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Изучена экзополисахаридобразующая микробная ассоциация, из кото-
рой выделено три моиокультуры, идентифицированные как Лс!/ге#о&ас#ег
9р., Л4[сгососси$ $р.ь.Сфlгйlйа. !горlсд/[$: дддерЖание монокультур в ассо-
циации составляет 70--80, 15--20, 5--ю% сбответственио. Син+ёэ экзопо-
лисахагрида в ассоциации осуществляется Лсгргв/о&ас#е/ $р. Экзополисаха-
рид (ЭПС). синтезируемый ассоциацией, ни одной из изучаемых культур
не ид:пользуется в качестве источника углерода и энергии.

Взаимоотношения между монокультурами, входящими в эксперимен-
тально еоетавленную аиоциацию, осуществляются через субстра'гкую за-
висимость роста одного вида от роста другого, а 'также через метабедиты,
являющиеся .необходимыми и стимулирующими факторами роста и образо-
вания ЭПС Лсйгг оЬас#ег 8р.

Селекционирован.ная микробная ассоциация сохраняла способность
роста и шнтеза ЭПС в условиях полунепрдрывного культивирования при
многокра'иных лоресевах, а также после длительном хранения в смешанной
культуре при 4', что свидетельствует о ее ста.бильности и объясняется тро-
фическими взаимоотношениями между монокультурами в ассоциации.
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В литературе имеются сведения о перспективности использования
смешанных культур микроорганизмов для получения ЭПС [1, ]3, 15].
Смешанные культуры микроорганизмов могут быть успешно применены
в биотехнологических процессах с целью повышения их устойчивости и
продуктивности [3, 4]. Различия в показателях продуктивности биосин-
теза для мона- и смешанных культур могут быть следствием.регуляции
(посредством стимулирования и угнетения) , осуществляемой путем выде-
ления продуктов метаболизма в среду.

Изучение видового состава таких смешанных культур и трофических
взаимоотношений между монокультурами позволит регулировать про'
цесс целенаправленного получения продукта. в частности ЭПС, а также
составлять новые перспективные смешанные культуры. Кроме того, вы-
деление устойчивых смешанных культур из естественных экониш может
служить доказательством существования аналогичных микробных сооб-
ществ в определенных эконишах.

Изучению указанных вопросов посвящена данная работа.

Материалы и методы исследования

В работе использовали емешаннуЬ культуру микроорганизмов, полученную из ак
пивного ила Станции биолотческой очистки а'о+кых вод нефтеперераба'гывающе1'о за
вода [ЧД
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Культивироважке осуществляли в колбас емкфиБЮ '760 мл и 3,0 д ка качадке
(п=220 06/мйн) в течение 5 сут лри 30'. рН 7,0 на середь Кодама Г7]. Источником
Й'л9родд служили: этанол -- 1 об.%', ацы'ат натрия 1%, глюкоза -- 4% при апреле.
гении способности микроорганизмов образовывать аПС; 0,1%-ный ЭПС. получедныЛ
после культивирования смешанной культуры ма этаколе, выделенный, очищеинйй и вы.
сущенный, как описано ранее [2]. ПолунепрерывкыЖ ме'год культивкрованкя ароводияи
в колбас с рабов.им объемом 750 мл, выращиваемую культуру поддерживали в ста-
ционарной фазе роста, 200 мл культуральной жидкости стерильно'фтбирали 1 раз в
сутки 'к соо+вета;вующее количес'Вво среды вносили в колбу. 'Длительность процесса --
ог б до 10 сут.

Чистые культуры выделяли общепринятыми мм'одамн [8]. Идентифицировали куль-
туры на оснований.изучения их морфолого:биохимические свойств согласно «Опреде.
лЪ:велю бактерий» [ 1 Ц и дрожжей' Г.14]. Соотношение видов микроорганизмов дыре.
деляли на основании морфологических отличий непосредс'гвенно Фри микросколирова.
нии. Одновременно с целью контроля проводили высек в чашки Петра, где просчеты.
вали соо?ношение кодфккй.

При составлении экспериментальных .ассоциаций пользовались показаниями ФЭКас пересчётом биомассы по калибровочному х'рафику, построенному для каждого вида
культур. Соотношение 'монокультур в экспериментально составленных аиоцмацмях со-
ивештвовало их содержанию в исходной смешанной культуре.

