
,/ ,"*rоБиология, 1996, mом65, .л& 5, с. б82489

ЭКСПЕРИМЕНТЛЛЬНЫЕ
стАтьи

УДК 579.126+222,4]

изучЕниЕ стр)rктуры микроБного сооБщЕствл,
ЛКТИВНОГО В БИОТРАНСФОРМЛЦИИ МИНЕРАЛОВ ЖЕЛЕЗЛ

в клолинЕ
@ 199б г. Е. С. Турова, Г. А. Осипов
Инсmumуm мurcро бuолоеuu РАН, М осrcва

Поступила в редакцию 10.11.95 г.

,щля экспрессного определения структуры активного в трансформации минералов>r<елеза в каолине
микробного сообщества применен метод хромато-масс-спектрометрии. На основании перечня чле!

нов сообщества, выявленных с применением традиционных физиолого-биохимических методов,
сформирован банк дапных состава липидных компонентов клеток микроорганизмов сообщества.
Исходя из состава жирных кислот, оксикислот и альдегидов суммарной-биомассы сообщества, оп-
ределенных гх_мс, перечень членов сообщества уточнен и определено их количество. В основу
расчета пOлоr<ен принцип соответствия химического маркера и профиля. Составлена и оптимизи-
рована система уравнениЙ баланса, в котOрых концентрация каждого анадизируемого вещества би-
омассы приравнена сумце вкладов членов сообщества, имеющих данное вещество в составе клетки.
разработанный алгоритм расчета позволит в дальнейшем цроводить экспрессное определение
структуры подобных сообществ по данным )<ирно-кислотного состава биомассы без выделенIлJI чи-
стых культур.

Процесс биотрансформации Nlинералов желе-
за в каолине практически не йзучен. Но известно,
что в таких природных процессах, как образова-
ние неr(елательно tsысоких концентраций раство-
римого хелеза в грунтовых водах, глееобразова-
ние, намагничивание (magnetization) водных осад-
ков, ведущая роль прцнадлех(ит микробному
восстановлению Fe(IID до Fе(II) [1]. Показана
роль различных групп микроорганизмов в рас-
творении, восстановлении Fe(III) и образовании
железоорганически)( комплексов [2]. Это бакте-
рии - представители родов Bacillus, Eпterobacter,
Рsеudоmопаs, Escherichia, Serratig, Proteus,
Clostridium, СоrупеЬасtеrium, Vibrio, Paracoccus,
В acteroide s, D е sulfuvibrio, D е sulfotomaculum, Дсh-
romobacte r, Staphy loc ос cus, Spirillum и микроско-
пические грибы - представители родов Дсtiпоmu-
с or, Дltеrпаriа п F usar ium. Изалпрованы штаммы,
способные к диссимиляторному восстановлению
железа:, факультативно-анаэробный организм
Shewanella putrefaciens [3] и строгий анаэроб Geo-
bacter metallireducel,,s, штамм GS-15 [4]. Хотя по-
казано, что при росте на аморфном гидроксIrде
хелеза в лабораторных условиях Sh. putrefacieпs и

. G. metallireduceпs могут образовывать магнетит
(FqOa) [5], нет данных о том, что они активно во-
влечены в этот процесс в природе.

Круг работ, посвященных изучению структу-
ры железовосстанавливающих сообществ, оцп-
ничен. Колеман с соавт. [6], анализируя методом
газовой хроматографии -,масс-спектрометрии(ГХ-МС) липидные биомаркеры микробного со-
общества морских осадков, показали, что совре-

менное образование коIIкреций сидерита (FеСОз)
в этих осадках является результатом активности
сульфатвосстаIIавливающих бактерий.

Наличие специфических веществ (маркеров) в
кJIеточных компонентах и микробных метаболи-
тах микроорганизмов открывает возможность
для направленного поиска и идентификации мик-
роорганизмов в сообществах с использованием
высокочувствительных методов - масс-фрагмен-
тографии или газовой хроматографии с детекто-
ром электронного зzDвата. Известно, что при из-
менении состава среды, условий культивирования
и возраста культур определецным образом меня-
ются и жирно-кислотЕые профили микроорга-
низмов. Тем не менее показано, что, если пита-
тельнЕuI среда и условиJI роста стандартизованы,
жирно-кислотные профили для индивидуальньж
штаммов воспроизводимы и могут быть исполь-
зованьI. для хемотаксономических целей t7]. Су-
ществует практика описаниrI структуры сооб-
ществ микроорганизмов с использованием х<ир-
но-кислотного профиля [8, 9].

