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МИКРОБНЫЕ АССОЦИАЦ.ИИ --
ПРОДУЦЕНТЫ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ НА ЭТАНОЛЕ
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м""''-' ""Ц"Ц" «р'ддЦ« "««г'"""рид« Асt.«(Й"'" 'р.' ; А:'..ЙЁl;l;;;Й-
си$, а также ДсгргеlоЬасlег бр. г&.мггкромццетф Ги$агЕит $р. Соотноиен1де коли'гества к.ге-
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Использование смешанных культур. микроорганизмов для получе-
ния высоковязких экзололисахаридов (ЭЛС) известно [1, 9, ю]. под-
бор микроорганизмов для формирования устойчивых смешар1ных куль
тур .проводят на основе глубокого изучения физиолого-биохимических
особенностей микроорганизмов-ассоциантов. ' Основная задача при
составлении микробных ассоциаций зак.лк,дается в повышении их
Устойчивости, ПРОДуктивности и улучшении кач-яства конечного
продукта.

Цель настоящей работы заключалась в подборе ассоциантов, про-
дуцирующих пантоте1{овую кислоту,. для совместного культивирования
их с ауксотрофным штаммом Лсt/2е(о&ас(вг $р.-- продуцентом ЭПС наэтаноле.

Материал и методы. Объектами исследований были штамм ,4сt/гв-
Го&ас/ег $р:l:: продуцент ЭПС [2] , штамм бактерий ',4сt/гйоЬасlвг са!-
сосгсейси$ [5] и штамм микромицетов /'гг8агЕгдт $р. [3] . Культивирова-
ние указанных, штаммов, и экспериментальных ассоциаций осуществ-
ляли на среде Кодама [6l- в колбах на качалке при температуре 30'С
в течение 72 ч, В качестве источника углерода использовали этанол в
!Ехlц$нтрации 1 % об., в качестве источника азота--МН.МО, или

Синтезирова.нный ЛсЕпе(обпс/вг $р. ЭПС представляет собой ацили-
рованный кислый гетерополисахарид, состоящий из остатков нейтраль-
ных сахаров-- глюкозы, галактозы, марнозы и рамнозы (ю: 4 : 8 : 2),
замеченных остатками пировиноградной кислоты в виде кеталя и эте-
рифицированных жирными' кислотами l2] .

При составлении 'экспериментальных ассоциаций ,4сlпв/о&асгел
$Р.-- Д. са/соасв/[сйв и .4сt/гё/оЬас/вг $Р.-- Гг/$агйгт $р. использовали
одноеуточ1{ые культуры, выр€lщенные на нсидкой ередё Кодама. Соот-
ношение культур составляло 3 : 1 по объему клеточйой суспензии. Конт-
роль количества клеток в Составленных ассоциациях проводили мето-
дом подсчета в камере Горяевд и при рассеве на русло-агар и МПА -
методом предельных разведений.

Культивирование' Лсt/гв о&ав вг $р. осуществляли также на супер-
натанте кулlтуральной жидкости после 24-часового выращивания /1г-
зсгг!ггт $р. Для получения супер11атанта проводили отделение' клеток
путем центрифугирования при бЙ00 об/мин в течение 30 мин. Получен-
ный супеЕнатант стерилизовали кипячением на водяной бане в течение
20 мин. СупернатанТ в1юсчли в среду культивирования .4сЕпе/оЬасlег
$р. в количестве 1, 20 и 50 % по объему. При выращивании .4с{/гйоЬас-
йг $р. на юO % м супернатанте к нему добавляли 1 % объема этанола.
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;/ Биомассу определяли по оптической плотности клеточных суспен-
зий с последующим перес-геном на абсолютно сухой вес по калибро-
вочному графику, уде/tьную скорость роста культур рассчитывали по
формуле:

.. 2,3 (Щ х, -- ]Вх:)
!, Ц

где & и х2-- биомасса в момеlчты времени а и {а [4l

Т а б л и: ц а ]. Некоторые биоеижтетические характеристики исследуемых культур
микроорганизмов при росте на этаноле беэ внесения дополнительных

факторов роста 1

Исследуемых монокультуры
Биомгсса

г/л Ы'1С, г/л
Вязкость

',, "«,/« l.:З*::ЗНl:8.;,.
сГ1

Р,. ч--!

