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В настоящее время из бактероидов Rliizobium japonicum f1, :) и Rliizo- 
bium lupini (3_6) выделен фермент нитрогеназа, катализирующий реакцию 
восстановления N2 и Nil. в анаэробных условиях, в присутствии АТФ и 
АТФ-генерирующей системы, Mg2+ и донора электронов в виде восстанов­
ленного водородом раствора дитионита. Как показали проведенные нами 
опыты, нитрогеназа из бактероидов люпина, так же как и гитрогеназа из 
бактероидов сои (2), быстро теряет активность после ее выделения и очист­
ки, особенно в присутствии даже незначительного количества кислорода (7). 
При необходимости иммобилизации лабильных ферментов, требующих для 
проявления активности нескольких кофакторов, применяют метод иммоби­
лизации не фермента, а содержащих его интактных бактериальных клеток. 
Предварительные опыты показали, что бактероиды Rh. lupini обладают вы­
сокой азотфиксирующей активностью, значительно более стабильной, чем 
выделенный фермент.

Целью настоящей работы явилась попытка включить в полиакриламид­
ный гель иптактные бактероиды Rh. lupini, свежевыделенные из клубень­
ков, а также быстро замороженные в жидком азоте бактероиды, хранив­
шиеся при —20° в течение нескольких месяцев. В задачи работы входила 
проверка влияния условий иммобилизации на интенсивность азотфикси­
рующей активности бактероидов и длительность ее сохранения в получен­
ных гранулах геля.

В качестве опытного материала были использованы бактероиды клубень­
ков люпина, выращенного из семян, циркулированных эффективным штам­
мом Rh. lupini 359а. Разрушение клубеньков проводили под струей аргона 
в гомогенизаторе при 8000 об/мин. в течение 1 мин. Гомогенат отжимали 
через плотную ткань. После центрифугирования при 5000 g под аргоном 
получали осадок, состоящий из бактероидов. Азотфиксирующую активность 
бактероидов определяли ацетиленовым методом, заменяя природный суб­
страт — молекулярный азот ацетиленом. Метод весьма удобен и широко 
используется для определения азотфиксирующеп активности целых клу­
беньков, бактероидов и нитрогеназы. Количество образующегося этилена 
определяли газохроматографическим методом па хроматографе «Хром-31». 
Разделение этилена и ацетилена проводили на колонке (3X2000 мм) из 
нержавеющей стали, наполненной порапаком N. Время удерживания этиле­
на 1,8 мин., ацетилена 2,4 мин. при температуре обогрева колонки 90°, дав­
лении 1 атм; объем вводимой пробы 1 мл. В качестве реакционных сосудов 
использовали пенициллиновые флакопы объемом 14 мл, которые вставляли 
в специальный герметичный блок (7). В промытые аргопом сосудики вно­
сили 2 мл гранул геля с иммобилизованными бактероидами или 1 мл сус­
пензии бактероидов. Гранулы и бактероиды суспендировали в растворе, со­
держащем сукцинат натрия, растворенный в 0,1 М калийфосфатном буфере 
pH 7,0. На 100 мг бактероидов добавляли 100 мкмол. сукцината. Газовая 
фаза сосудиков содержала 94% аргона и 6% кислорода. Реакцию начинали 
внесением при помощи шприца 1 мл ацетилена.
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Прежде чем осуществить иммобилизацию бактероидов в полиакриламид­
ном геле нами были поставлены предварительные контрольные опыты. По­
скольку в процессе формирования полиактиламидного геля бактероиды на­
ходятся в соприкосновении с отдельными его компонентами, важно было 
установить их влияние на азотфиксирующую активность бактероидов, с 
целью разработки режима полимеризации геля. В этих опытах в герметич­
ные опытные сосудики, содержащие суспензию бактероидов добавляли от­
дельные компоненты полимеризационной системы, а затем вводили ацети­
лен. Количество образующегося этилена определяли через 20 мин. и затем 
через 18 час.

Таблица 1

Влияние ТЕМЕД, ПА, A-J-MBA на азотфиксирующую активность 
неиммобилизованпых бактероидов *

Варианты опытов

20 мин. инкубации 18 час. инкубации

СД14 
па пробу, 
нмоли

С2Н4
на 100 мг 

бактероидов, 
нмоли

СД14 
на пробу, 

нмоли

CJI.
на 100 мг 

бактероидов, 
нмоли

Суспензия бактероидов 3,1 1.5 8.06 4.03
Суспензия бактеропдов+ТЕМЕД4-ПА — — 0,78 U.
Суспензия бактеропдов-гА+МБА — — 1,69 0,84

* В опытах использованы свежевыделенные бактероиды с невысокой активностью (конец 
периода вегетации люпина).