Осипов с соавт. [10] для экспресс-анализа со-
става накопительной культуры сульфатвосста-
навливающих бактерий из заводняемого нефтя-
ного пласта Талинского нефтяного месторожде-
ниrI впервые применили расчетный метод,
позволивший определить состав микроорганиз-
мов не только качественно, но и количественно.
Результаты расчета подтверждены с помощью
традиционных микробиологических методов.
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В результате предваритеJIьных исследоваrшй
нами было получено сообщество микрооргzlниз-
мов, активное в биотрансформации минерIIJIов
железа в глинах, использующихся в качестве ке-
рамического сырья [11]. Валовое содержание же-
леза в каолинах cocTaBJuIeT О.G48Чо. При этом
часть железа находится в кристаллической ре-
шетке алюмосиликатов и оказывает малое влия-
ние на цветность и белизну фарфоровых изделпй.
Ощутимо снижает:ж качество то железо, кото-
рое входит в состав оксидов - гетита cr-FeooH и
гематита сr-Fе2Оз. В результате развития сообще-
ства происходит трансформация трудноудалимых
примесей каолинов - гетита и гематита в соедине-
Еия, подвергающиеся магнитной сеirарации.

I_{елью насгоящей работы является zrнiulиз
структуры указанIrого микробного сообщесrъа ис-
ХОДЯ ИЗ ДаННЫХ ЖИРНО-КИСЛОТНОГО СОСТаВа cyl\,П{ap-
ной биомассы, получаемого с помощью ГХ-МС.

ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССJIЕДОВАНИЯ

Объект исспедования. Исследуемое сообщест-
во микроорганизмов поддерживается пересевом
на. стерильную суспензию каолина Просяновско-
го месторождения с добавлением питательной
среды. Эксперимент проводили следующим обра-
зом: кводной суспензии каолиЕа (Т : Ж= 3 : 1) до-
бавляли 20 об. qo среды следующего состава (г/л):
(NH4)2SO4 - 0.2, MgSOa , 7Н2О - 0.2, КН2РОц - 1,

глюкоза - 5. Затем вносили инокулят (10 об. 7о).

Инкубацию проводили при 30ОС. При этом проис-
ходило расслоение суспензии на осадок и верхний
слой - х<идкую фазу. Щля изучения структуры со-
общества отбирали пробу осадка после двухне-
дельной инкубации. В качестве контроля исполь-
зовали исходную водную суспензию каолина.

Состав сред и методы учета микрооргапизмов.
Для выявлениrI отдельных физиологическш(
групп микроорганизмов сообщество анализиро-
выIи путем посева на жидкие и плотные пита-
тельные среды методом предельных разведений.
Численность аэробных гетеротрофных микроор-
ганизмов определяли посевом Еа разведенный
(1 : 10) МПБ, анаэробных бродильных мЕкроор-
ганизмов - в столбик среды Виноградского [12],
сульфатвосстанавливающих бактерий - на среду
Постiейта [13] с лактатом натриJr (4 г/л), железо-
восстанавливающих микроорганизмов - на среду
Лавли с аморфным гидроксидом железа [14].

Аналlлтические методы. Формиат, ацетат,
пропионат и бутират определяли газохромато-
графически, лактат - с помощью лактатдегидро_
геназы, глюкозу - с помощью глюкозооксидазы
и феррицианида калия [15], сероводород - M9I9_

доЙ tрюпера с диметил-п-фенилендиамином [ 16],
содержание растворенного в жидкости железа _
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на атомно-абсорбционном спектрофотометре
Perkin-Elmer 3100.

Аппаратура. ИсследованЕя жирно-кис.потного
состава проводили на хромато-масс-спектромет-
ре НР-5985В фирмы "H9wlett-Packmd" (CIIIA).
Масс-спектрометр квадрупольный с диапазоЕом
масс 2-1000 аем имеет разрешающую способ-
ность 0.5 аем во всем рабочем диапазоне. Иоrшза-
ция электронами 70 эВ. Чувствительность прибо-

ра составляет 1 нг по метилстеарату в режЕме не-
прерывного сканированиrI и 10 пкг в режЕме
селективных ионов. Щля хроматографпческого
разделеIrия пробы цспользовали каIIиллярЕую
iолонку из плавленного кварца длиной 25 м g.

вIrутренним диаметром 0.2 мм. Неподвшlшая
фаза Ultra-l "Hewlett-Packmd" с толщиной с.поя
0.32 мкм. Хроматографирование проводЕли в ре-
жиме программирования температуры от 50 до
320"С со скоростью 5 град/мин. Температура ин-
жектора и интерфейса 250ОС.