Ас гге еЬа€&ег $р.
.4с//гвlо8ас/вг $р $
Асl1геЁоЬасгег саЕсоасе
{/си$
Ги$фгlит $р.

с,з
2,45

5-8
5Й2,4

1 .01

1 ,0.

а,ю

о,з.о
0,]8

4,3
2,3 0,5 1,0

Примечание. «--зф--не определяли. * Среда
('0l;0010гЗ %) и дрожжового азвтолизата ('0,2} %).

Кодама с боба.влением витамина Вз

Т а б л и ц а 2. Некоторые параметры культивирования экспериментально составленных
ассоциаций и монокультуры Ло/пеlд&всlвг $р. на среде Кодама

* Среда Кодама1 с .0,2 % дрожжевого авч'олизата
тената и О,$ % дрожжи'вого автолизата.

** Среда Кода-ма с 0,010ФЗ' % манто

Содержание углеводов в культуралытой жидкости определяли по
реакции с фенолом и серной кислотой [8] , количество экзогенной пан-
тотеновой кислоты (витамин Вз) в супернатантах культур Л. са/соасв-
[Ес1гв и Ги$агЕггт $р. -- микробиологическим методом с применением
индикаторной культуры касс/гаготдсв$ /ггйшгВlt [7]. Вязкость культу-
ральной жидкости измеряли с помощью вискозиметра ВПЖ.

Авторы выражают благодаргюсть М. Н. Гавриленко за предостав-
ление культуры бактерий Л. са/соасв([с1г$.

Результа;гы и их' обсуждение. Продуцент высоковязкого ЭПС --
штамм .4сЕпвГо&ас(вг $р. -- ауксотроф и требует для роста и синтеза по-
лисахаридов внесения в ростовую среду дополнительных факторов рос-
та -- пантотеновой кислоты и дрожжевого автолизата в концентрациях
0,0003 и 0,5 % соответственно. После проведения скрининга музейных
культур, иродуцкрующих экзогениую иантотеновую кислоту и растущих
на этаноле, были отобраны две культуры -- штамм бактерий Л. ва/со-
всвГЕсгг$ и микромицет Г г$агГггт $р. Отобранные культуры не требуют
дополнительных факторов роста, ассимилируют этанол, Л. са/соЕгсв [сгг
продуцирует до 0,6 г/л внеклеточных углеводов, обе культуры синтези-
руют от 0,5 до 1,0 мкг/мл экзогенной пантотеновой кислоты (табл. 1).
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с МН4МО8 и этанолом  
Вязкасть

исследуемые культуры IБиомасса, г/л l эпс, г/л lнЕуль:ll1lаль
сП

Соотношение
количества

клеток

   
Асl?ге€оЬас ег $р.-ГАсЁпегоЬас€егсв/вофсв1{сш е.,9 3.0- 5,75 3:1
,4с{/геlо&сгс/вг$р.+Гlг$агlит$р.* 2,8 2,9 670 4:1
,4С//ГВ/о&СГС{ВГ $р.## 2,85 2,65 5412,4  



[. Антагонизма между отобранными культурами и продуцентом ЭПС
,4сt/ге(обас(в/" $р. не выявлено. Ни бактер шальная культура, ни микро
мицеты не ассимилируют синтезируемый Лс//ге/о&асlвг $р. ЭПС в каре.
стве источника углеродного питания.