Для определения 'трофических взаимоотношений между монокультурами ииледо-
вали влияние одиосуточяых фильтратов, полученных после раздельного выращивания
микроор1'анизмов, входящих в состав смешанной культуры1 на рост друг друга. Фильт-
раты вносили в среду культивирования в количестве 50%. В 'фильтр9тах изучаемнх
Зсультур определяли наличие ацедата по реакции с хлорным железом Н0Ь.свободных
ионосаЪсароЪ -- методами бумажной и гЬзожидкостноЙ хроматографйи 15], витами-
нов -- мийробиологическимй методами [9]. аминокислот -- на аминокислотном анализа-
торе К1.А=5 («НПасЫ», Япония) . ИСсЛеДовали способность монокультур исп9льэовать
выявленные метаболиты в качестве источников углерода и факторов роста. Для этого
готовили концентрированной раствор моиосахаров (глюкоза, манноза, галактоза, ара-
бинода, рамноза в соотнешенlйи 1,00 : 0.24 : 0,24: 3,3O : 0,0Ю) и вносили в среду кудь-
тивирования из расчета 1% по углеводам и в качестве источника углеродного питания.
Аминокислоты фролин, 1'лицин, алания, валил, мерин. лейцин, изолёйцин, глутамин,
фенилаланий, тйрозин, &р1'инин. гистйдин. лидии) вносили в количестве 200 мкг/мл в
Качестве; источника углерода и ю мкг/мл в качестве ростовых факторов. Витамины
вносили в количества(мкг/мл) : тиамин -- 0,5; панютеяовую кисло'гу " 0,0Ь биоткк --
0,Ц отдельно пантотеновую кислоту вносили в количестве 0,5 мкг/мл.

Концентрацию биомассы в культуральной жидкости определяли весовым методам,
содержание 'внекйе'речных углеводов == пб реакции с фенолбЖ и се1!!9й кишотойЕ12].
вязкдсть культуральной ж.йдкости -- с помощью вискозиметра ВПЖ. Удей1ьную ско-
рость роста культур ?ассчитывали по формуле

Ц- 2,3 IЁ (хэ -- х!)

При изучении влия-ния рН на рост и образова.ние ЭПС продуцентом. использовали
ю%:ные -растворе МаОН и НС1 для достижения необходимых значений рН.

Выделение ЭИС, определение состава ,моносахаров, мфзгекулярной массы проводи-
ли, как описано ранее Г2].

Результаты и обсуждение

Исследуемая смешанная культура микроорганизмов характеризуется
способностью синтезировать высоковязкий ЭПС. который представляет
собой кислый гетёрополисахарид с, молекулярной массой аЛОэ--5. ]05 и
состоит из арабинозы, ксилозы, мгэннозы, галактозы и глюкозы в соотно-
шении 0,66: 1,22 : 0,20 : 3,78 : 1,00. В ряде последовательных пересевов на
этанолсодержащей среде .смешанная.
синтеза ЭПС, стабилизирlётсН по
3,0 г/л ЭПС, при этом вязкость
1 200-- 1 300 сП.

ид
ал.ЬНые,

Еа

культура сохраняет .с.поеобность

нри этом
этому признаку и продуцирует до

культуральной жидкости составляет

смешанной .культуры выделены три монокуль:туры: две бактери-
ЙАо.н'ГцфицировДннйф. , как. Ло{/гв(оЬвсlвг $р. и Л4Ёс/ососсгг$ $р.,

и одна дронсжевая --- Саггйlдф !горlса/[s. В стационарной фазе рос'га сме-
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Табл1г«а 2
Некоторые параметры культивировакия искусственкъж микробиых ассоциаций

и иаохкой жешакной ку8ьтурв иа иажоле(! об.%)

Состав микробноК ассоциации РНкокечкыК

Дсгяге(о&иге/ $р. + С. #/вргссг-

Лс{/гв/обт/вг $р. + Л4 сгососаг$

С. 7горЕва/!$ + Л /сгосогси$ $р.
Лсйге(о&асlгг ёр. + С. !гор/са-

{г$ + Л4[сгососси$ $р.
Исходная смешанная куль'тура

$

$

з,ий0,10 1 1,75й0,05 8,48 6 , 70

5 , 00

6,80

6,80

0,50й0,20Д 0,30]$,10 25, 70

. '' 1,50
иэо.оо

{0{7,00

3,6Ц+0,10 1 Сл.
3,20:Е0,10 l э,оой0,05
3,00:!=0,05 l а.оое0,10

нокультур на фильтратах культуральной жидкости после выращивания
микроорганизмов, входящих в состав смешанной культуры. Нами были
использованы оба подхода.

Для изучения трофических взаимоотношений в ЭПС-образующей сме
шашкой культуре, растущей на этаноле, анализировали рост и образова-
ние ЭПС у экспериментально составленных бинарных и трехкомпонент-
ной ассоциаций.