Экстракцию липидов из пробы каолина осу-
ществляли по методу Фолча смесью хлороформ-
метанол-вода [17]. К навеске осадка (3 г) приля-
вали 5 мл смеси и выдерживали 1.5 ч при комнат-
ной температуре, дважды инициируя экстракIщю
на вибраторе "Vоrtех". После экстращии смесь
центрифугировалп при 3000 об/мин. Супернатант
отделяли, добавляли воду до получения бифазной
системы. Них<нюю, хлороформную фазу, содер-
жащую сумму липидов каолинg" отделяли микро-
пипеткой и высушивали.

Извлечение фракции жирных кислот проводи-
ли путем кислого метанолиза в 4.5N HCl в cyIgy
метаноле в теченпе 1.5 ч при температуре 70'С.
После проведения реакции обраiовавшиеся ме-
тиловые эфиры жирных кислот экстрагировали
гексаном, 9кстракт высушивали и обрабатывzlJIи
в 20 мкл N,О-6ис-(три-метилсилил)-трифтораце-
тамида для получениrI летучих производных окси-
кисJIот.,4 мкл реакционной смеси вводили в ин-
жектор хроматографа для анализа. Анализ про-
водили в две стадии: в режиме непрерывного
полного сканирования веществ пробы, элюируе-
мых хроматографом, и в режиме селективных
ионов (масс-фрагментографии). Вторая gгадия

потребовалась для измерения концентрации ми-
норньж компонентов жирно-кисJIотЕого состава
биомассы и проводилась по специально состав-
ленной программе, позволяющей в Еужное время
записывать концентацию специфических ионов
маркерных веществ микроорганизмов и обходить
интенсивные хроматографические пики ведущих
микроорганизмов сообщества и неспецифическо-
го биологического фона.

Расчет состава микробного сообщества прово-

дили с помощью электронных таблиц "ЕхсЕf":.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСИКДЕНИЕ

Ашализ сообщеетва с примепеrrием микробшо-
логических методов. Щанные количественною
учета микроорганизмов и анализ продуктов мета-
болизма позволяют оценить развитие отдельных
физиологических групп микроорганизмов в сус-
пензии каолина при добавлении посевного мате-
риала и питательной среды. В эксперименте на
14-е сут культивированиrI глюкоза в среде была
практически исчерпана, появились продукты ме-
тболизма - летучие х<ирные кислоты (бутират -0.2rlл, ацетат -0.|2 г/л, пропионат - 0.03 г/л, лак-
тат - 0.02 г/л и формиат - 0.01 г/л) (рис. 1), серо-
водород (6.9 мгlл) и растворимое железо
(0.5 мг/л). По данным количественного учета
численность аэробных гетеротрофных микроор-
ганизмов составила 10о кл/г, анаэробных бро-
дильных бактерий - 105 кл/г, сульфатвосстаЕав-

Летучие жирные кислоты, г/л Глюкоза, г/п

лЕвающих бактерий - 105 кл/г, х<елезовосстанав-
ливающих бактерий - 102 кл/г (рпс. 2).

_ Ашализ жирпо-кцепотшого состава еупшrларшой
бшомаесы сообщества. В результате ГХ-Мiана-
лиза в метанолизате липидЕой фракции суммар-
ной биомассы сообщества опредёлено 54 вЪщеiт-
ва из класса жирных кислот, оксикислот и альде-
гидов (табл, 1). В таблитIе приведены их
относительные концеЕтрации в мол. vо, Z та,Y,жа
те таксоны микроорганизмов, у которых эти ве-
1цества встречаются в составе липидов клетки.
J{анные приведены за вычетом сOдерх<ания,(ир-
ных кислот в исходном каолине. В данном случае
их суммарное содерх<ание на превышает |0Чо от
суммы хшрных кислот в опыте. Проба исходного
каолина содержала lOJ кл/г аэробных гете-
ротрофных бактерий, 102 кл/г бродильных мик-
роорганизмов и единицы кл/г сульфатвосстанав-
ливающш( бактерий, что на два-три порядка
меньше количеств,а, вносимого с посевным мате-
риалом (рис. 2).