М.аксимал!.ная удельная скорость роста Л. са/соасв([сгг$ на среде
Кодама с [0 %.этанола составляет 0,3 ч-1, а максимальная удельная
скорость роста Лс /гйо&асгвг $р.-- 0,19 ч-1. Это предполагает конкурен-
цию (при совместном выращивании) между культурами за субстрат.
Экспериментально подтверждено, что при культивировании смешанной
КУльтУРЫ '4с1пе(о&ас(вг $р. и Л. са/сосгсвlЕсив при начальном соотноше-
нии клеток 3 : 1 в течение двух последовательных пересевов наблюда-

ется вымывание Лапе(обас(вг $р. ПриРЧ замене источника азотного питания в
дгl. .+. среде Кодама -- аммонийной формына аммонийно нитратную(нитратную

форму азота Л. са/соасвгlсгг$ не асси-
милирует) -- нам удалось добиться
ограничения роста Л. са/соасегЁсггз и

сг/ l- ''""---''{ создания устойчивой ассоциации двух

}

$З
г 0,.9
Ц

8

'ъ .

Изменение удельной скорости роста Ргг$аггЕгт
$р. (/) и концентрации пантотеновой кислоты
(2) ярк куль'гквировакиж гриба ка среде Кода-

ма с этанолом в периодическом процессе.# г# 48 Время, ч

культур в соотношении 3 : 1--4 : 1, синтезирующей высоковязкий ЭПС
(табло '2). Тип взаимоотношений между ассоциантами может быть оп-
ределен как конкуренция -- комменсализм. Совме$lтное культивирова-
ние культур позволяет вести процесс получения ЭПС без внесения до-
полнительных Факторов роста.

Изучение физиологических особенностей роста /'ивйгlггт $р. на сре'
де Кодама с этанолом позволило установить, что максимальная ско
рость роста культуры на 24--26-й час роста. равна 0,18 ч-Ч концентра'
ция экзогенной пайтоте1ювой кислоты на 26--30-й ч роста составляет
0,5 мкг/мл, к 72-му часу роста оllа достигает 0,75 мкг/мл (рисунок).

Таким образом, исследуемые культуры существенно не отличаются
друг от друга по скорости роста, причем /'гг$алшт $р. ассимилирует
как аммонийную, так и нитратную (Форму азота. При культивировании
в ассоциации у Ги$йгйгт $р. есть преимущество -- он не нуждается. в
.дополнительных факторах роста и, следовательно, вытесняет Лс{/ге/о-
Ьасlвг $р. Добавление в среду культивирования такой смешанной куль-
туры 0,2 % дрожжевого автолизата позволяет добиться получения .ус-
та)Йчивой ассоциации, продуцирующей вязкий экзополисахарид (см.

В связи с тем, что изучаемые культуры конкурируют за источники
углеродного и азотного питания, исследовали в?зможность д9лучекия
ЭПС на супернатанте культуральной жидкости /'гд$агЕгдт $р. Ггг$аг/ггт
$р. на 20-:24 м часу роста синтезирует достаточное для роста Лс{/гв-
1д&ас(вг $р. количество пантотеновой кислоты (см. рисунок). Поэтому
в работе использовали 24-часовни супернатант культуральной жидкое
ти' Ггг$сггЕит $р. Как видно из приведенных данных (табл. З) , внесение
в среду культивирования Лсt/гв(оЬас(вг $р. 1 % супернатауl.д.куl1ьту'
ральной жидкости /изсггЕггт $р. стимулирует рост и синтез ЭПС, ,Цаль-
Йейшее увеличение содержания супернатанта (20--50 %) не приводит
к существенным изменениям показателей процесса, что можно объяс-
нить снижением рН среды за счет внесения супернатанта. Однако куль'
тивирование Лсt/гв/оЁ)асгвг $р. на юO %-м. супернатанте культуральной
жсидкости Ггг$агйгт $р. с добавлением 1 % этаlчола при поддержании
рН на уровне 6,8--7,0 позlодяет получать высокфвязкий ЭПС. Коли-
чество. синтезированного ЭПС сопоставимо с концентрацией ЭПС-, по.

2)табл
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/ продуцента на среде
пением пантотената и дрожжевого автолизата. Таким
вана возможность культивирования продуцента ЭПС на

.л чаемого ппи кv гт кти д и пo Ё я н и и Кодама
образом,

добав-
пока-

культуральной жидкости после суточного выращивания микромицета
без внесения в среду дополнительных факторов роста.

