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Проведено исследование структуры, гетерогенности, общей и  относительной активности 
L-глутаматдегидрогеназы (ГДГ) иммобилизованного микроценоза биореакторов. Обнаружены основная 
форма фермента и  минорные, представляющие, по-видимому, конформационные изомеры, незначитель-
но отличающиеся по относительной электрофоретической подвижности. Увеличения гетерогенности ГДГ 
в процессе развития экосистем не выявлено. Установлено явное предпочтение реакции окислительного де-
заминирования глутамата во вторичных отстойниках и в головных отсеках биореакторов. Переход сточных 
вод в аэрируемые участки сопровождается изменением соотношения активности молекулярных форм ГДГ 
в пользу восстановительного аминирования 2–оксоглутарата. Предпочтение реакции окислительного деза-
минирования глутамата при относительном анаэробиозе подтверждено в сериях экспериментов в условиях, 
лимитированных содержанием кислорода. Данные о составе и соотношении активности МФ ГДГ иммоби-
лизованных микроценозов могут быть использованы для организации контроля очистки сточных вод в био-
реакторах.
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The study of structure, heterogeneity, general and relative activity of L-glutamate dehydrogenase (GDH) 
immobilized microcenosis bioreactors. Detected major and minor form of the enzyme, representing, presumably, 
conformational isomers, which differ slightly from the relative electrophoretic mobilities. Increasing heterogeneity 
in the GFG raz¬vitiya ecosystems have been identified. Established a clear preference for the oxidative deamination 
of glutamate in the secondary sedimentation tanks and head compartments bioreactors. Go wastewater in aerated 
areas soprovozhdaet¬sya change in the ratio of activity of molecular forms of GDH in favor reductive amination of 
2–oxoglutarate. Preference oxidative deamination of glutamate at a relative anaerobiosis pod¬tverzhdeno in a series 
of experiments in conditions whether mitirovannyh-oxygen content. Data on the composition and ratio of activity 
MF GDH immobilized microbial community may be used for the organization of the control of sewage treatment 
in bioreactors.
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Неуклонное увеличение использования 
водных ресурсов сопровождается возраста-
ющим влиянием антропогенных факторов 
на  режим водоемов и  водные экосистемы. 
Прогнозы интенсивности водопотребле-
ния показывают, что антропогенный пресс 
на  гидроэкосистемы будет продолжаться 
и  в  отдаленной перспективе может приве-
сти к непредвиденным последствиям. Био-
логическая очистка городских и  промыш-
ленных сточных вод практически во всех 
странах мира на 90% производится в аэро-
тенках. Городские станции аэрации и  со-
оружения биологической очистки сточных 
вод промышленных производств в середине 
прошлого столетия были единственной пре-
градой глобального загрязнения внешних 
и  внутренних водоемов. Однако уже через 
20 – 30 лет интенсивной эксплуатации аэро-
тенков возникли серьезные проблемы, ка-
сающиеся утилизации избыточного актив-
ного ила. Огромные площади земли изъяты 
из оборота в связи с шламированием отра-

ботанного активного ила, который зачастую 
содержит недоокисленные адсорбирован-
ные соединения органического и  неорга-
нического характера с различной степенью 
токсичности. Проблема усугубляется про-
никновением недоокисленных соединений 
в верхние горизонты подземных вод и угро-
зой попадания в скважинные воды.

В настоящее время в  лабораторных, 
опытно-промышленных и  промышленных 
испытаниях показана возможность и  пер-
спективность биологической очистки город-
ских и промышленных сточных вод иммо-
билизованным на  синтетических волокнах 
ценозом в анаэробно-аэробных условиях [3–
5]. Разработанные методы внедряются в раз-
личных регионах России. Перспективность 
метода заключается в  том, что снимается 
основная проблема биологической очистки 
в аэротенках – отсутствие избыточного ак-
тивного ила и  исключение шламирования 
илов. Иммобилизованный на  синтетических 
волокнах микроценоз в  итоге представляет 
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собой смешанную популяцию бактерий, про-
стейших, грибов, коловраток и  водорослей, 
образующих пищевую цепь. В ценозе образу-
ется несколько трофических уровней: первый 
представлен гетеротрофными бактериями, 
высокая окислительная способность которых 
обуславливает их ведущую роль в биодегра-
дации загрязнителей; на втором уровне нахо-
дятся жгутиконосцы, ресничные инфузории 
и  коловратки; третий уровень представлен 
сосущими инфузориями. Количество орга-
низмов каждого трофического уровня зависит 
от  таких факторов, как состав поступающей 
сточной воды, температуры, рН, концентра
ции кислорода и др. В зависимости от техно-
логических параметров образуется замкнутая 
модельная гидроэкосистема – биореактор.