Некоторые специфические вещества (марке-
ры) охватывают крупные группы микроорганиз-
мов. Например, метилотрофные бактёрии опре-
деляются по 7,8-гексадеценовой (1б : 1d7) кисло-
те. Микроскопические грибы определяются в
целом по лЕнолевой кислоте (октадекадиеновой,
!В , ?} Ряд бактерий Mo>rcro опреtlелить до рода:Desuфvibrio (по изогептадеценовой кислоте,
i17 : 1), DеsuфЬасtеr (по 10-метилгексадекановой
кислоте, 10Ме16 :0), Bacteroides (по 3-оксиизоте-
традекановой, hi14) и т.д. В этом случае для ха-
рактеристики сообщества используются данцые
типового вида. Отдельные роды, например
Рsеudоmопаs илп Bacillus, гетерогенны по хими-
ческому составу, что позволяет выделять членов
рода в сообществе по видовым маркерам. Так, по
нчlJIичию 2-оксилауриновой кислоты (2h12 : 0)
можно определпть содерr<ание микроорганизмов
Р sеudоmопаs putida, по антеизотридекановой кис-
лоте (al3 : 0) - Bacillus cereus, а по нормальной
тридекановой кислоте (13 : 0) - В. subtil|s.

Некоторые вещесttsа, указанные в табл. 1, ха-
рактерньr дJIя всех или большинgтва микроорга-
низмов. Это пальмитшrовzUI, стеариноваrI, мирис-
тиновая, олеиновzи, лауриновiлJI кисJIоты и неко-
торые другие вещества. Оrш неспеtщфичны и
используются для проверочных расчетов при под-
ведении материiшьного баланса веществ и дJIя вы-
явления неучтенных в банке данных оргirнизмов.

По полученным нами д:rнным количественно-
го учета микроорганизмов можно предполоr<ить
наличЕе в сообществе аэробных и факультатив-
но-апаэробных гетеротрофных бактерий - пред-
ставителей Bacillus, Рsеudоmопаs, Дrthrobacter, а
также анаэробных бактерий - представителей
рода C/osrridium, сульфатвосстанавливающих и
железовосстанавливающих бактерий.
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о2468101214
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Рис. 1. ИзменеЕия химическогЬ состава суспензии ка-
олина. 1 - глюкоза, 2 - бутират, 3 - ацетат, 4 - лактат,
5 - формиат, 6 - пропионат.

сут

Рис. 2. Щинамика численности микроорганизмов.
Бактерии: 1 - железовосстанавливающие, 2 - суль-
фатвосстанавливающие, J - бродильньле, 4 - аэроб-
ные гетеротрофные.
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ИЗУЧЕНИЕ СТРУКТУРЫ МИКРОБНОГО СООБЩЕСТВА

Характерный микроорганизм

Большинgгво микроорганизмов

Bacillus subtilis

Bacillus сеrеus

В acteroide s, В ас illus, N о cardia
Дсtiпоmусеs, Bacillus, Bacteroides, I-egioпella, Kurthia

ilus, clostridium
Большинство микроорганIlзмов

D е suffbvibrio, F lаv obacter ium

Многие микроорганизмы
Многие микроорганизмы

itr obacter, D е iпо с os sus, М icrococ с us

Большинство микроорганизмов, минорный компонент

М еthапоgепs, Dеiпососсus, Dеsuфtоmасаlum acetoxidans, DеsuфЬасtеrium

Большинство микроорганизмов

Bdellovibrio, Vibrio, Fusobacterium, Bacteroides amylophilus

Дсtiпоmусеs, Nocardiopsis, Bacteroides, Мiсrоmопоsроrа, Brevibacterium, СеllulОmО-
паs, СоryпеЬасtеrium, Curtobacterium, Oerskovia,

Большинgгво микроорганизмов

D е s ulfuv ibr i о, F lаv о bacte r ium

Candida аlЬiсапs, Nocardiopsis, Clostridium, М ethanogens

Buryrivibrio, Bacillus, Preyotella, Propionibacterium g другие

СоryпеЬасtеrium, Bacteroides, Nocardiopsis, АсtiпОmусеs, Nocardia, Мiсrоmопоsроrа

Enterobacteriac еае, Р sеudоmопаs, D е suфbacter, D esulfobacterium

Большинство мцкроорганизмов, минорный компонент

Грибы, дрожжи, проmейшие
Все организмы
Nitrobacter, Bdellovibrio, Репiсillum, RumiпоЬасtеr amylophilus, Succinivibrio, Саmру-
lobacter, Fusobacterium, Eпterobacteriaceoe, Рsеudоmопаs, сульфатвосстанавливаю-
щие бактерии
Все организмы
Lactobacillus, Enterobacteriaceae, Р sеudоmопаs, Brucella, Campylobacter