Биомасса, синтезируемая Ггг$агГггт $р., может быть использована
для получения кормового и пищевого белка, так как она содержит 30--
53 % белка, комплекс витаминов и иезаменимые амиlюкислоты -- ли-

после суточного
суиернатанте

зии, треони 1'1,

кома.веке ви'гамижов
лейцин [3] . Пол)'ценные

И н еза меиимьlе
нами результаты исследований

Та б л и ца З. Показатели роста Лсг/гв о8 ёсгег $р. и образования им
экзополисахаридов на среде Кодама с добавлением суЬернатанта

культуральной жидкости ГиsагЕит $р.

Содержание суперна
танка, % Биомасса . г/л ЭПС, г/л Вяэкость культураль

ной жидкости. сП рН конечный

0
{

510

14)!0lф

о,з
0,9
1,, 1
0,94
2,201

0,32
0'*96
1 , 1г

1,1
2, }2+

з,з
8l5*0
73,0
83.0

532.,Ф

4.9
4,85
4.3
4.0Б
6,8

П р и м еч а н и е. При культивировании Лсt/гйо&ас/вг $р на среде Кодама. содержа
щёй пантотенат и дЪожйевой аЬтолизат (контроль), концентрация биомассы -- 2,3 г/л.
ЭПС -- 2,4 г/л, вязкость культураиьно-й жидкости -- 5102 сП, рН конечный.-- 6,8ц + При
культивировании на юO %.м супернатанте рН поддерживали на уровне 6,0--7,0 пу
тём добавления: Ю %-го МаО'Н.

позволяют рекомендовать двухступенчатый технологический процесс
получения белково-витаминного концентрата на основе биомассы Ггг$сг-
/[ит $р. на первой ступени ферментации и высоковязкого ЭПС с по.
мощью культуры ЛсЕпвlо&асlвг $р.-- на второй. При этом может быть
дредлож@на дешевая безотходная технология получения промышленно
ценных продуктов, так как супериатант культуральной жидкости после
выра1цивания /'ггвсггЁггт $р. полностью используется для получения
ЭПС, а синтезированный ЭПС может быть рекомендовал в виде вяз-
кой культуральной жидкости (после плазмолиза) для применения в
лефтедобывающей промышленности.

Т. О. Грlкберг, Т. Д. В%рег, С. М. Суlгрд&, В. М. Букд08а,
Л. А. Закордокеl4ь, ю. Р. МсЁлаиекко

И т мйро61ологг! та в1русологИ АН УРСР, КЫв

МIКРОБН1 АСОЦIАЦП
ПРОДУЦЕНТИ ЕКЗОПОЛIСАХАРИДIВ НА ЕТАНОЛ1

Резюме

З метою одержання високов'яркого екзопоЛсахариду на простому м1неральному
середовищ1 без внесения додаткових факторов росту складенt двохкомпонентн1' експери -
ментальн1 асоцlацП продуцента екзопол1сахарид1в ЛсЕпв(о&сгс(вг $р. 1 Л. са/соасв({сгг1, а
також Лсt/гйобасЕег $р. та м1кром1цета Ги$ гlит $р. СМвв1дношення кйькостг кЛтин
;продуцента екзополКахариду .та асоц1анта становить 3 : 1 --4 : 1. Шляхом вар1ацК
компонентов середовища п1ЫбраМ умови, що дають змогу досягти поставлено1 'мета
при культивуваннt обоз .зм1шаних культур у асоцИцlях. Одержаний ефект пояснюеть-
ся трофмною взаем9дКю та обм1нними процесами дlэсл1джуваних моиокультур. Тип
взаемодИ . визначений як коменсалЬм -- конкуренция. Припускаеться нова двохступМ'
чата безЫдЛдна технология одержання Ылково-Ытамlнного концентрату на основа' то-
маси мМром1це'га фузар1ю та високов'язко1 культурально1 р1дини, що мlстить екзопоЛ-
сахарид, який продукуеться Лс /гв о&сгсгвг $р.
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