Опыт эксплуатации биореакторов пока-
зал, что эффективность их работы зависит 
от  многочисленных факторов, из  которых 
следует выделить кислородный режим. 
Большинство разработанных методов био-
логической очистки сточных вод иммоби-
лизованным ценозом на синтетических но-
сителях предполагает анаэробно-аэробные 
условия с преобладанием анаэробных про-
цессов окисления загрязнителей. Иммоби-
лизация клеток-деструкторов загрязнителей 
на носителях – несомненно, новое, перспек-
тивное и сложное направление в биотехно-
логии. Конструирование таких биоценозов 
требует специалистов высокой квалифика-
ции, владеющих фундаментальными знани-
ями микробиологии, гидробиологии, биохи-
мии и других смежных дисциплин.

Применяемые в  настоящее время тра-
диционные методы определения и  контро-
ля функционального состояния модельных 
и  природных гидроэкосистем не  дают ис-
черпывающей информации о молекулярных 
и  субмолекулярных механизмах стабилиза-
ции последних. В связи с этим особое значе-
ние приобретают исследования, направлен-
ные на изучение состава молекулярных форм 
ключевых ферментов метаболизма микроце-
нозов гидроэкосистем, их роли в реанимации 
при  техногенных, особенно экстремальных 
воздействиях на водные экосистемы. 

Для организации непрерывного био-
мониторинга природных и  модельных 
гидроэкосистем, в  частности, процессов 
биологической очистки воды в  биореакто-
рах, требуются надежные, информативные 
способы оценки функционального состо-
яния иммобилизованных микроценозов, 
характеризующие процессы метаболизма 
и  окислительную мощность биореакторов 
в целом. Одним из таких ферментов являет-
ся глутаматдегидрогеназа (ГДГ).

Глутаматдегидрогеназа (L-глутамат: 
NAD-оксидоредуктаза дезаминирующая, 

1.4.1.2., ГДГ ) катализирует обратимое пре-
вращение L-глутамата в 2–оксоглутарат:

L-глутамат + Н2О + NAD ↔  
↔ 2–оксоглутарат + NH3+ NADH.
ГДГ является ведущим дезаминирующим 

ферментом метаболизма белков и аминокис-
лот. Аминогруппы последних переносятся 
на 2–оксоглутаровую кислоту с образовани-
ем глутамата. Под действием ГДГ глутамат 
вновь превращается в 2–оксоглутаровую кис-
лоту. Обратимость реакции имеет фундамен
тальное значение в  синтезе аминокислот, 
обмене белков и углеводов, включении про-
межуточных продуктов метаболизма в цикл 
трикарбоновых кислот. Ключевое положение 
ГДГ в  процессах метаболизма определяет 
важность исследования состава, степени ге-
терогенности и динамики активности ее мо-
лекулярных форм (МФ) в ценозах модельных 
и природных гидроэкосистем, тем более что 
биосинтетические пути глутамата предполо-
жительно одинаковы для всех живых систем, 
в том числе и для микробных сообществ ги-
дроэкосистем.

Цель работы. Определить состав моле-
кулярных форм, общую и  относительную 
активность L-глутаматдегидрогеназы иммо-
билизованного микроценоза биореакторов.

Материалы и методы исследования
Исследования проводили на  действующих соору-

жениях биологической очистки сточных вод НПЗ, ра-
ботающих в проточном режиме без аэрации на первой 
ступени и с микроаэрацией на второй ступени очистки.

Пробы иммобилизованной биомассы отбирали 
на входе, в центре и выходе из первой ступени, в цен-
тре второй ступени, а также в отстойниках после пер-
вой и второй ступеней очистки.

Ферментные образцы получали следующим 
способом: 1,0–1,5  г сырой биомассы трехкратно от-
мывали 0,1 М фосфатным буфером с  рН 7,0 от  фо-
новых загрязнений, центрифугировали при  5000  об/
мин 10  мин. Осадок дезинтегрировали в  механи
ческом дезинтеграторе в течение 5 мин при 4°С. Затем 
переносили его в колбу, добавляли 5 мл фосфатного 
буфера и  тритона Х-100 в  конечной концентрации 
20  мг/мл. Колбу помещали на  магнитную мешал-
ку для  солюбилизации фермента на  2  ч при  37°С. 
Гомогенат центрифугировали при  8000  об/мин 
10 мин. В супернатанте определяли МФ ГДГ методом 
электрофореза в плоских блоках полиакриламидного 
геля. В работе использовали реактивы и  материалы 
для диск-электрофореза («Reanal», Венгрия).

Анализируемые образцы в объеме 50 мкл в смеси 
с 40% раствором сахарозы наносили на линию стар-
та. В качестве электродного буфера использовали 
1 М трис-ЭДТА-боратный буфер с  рН 9,2. Электро-
форез проводили при величине тока 5,0 мА/см первые 
30 мин, а затем 10,0 мА/см до окончания электрофо-
реза. МФ ГДГ выявляли феназинметасульфат-тетра-
золиевой реакцией в  среде следующего состава: во-
дные растворы НАД (1 мг/мл) – 40 мл, нитросинего 