N itr оЬас t е r, В urkholderia с е рас ia, В ас i llus, S е rratia

Дсtiпоmусеs

F rапс is е lla, Му с obacterium

В acillus subtilis, В acteroides hуреrmе gas

Staphylococcus

Mycobacterium, N ocardia, СоryпеЬасtеriий, актиномицеты

оксикиспоты
Р sеudоmопаs, Thiobacillus , Leptothrix

Р sеudоmопаs, N eisseria goпorrhoeae, В eggiatoa, Vibrio

St е поtrо ph оmо па s maltophilia

Escherich|ia coli, Bqcteroides hyperme gas, Sеlепоmопаs

ЕпtеrоЬасtеriасеqе, Fusobacterium, Ilaemophilus,Wolinella, Vibrio, Campylobacter

в ас te r о ide s rumiпiс ola
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Краткое обо-
зпаченI{е

С12 :0
iC13
а13

13:0
i14

14: 1А9
14 :0
i15: 1

i15

а15

15:1
15 :0
1б 1А7
lб 1А9
16: 1А11
itб :0

lб :0
i17;1
17:1
i17 :0
а17 :0
17 сус
17 :0
18 :2
18: 1А9
18:1А11

18 :0
19 сус
19 :0
20 :0
24:о
i19
а19

10Ме16

10Ме18

hl0
h|2
hi13

hlз
h14

hal5

2.85

0.06

0.24

0.56

0.10

1.2,7

l0.18
0.08

0.45

0.5б

0.99

5.45

0,37

9.42

0.з7

0.26

2,1.24

0.83

0.41

0.46

о.11

о.22

2.04

2.79

|5.25

з.91

0.7б

0.04

0.88

|.22

1.49

030
0.30

0.10

0.05

0.01

0.01

0.01

0.01

0.03

0"01

Таблrца 1. Жирно-кислотный состав суммарной биомассы сообщеgгва

оксикиспоты
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Таблица 1. Окончание

ТУРОВА, ОСИПОВ

Краткое
обозначение Характерный микроорганизм

F lay obacterium, С apnocytophaga, В acteroides mеlапiпо gепiсus
Еrwiпiа, Brucella, Burkholderia cepacia, Ps. pseudomallei, Bacteroides,Woliпella, Су-
tclphaga, Flexibacter, Меthапоgепs, Campylo,bacter, Fusobacterium, Bordetella
В а с t er oide s, F lаv оЬас te rium, Су t ophaga, F lexiba с te r
в acteroide s riminic ola
в acteroides rimiпicclla, В. thetaicltaomicron

clostridium
Рsеudоmопаs putida

F lay cl Ь ас t еrium, F le xibact er

Альдегиды
В uty riv ibr io, S р ir о с hae ta, В фdоЬ ас terium
Butyrivibrio, Lactobacillus, Propioпibacterium
С lo s tr idium, Lac hпо s pir а, В utyriv ibrio, Lact оЬас illus
Lachпospira, Butyrivibrio, Bifidobacterium, Sеlепоmопаs, Clostridium butyricum
clostridium

примечание. Вещества обозначены по общепринятой системе. Например, в символе 3hi17 : 0 содержатся сведения о том,
что это оксикислота (h-гидрокси) с 17 атомами углерода (гептадекановая), насыщенная (0 посл" двоеточия) с iидроксилом
на третьем.атоме углерода от карбоксильного конца молекулы. Значок "а" в конце аббревиатуры означает альдеiйд. В сим-
воле 16 : 1А1 1 содерЖатся сведениЯ о том, чтО это гексадеценовая кислота, одна двойнiя 

""".i'*оторой 
(единица nobne дчо-еточия) расположена после 11-го атома углерода (А11).

hil5
hlб

hil7
ha17

h17

10h18

zhl2
2hi15

l4a
il5a
16а

18;1а

18а

0.01

0.07

0.02

0.02

0.01

0.06

0.02

0.02

0.68

0.05

2.55

о.э2

4.06

_ Анализ х(ирно-кислотного состава суммарной
биомассы сообщества заставляет предположить
также возможное присутствие ни,грифицирую-
щих бактериЙ, нокардиоформ, метилотрофных
бактерий, представителей родов Caulobacter,
D еiпос ос cus и В acteroides.