Как видно из табл. 2, для образования высоковязкого ЭПС культурой
Лсt/гйобфв/ег $р. в составе ассоциации необходимо наличие как дрожже-
вой культуры, так и бактерий Лllсгососсггs $р. При полунепрерывном
культивировании бинарной ассоциации, состоящей из Лсlпв/о&всгвг $р.
и С; [гдргса/[s, концентрации биомассы и .ЭПС остаются неизменными,
однако снижается вязкость культуральной жидкости. Культивирование
бинарной ассоциации Лойгвlо&ас(вг $р. и Д4[сгососсг/$ $р. в аналогичных
условиях приводило к вымыванию обеих культур. Совместное выращи-
вание С. [горlса/[$ и Л4[сгососсгг$ $р. позволило получить устойчивую би-
нарную ассоциацию с более высокой концентрацией биомассы, чем при
ку:l!!тивировании С'. (горlва//$ в монокультуре (табл. 1 и 2). При этом
ЭПС в культуральной жидкости не обнаружен.

Роет ,4сt/геlо&сгсгвг $р. при совмес'Гном культивировании с С. гор/ссг
//$ обеспечивается, видимо, метаболитами, выделяемыми в среду дрохс
жевой культурой. В этом случае рН культуральной жидкости близко к
нейтралЫрму--оптимальному для роста и синтеза ЭПС бактериями
(риа ]). При культивировании ЛсгпйоЬасгег $р. с бактериальной культу-
рой Л4[сгососси$ $р. наблюдается снижение рН, обусловленное накопле-
нием ацетата в культуральной жидкости. однако совместное культивиро-
!анне С. {горlсаг/$ и Л4/сгосовсиз $р. стимулирует рост обеих культур.
В этом- случае значение рН является оптимальным для роста С. егор/ёа-
Вв (рис. ].), а дрожжи синтезируют метаболиты, обеспечивающие рост
бактерий Л{Гlсгососсг/$ $р.

Й{ данных, представленных в табл. З, видно, чтб при росте Лвt/гг(о
&ас/вг $р. на среде, содержащей фильтрат культуральной жидкости пос.'1е
выращивания дрожжей, уровень биомассы и ЭПС повышается незначи-
тельно. Установлена способность культуры ЛТгвгососс1г$ $р. расти в при-
сутствии фильтрата культуральной жидкости. дрожжей. 'В 'дальнейших
исследованиях ]ИlсгососсЕг$ $р. выращивали на ФЙльтрате дрожжей и пос
Яе отделения клеток использовали как фильтрат ЛIГlсговоссгг$ $р. Добав
80С



Тйбл1гца З
Влияние метаболт'ов, продуцируемьж ассоциантами, ка обрт08ажие

биомассы и ЭПС мококультурами

{ Иссле,цуемые
монокультуры

Фильтрат после
выраифвания

Виомасса l ЭПС

г/л

Вязкоеть

чзчт'' ! ,«
кости. сП

Ас т оЬас&ег $р. Контроль
С. егор!€а!!$
Л4&сгососси$ $р.С. !горlсфll$ -} ]Иlс'

гососси$ $р.

0,25
е,4е
0 , 60
0 , 95

0 , 20 3 , 04
з,{о

32 ,30
58, 90

Н. о.
»
»
»

4 , 50
6 , 8е
5 , 20
6,80

С. егор и $ Кож'гриль
.4сйгвго&сгё#вг $р.
Л{/сгосоваи $р.
,4сГпе/оерао#ег $р. -'Ь

+ /Иlсгососвй$ $р

3,40
з , оо
2 .90
2 , 80

6 , 80
6 , 80
5,20
5 , 50

5,20

\

Мйгососси5 $р Контроль
АсЁпеlоЬмlег $р.г. {гфрЁ€аt $
.4сt/ге#а&асlгг $р. +.ЬС. ггорСса! $

0,{2

2,50

М
с {% этаиода

Н. о.
»
»
»

/7рихвчврlив. Контроль -- ср.еда Корана
ЭПС; Н. о -- не определяли. .

