраг-
ментациогшый анализ выявил, что в спектрах обоих соединений имеются
общие ионы, характерные для карбоновых кислот (ионы 117, 129, 135,
145) и гидроксильной группы — (спиртовой) (ион 103). Это свидетельст-
вует о том, что данные вещества являются родственными — изомерами
или молекулами, имеющими небольшие структурные различия. Строение
исследуемых молекул до иона 261 совпадает. На основании каталога ма-
шинного поиска по деталям фрагментации молекул (под действием элект-
ронного удара 70 эВ) можно предположить строение молекул, объясня-
ющее данные масс-спектрометрии этих соединений

117 245 231

(тмс) но->ч:н;-2-сн2—о—сщ~^о==^и-2^-соон (тмс)

ЮЗ 216 6 н Ш

Μ = 378 (ТМС).

Наиболее близкая версия, предложенная ЭВМ при идентификации — это
лактоны пептоновых кислот [24]. Они имеют многие из ионов, содержа-
щихся в спиртах определяемых веществ, а именно: 103, 117, 129, 131, 133,
147, 217, 245, 235. Наиболее близким к исследуемым веществам является
лактон 3-дезоксипентоновой кислоты (М=378, триметилсилильные про-
изводные) .

(ТМС) НО—СИ,

сн2—он "(тмс)
Μ = 378 (ТМС)
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Химическая структура факторов d b выделенных из культур P. carbo-
xydoflava (А), В. cereus (Б) имеет следующий вид [12]:

ОН ОН

V (Л)
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он

Μ =

он
Μ = 520
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1 125>ν

[

210

он

СИ \

/
154
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167 СН,

(Б)

Таким образом, проведенные исследования показали, что химическая
природа фактора d, культуры И. capsulatus, индуцирующего образование
апабиотических форм продуцента, отличается от таковой, ранее установ-
ленной для факторов dt бактерий P. carboxydoflava я В. cereus. Сам факт
обнаружения различий в химической структуре соединений, обладающих
однотипным биологическим действием, очень интересен. Работы по окон-
чательной идентификации химической структуры фактора d, культуры
М. capsulatus, а также определение природы факторов d\ других микро-
организмов представляются вам весьма значимыми. Во-первых, эти дан-
ные могут дать представление о том, какая общая структура или функ-
циональные группы несут ответственность за биологическую активность,
связанную с процессами поликристаллизации мембран, изменения их
функциональной активности и обезвоживания клеток при развитии ана-
биотического состояния. Во-вторых, расширение знаний о структурах со-
единений, обладающих изучаемым типом действия, необходимо для воз-
можного подбора дешевых и доступных химических аналогов в целях их
практического применения для разработки технологий, связанных с ис-
пользованием стабилизированных клеток для создания бактериальных
препаратов различного назначения.

В заключение следует еще раз подчеркнуть, что изложенный материал
является лишь частным примером в обширной области биологических зна-
ний о природе и действии низкомолекулярных метаболитов, функцией ко-
торых является контроль за изменением качественного состояния организ-
ма, физиологической активностью клеток и их взаимодействиями между
собой и окружающей средой. Надо отметить необходимость изучения био-
логической активности ауторегуляторов в строгой зависимости от измене-
ния внешних условий окружающей среды, в данном случае условий куль-
тивирования микроорганизмов. Сочетание в одной системе наших пред-
ставлений о роли внешних и эндогенных (ауторегуляторных) факторов
в процессах клеточной пролиферации (рост культуры) и цитодифферен-
цировки будет способствовать фундаментальному познанию закономер-
ностей жизнедеятельности микроорганизмов в среде их обитания. Помимо
этого прогресс в области исследований механизмов регуляции роста и раз-
вития микроорганизмов может составить основу теории управляемого
культивирования и помочь в решении конкретных задач биотехнологии.
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