Составление локшIьного банка данных. Ана-
лиз липидных компонентов чистых культур мик-
роорганизмов обнаруlкивает,, что если рассмат-
ривать очень широкий круг таксонов, то теряют
свою исключительность практически все маркер-
ные вещества, приписываемые одному роду или
виду. При ограничении банка данных предполага-
емыми членами конкретного микробного сооб-
щества вероятность перекрестных определений
значительно снижается. Ранее были сформирова-
ны банки данных, включающие перечень микро-
организмов и их химический состав, для сооб-
ществ активного и речного илов, метантенка,
торфа [18]. На основании перечнrl членов сооб-
щества, выявленных с применением традицион-
ных физиолого-биохимических методов, нами
сформирован банк данных состава липидных
компонентов клеток микроорганизмов сообще-
ства каолина. Исходя из состава х(ирных кислот,
оксикислот и альдегидов суммарной биомассы со-
общества перечень дополнен микроорганизмами,
химические признаки которых присутствуют в
составе биомассы каолина (табл. 1). Щалее, из
этого списка исключены организмы, явно не со-
ответствующие этой экологической нише, на-

пример термофилы, галофилы, специфические
обитатели организма человека и животн;Iх. В ре-
зультате для дальнейшего анализа пришп следу-
ющий состав возможных членов сообщества као-
линаi Рsеudоmопаs putida, Ps. stutzeri, Burkholderia
cepacia, Shewanella putrefacieпs, В. cereus, В. subti-
lis, Methylococcus capsulatus, Nocardia, Епtеrо-
Ь act er, Дrt hr оЬ act е r gl оЬ ifu rmi s, С aul оЬ ас t е r, D е i по -
coccus, Bacteroides ruminicola, Desuфvibrio, Des-
ulfobacter, Clostridium Ьutуriсum, Nitrobacter. При
составлении локального банка данных использо-
вали литературные сведениlI по х<ирно-кислот-
ным профилям указанных микроорганизмов.

Алгоритм расчета. В общем случае, если при-
своить веществам на хроматограмме суIuмарной
биомассы индексы j, а микроорганизмам индексы
j, то для,?l веществ хроматограммы суммарной би-
омассы сообщества, включающего в качестве чле-
нов п родов (видов) микроорганизмов, можно со-
ставить систему из и уравнений для r? неизвестных:

ДtQ = Х,R,, + ... + XjRlj + ... + XnRrn

ДzQ = X,Rr,+ ...+XjR2j+...+ XnRrn

ДзQ = Х,Rr, +... +ХjRзr+.., + ХпRзп

(1)

ДiQ = X,R,, +... +ХjЛr+.,. + XnRin

Д^Q = XrR.t + ... + XiR*i+ ... + ХпRлп,

Альдегиды
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где А, - площадь пика вещества на хроматограм-
ме суммарной биомассы, Х;- число клеток микро-
организма в 1 г пробы, R, - процентное содержа-
ние j-того вещества в >rшрно-кислотном профиле
определяемогоf-того мпкрооргаЕизма, q - коэф-
фшlиент пропорциональности, учитывающий ус-
ловиrI анализа и чувствительность прибора: q =
= |Kqflý, ГДе 4t = Шпро6"rVlV учитывает долю
пробы, попадающеЙ в хроматограф (mпроб", - мас-
са пробы, У* объем раствора на стадии силилиро-
ваниrI пробы, rz - объем раствора, введенного в
хроматограф); qz= Qmgl|OO вырzDкает массу жир-
IIо-кислотной фракции одного микроорганизма
(Q - процентное содержание липидных мономе-
ров в клетка, ftlу- масса одного микроорганизма);
S - коэффициент чувствительности црибора; S =
= дпu"оlmпанд, Г[е Ашанд - площаДЬ пика стандарта
(вещества с заранее известной концентрацией), а
m"r^"д количество стандарта при калибровке.

Чтобы использовать коэффициент q в уравне-
ниrIх системы (1), q принимается равным для всех
веществ хшрно-кислотной фракции и всех учиты-
ваемых микроорганизмов.

Система имеет единственное решение при
m=п, если уравнения независимы. В данном слу-
чае это означает неразличимость (невозмож-
ность раздельного вычисления) двух разных ви-
дов микроорганизмов с одинаковым профилем
жирных кислот и альдегидов.

Решение системы имеет вид Х; = DjlD, где D;-
детерминант частной матрицы коэффициентов
дляj-того компонента, D - детерминант системы
уравнений.