Азотфиксирующая активность бактероидов Rh. lupini, иммобилизованных
в полиаркяламидиом геле *

Таблица 2

Варианты опытов
сан4 

на пробу, 
нмоли

С2Н4 на 100 мг 
бактероидов, 

нмоли

Суспензия бактероидов 236,5 1-10. 1
Гранулы геля с иммобилизованными бактероидами 6,2 32,6
Суспензия бактероидов+грапулы геля без бактероидов 188,1 110.6
Гранулы геля без бактероидов 0 0
Гранулы геля с иммобилизованными бактероидами 0 0

* В опыте использованы бактероиды, хранившиеся в замороженном состоянии. Бактерои­
ды выделены из клубеньков люпина в стадии бутонизации растений.

Из приведенных в табл. 1 данных можно видеть, что ТЕМЕД+ПА, а 
также А.+МБА вызывают ингибирование азотфиксирующей активности 
бактероидов. В связи с этим нами был использован быстрый метод полиме­
ризации геля, обеспечивающий минимально короткий срок соприкоснове­
ния бактероидов с отдельными компонентами системы.

Для иммобилизации бактероидов применяли систему, состоящую пз 
а: • яламида и сшивающего агента КДД-метиленбисакрпламида (МБА) в 
соотношении 82 : 18. Катализаторами служили К^Х'Ц'-тетраметплэтнлон- 
диамин (ТЕМЕД) и персульфат аммония (ПА). Акриламид (А) п МБА 
фирмы Роанал (Венгрия) перекристаллизовывали соответственно из хло­
роформа и ацетона.

В сосуд для полимеризации вносили И мл водного раствора МБА и ак­
риламида в количестве 0,36 и 1,64 г. К раствору добавляли суспензию из 
J Д г сырой биомассы свежеприготовленных или размороженных бактерои­
дов к о мл сукцината натрия. К полученной смеси добавляли 2 капли 
ТЕМЕД (50,0% раствор) и 10 мг персульфата аммония в 2 мл воды. Общий 



объем смеси составлял 20 мл. Полимеризацию проводили при 24—26° в те­
чение 2—5 мин. Полученный 10,0 % полиакриламидный гель был молочного 
цвета и обладал удовлетворительной прочностью. Полученный блок геля 
механически фрагментировали продавливанием через сито 20—30 меш и 
промывали декантацией тем же калийс{юсфатным буферным раствором до 
исчезновения невключивпшхся клеток (4—6 л раствора порциями по 300— 
400 мл, время сохранения осаждения гранул 1,5—2,0 мин.). Продолжитель­
ность процесса фрагментации составляла ~10 мин.

Общая продолжительность процедуры получения гранул с иммобилизо­
ванными бактероидами составляла примерно 30 мин. Все операции по по­
лучению бактероидов и их иммобилизации в полиакриламидном геле про­
водили под током аргона или в специальной камере в атмосфере аргона .

С использованием данных методов полимеризации получен гель с иммо­
билизованными в нем бактероидами, а также аналогичный гель, но без 
бактероидов. Гранулы обоих видов геля, а также гранулы геля без бакте­
роидов, но с добавленной суспензией бактероидов были помещены в 
реакционные сосудики герметичного блока. В каждый сосудик вносили 2 мл 
суспензии гранул в сукцинате еле 2 мл суспензии неиммобилизованных 
бактероидов. В опыте по влиянию кислорода в реакционные сосудики вво­
дили кислород. Во всех случаях реакцию пачнпали введенном ацетплеиа. 
Каждый опыт проводили в девяти повторностях. Азотфиксирующую актив­
ность опытных и контрольных проб определяли через 80 мин. Резулгтатм 
приведены в табл. 2.

Из табл. 2 можно видеть, что при данном методе иммобилизации актив­
ность иммобилизованных бактероидов составляет 23% от активности бак­
тероидов в суспензии. Гранулы геля без бактероидов оказывают незначи­
тельное, ингибирующее действие на активность добавленной к ним суспен­
зии бактероидов, а сами по себе гранулы геля не обладают способностью 
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восстанавливать ацетилен. Из данных варианта .5 можно видеть, что в 
аэробных условиях иммобилизованные в геле бактероиды полностью теряют 
активность. Следовательно, кислород легко проникает в гранулы, и иммо­
билизованные бактероиды для сохранения их азотфиксирующей активности 
должны находиться в газовой среде с содержанием кислорода не выше 6%,

Рис. .2. Гранулы геля с включенными в них бактероидами, ув. 1300Х

На рис. 1 видны форма гранул геля (а) и бактероиды Rh. lupini (б), 
выделенные из клубеньков люпина в период бутонизации растений. На 
рис. 2 представлены фрагменты гранул геля с включенными в них бакте­
роидами.

Таким образом, полученные в этой работе данные свидетельствуют о воз­
можности иммобилизации активных бактероидов Rh. lupini как свежевыде­
ленных из клубеньков, так и хранившихся в замороженном состоянии. Не­
обходимым условием для сохранения активности бактероидов при иммоби­
лизации является быстрая полимеризация геля, так как отдельные компо­
ненты системы ингибируют активность бактероидов.

Нами получены предварительные данные о полном сохранении азотфик­
сирующей активности бактероидов в течение недели. Кроме того получены 
данные, указывающие на важную роль Mg2+ в стабилизации п увеличении 
активности иммобилизованных бактероидов.
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