Возмох<ное число уравнений в системе равно
числу компонентов жирно-кислотного гryла клет-
ки, определяемых методом хромато-масс-спект-
рометрии. В нашем банке данных их 150. Но у
каждого микрооргаЕизма в составе липидов на-
считывается всего 10-20 веществ из эТого списка.
Это означает, что большинство коэффициентов
R,., в уравнениях системы равны нулю. Значит си-
стема вырожденная, ее Mo>IiHo свести к несколь-
ким подсистемам с меньшим рангом (числом
неизвестных). Так как реальное число членов из-
вестных сообществ равно 3Н0, а число опреде-
ляемых веществ в биомассе конкретного сообще-
ства 70-80, то мы имеем возможность подобрать
такие 30-40 уравнений, чтобы ранг подсистем
был минимален. Наконец, надо учесть, что мно-
гие вещества микроорганизмов в рамках кон-
кретного сообщества имеют ранг маркеров -
представляют только один таксон. Количество
таких микрооргаЕизмов определяется по концен-
трации этого маркера Х1 = ДдlRц, тем самым су_
жм ранг системы в целом. Остальные микроор-
ганизмы можно определить по заранее состав-
ленным формулам, полученным в результате

решениrI уравнениЙ с двумя, иногда с тремJI неиз-
вестными.

Первым этапом расчета является определение
количества микроорганизмов Х; по вели,шнам пи-
ков отдельных жирных кислот и альдегидов.

Вторым этапом является составление баланса
для величин пиков веществ хроматограммы:
ДА; = {_ _EXf iila.

Очевидно, что для веществ, имеющих ранг
маркера, АА; = Q. В случае веществ, характерЕых
для большинства или нескольких микроорганиз-
мов, АА; моr(ет оказаться отличным от нуля. Ве-
щества с положительным балансом АА; служат
для выявления неучтенных в локzulьЕом банке
данных микроорганизмов. Наличие веществ с
отрицательным балансом АА, указывает, что
количество каких-либо микроорганизмов было
рассчитано ошибочно, Ошибка обусловлена соб-
ственно погрешностью подготовки проб и анаJIи-
тических измерений. Эта ошибка относительно
невелика. Она составляет примеряо 20Чо. Более
существенншI погрешность возникает из-за несо-
ответствия состава хшрных кислот микроорга-
низмов банка данных и изучаемого сообщества.
И наконец, она может возникать при определе-
нии грамотрицательных организмов по оксикис-
лотам, которые при отмирании клеток не участ-
вуют в процессах катаболизмаиих включение в

расчет приводит к завышению количества живых
клеток.

Отрицательные величины АА; выявлены для
следующих жирных кислот: i13 : 0, i14 : 0, i15, а15,
i16, [6 : 1А7, 1б :-1А9, i17 :1,,1|7 ,а|,7 ,|7 : 0, 17 : 1,3hlб.

Третьим этапом является составлеЕие и реше-
ние системы уравненпй для веществ с отрица-
тельным балансом: Д;q = Zk/fli, где k; _ попра-
вочный коэффициент, учйтЬrйающий ошибку
расчета количества микроорганизмов,0 < ft,. < 1.

Например, для изотридекановой кислоты
(i13 : 0)уравнение выглядит следующим образ_о_м:

дitз,оQ = 4kBlB, + 8,1ksдв" + 0,6kD#Dьили 750000 =

=3З26400kв, + 52з446зkr, + 1|2з2kDь, г[о kзg, ftдs,

ftрб - поправочЕые коэффициеЕты для расчета
количества Bacillus cereus, В. subtilis п Dеsuф-
bacter. В результате реализации этого этапа из
списка членов сообщества исключены микроор-
ганизмfu с ft, = g. Это SЙ. putrefaciens, Ps, stutzeri,
В, cereus, Methylococcus capsulatus п Enterobacter.
Щля расчета количества Arthrobacter globiformis,
В. subtilis, Dеiпососсus, Desuфbacter и De-
suфvibrio получены поправочные к9э_фФиlш-
енты, равные 0.25, 0.14, 0.08, 0.24 и 0.З7 соот-
ветственно.

Полученные коэффициенты введены в урав-
нения баланса. После учета вклада всех предпо-
лагаемых членов сообщества баланс концентра-
ций дал остаточный профиль невостребованных
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4х105
3хlOа
1хlOа
9х104
4xl0a
3xl05
4х105
7х10
8х103
1хlOа
3хlOа
4х105
2х105
1х105
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таблица 2. Структура микробного сообтцества каолина Просяновского }rесторождения

Микроорrанизм Сосrав, Чо 0.0

Nitrohacter sp.

Рsеudоmопаs putida
Burkholderia cepacia
Bacillus subtilis
Nclcardia sp.

Caulob.acter sp.

Dеiпососсus sp,

ДrthrrlЬасtеr glоЬфrmis
в acteroide s rumiпiсоlа
Desuфvibrio sp.

Desuфbacter sp.

Clostridium hutуriсum

Штамм FeRed
Fuпgi

Сумма

10.0

18.4

1.8

0.4

4,1

1.7

l3.8
l8.4
з.2

0.4

4.6
9

10

l1
12

13

|4

компонентов химического состава биомассы,
который свидетельствует о неучтенных микроор-
ганизмах. По определенной части остатка иден-
тифицирована анаэробная железовосстанавлива-
ющая бактерия, выделенная параллельно из дан-
ного сообщества путем посева на плотЕую среду
лавли и обозначенная нами как штамм FeRed.
Штамм FeRed выделен из единичной черной ко-
лонии, для него определен состав жирных кислот,
опознанный в части профиля остатка суммарной
биомассы по специфическому компоненту - ок-
ситридекановой кислоте (Зh13), а также редко
встречающимся у бактерий ненасыщенным кис-
лотам - пентадеценовой (15 : 1) и гептадеценовой
(17 : 1). Штамм FeRed добавлен в конечный спи-
сок микроорганизмов сообщества каолина. Он
отличается от известных диссимиляторных желе-
зоредукторов Sй. putrefacieпs [19] и G, metallire-
duсепs [4], у которых состав жирных кислот иной.
Другая часть остатка профиля х<ирньш кислот
суммарной биомассы каолина, включающzш лино-
леновуЁ кислоту (18 : 3) и пропорциональную ей
долю профиля, отIlосится к липидному профилю
грибов. Остающийся после его вычитания набор
компонентов не содерхоIт признаков конкретных
микроорганизмов и может быть определен как
неспецифический биологический фон.

Структура микробного сообщества каолшна.
Таким образом, анализ структуры микробного
сообщества каолина, выполненный традицион-
ными физиолого-биохимическими методами и
основанный на особенностях лйпидного состава
суммарной биомассы позволил определить родо-
вой, а в некоторьш случаях и видовой состав сооб-
щества (табл. 2). Автотрофные бактерии пред-

9.2

4.6

етавлены Nitrobacter sp. Посев пробы осадка на
селективную среду [20] подтвердил присутствие
нитрифицирующих бактерий, осуществляющих
II фазу нитрификации. Аэробные и факультатив-
но-анаэробные гетеротрофные бактерии пред-
ставлены родами Bacillus, Рsеudоmопаs, Burkhol-
deria, Nocardia, Caulobacter, Dеiпососсus п Arthro-
bacter. Анаэробные микроорганизмы - родами
Clostridium, Bacteroides, Desuфvibrio п Desulfu-
bacter, Идентифицированы железовосстанавли-
вающий микрооргаЕизм - штамм FeRed и пред-
ставитель микроскопических грибов. В дальней-
шем будет выясняться роль каждой группы
микроорганизмов сообщества в трансформации
минералов х(елеза в каолине.

Использованный нами метод определениJI со-
става микробных сообществ по данным ГХ*МС
анализа х<ирных кислот суммарной биомассы дал
положительные результаты в применении к рас-
шифровке сообщества микроорганизмов каоли-
на и моr(ет послужить в дальнейшем для изуче-
ниrI взаимодействий микроорганизмов при био-
трансформации минералов.

Авторы вырах<ают глубокую благодарность
Г.И. Каравайко за обсуждение результатов ис-
следований.
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Struсturе of the МiсrоЬiаl Соmmuпitу Тrапsfогmiпg Irоп Мiпеrаls
contained in kaolin
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АЬstrасt-сhrоmаtоgrарhу-mаss Spectrometry (GC_MS) was used for rapid dеtегmiпаtiоп_ of the structure

of а miсrоьiаl соmmuъitу iараые oi trапsfогmiпg iгоп minerals contained in kaolin. ,\ data bank оп cellular
lipid composition was сi"uй fоr community mБmьеrs revealed pv ry9tile physiological and biochemical
methods. Analysis of the composition of fatty and hуdrоху acids and aldehydes in the total biomass of the соm-
munity Ьу GclMs allowed tйе range of сойmuпitу mеmьеrs to Ье_dеtеrmiпеdдоrе ассurаtеlу and their cell
пumььrs iо Ье calculated. Д sуstеmъf balance equations was formed and optimized whеrеьу the concentration
of each analyzed compound was taken equal to й sum of the contributions frоm all mеmьеrs of the соmmuпitу
possessing ihi, co*pbond in the соmроЪitiоп of their cells. The calculation algorithm thus obtained provides
iоr rарid j'eterminati,on of the structure of similar communities оп the basis of data on the fatty acid composition
of the total biomass without isolating рurе cultures.
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