беэ ,Крожже8ою автодкэа'га; «--» отсути'вие

ки этого фильтрата стимулируют рост и. синтез ЭГПС ЛсЕггвгоЬас вг $р.,
вязкость культуральной жидкости увеличивается в 8--]0 раз по сравне-
нию с контролем. Внесение в среду для выращивания Лсt/гв(оЬас(вг $р.
смеси фильм'ратов культуральнйй жидкости обеих культур (С. [горгсай$
и Мlсгососсгг8 $р.) в соотношении 1 : 15, что соответствует их соотноше-
нию в микробной ассоциации, приводит к увеличению уровня ЭПС в З--

дис. 1. Влияние рН на образование
биомассы культурами Лв//гйо&ас(вг
$р. (2) и С. !горна/!$ (3), синтез
ЭПС Лс/ргв(оЬас#вг $р. (/). По оси

ординат -- биомасса, ЭПС

# 6 8 рН

4 раза и вязкости более чем в ю раз по сравнению с показателями куль
тивирования Лвt/гйоЬасгвг $р. на среде без добавок указанных фильтра
тов О'абл. З).

В фильтрате культуральной жидкости дрожжевой к льтуры обнару
жены амикокислоты, восетанавливающие моносахара, и витамины груп
пы В -- биотин, тиамин и пантотеновая кислота (табл. 4) . Внесение ука
данных аминокислот в этанолсодержащую среду культивирования ЛсЕпв
[оЁрасгвг $р. не стимулирует рост культуры (табл. 5) . Выращивание Д4t$
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7'аблица 4
Состав фильтратов после выращивания монокультур

Соедикейия l с'. егор/еагг$ Лсlкгlо&ас!€г $р

Аминокислоты мкмоль/мл

Треонин
.Пкзид
Гистидин
Аргинин
Тирозин
Фенилалажин
Глутамин
Издлейцин
Лейцин
Серии
Валил
Алания
Глицин
Проник

0 , 0052
0 , 0е7{
0,0088
0; 0104
0; 0204
0,0392
0 ,0576
0 ,0586
0 .1000
е .4{32
0,1478
0 ,2620
0,3780
0 ,400е

Витамины, мш'/мл
Тиамии
Рибофлавик
Пантотенат
Пиридоксин
Биотин

Моноеахара в
Глюкоза
Манкоза
Галактоза
Арабиноза
Рамноза

0,05

о,о{

0,01
соотношении

1 , 00
0 , 24
0 , 24
з , зо
0,0ю

/7ри#гчвнг4е. Знак « -- отцу'гс1'вие соединения

сгососси$ $р. на фильтрате культуральной жидкости дрожжей дало поло-
жительные результаты. .гllсгососси$ $р. ассимилирует моносахара и ами-
нокислоты, синтезируемые С. [горгса/[$ (табл. 5). Таким образом, суб.
страхом для .Л'Гlсгососси$ $р. в смешанной культуре являются сахара и
аминокислоты. В фильтрате культуральной жидкости после выращива-
ния ,4сt/гв(о&ас(ег $р. обнаружена пантотеновая кислота в количестве
0,5 мкг/мл. Внесение пантотеновой кислоты в среду культивирования Лс{.
пв оЬйсlвг $р. в количестве, синтезируемом Лггсгососсгг8 $р., приводил' к
повышению уровня биомассы (табл. 5). Содержание ЭПС увеличивается
в 2--3 раза, при этом вязкость культуральной жидкости возрастает до
300---400 сП. В этом случае накопления ацетата не 1{аблюдается, т. е.
при участии пантотеновой кислоты, являющейся составной частью ко-
фермента А, ацетат посредством ацетил-КоА, вероятЕЮ, включается в
конструктивный метаболизм.

В изучаемой ассоциации две культуры могут конкурировать за источ-
ник углеродного питания. Однако максимальная удельная скорость рос-
та Лсt/гв#оЬас(вг $р. на этаноле в оптимальных условиях (в присутствии
факторов роста) составляет 0,3'5 ч-' и выше, для С. »орГса/[$ Ю««=
=0,]8 ч-' в идентичных условиях культивирования на этанфлсодержа-
щей среде. Рост дрожжевой культуры ограничен также значением рН
862



7'аб.гшг@ б
Влияние различных комбинаций метаболитов, выявленных в фильтрате

С. егор/свП$. на образование биомассы исследуемых монокультур

Исс.педуемые ме'т8бо./ш'гы 8 качеств !
ЛсйгвlоЬвс(вг $р

Ку.вь'тура

;.«;;l;:] ПЙ;субстрата для
роа'а фактора роста

Концентрация биомассы, г/Л

Мокосахара
Моносахара
Моносахара
Аминокислоты
Аминохислоты

Контроль-эганолатаки
Этакая

Аминокислоты
Витамины

Витамины
+

0 , 40

2 , 00
1 , 90
1 , 20

2 , 26
1 , 90

[38
1 ,20
0,20

Нет ?оста
>

Аминокислоты ..
Витамины
Пантотеновая кис.

лота
ДрожжевоЖ авто-

лизат
Этанол

Этанол

2,00

0,25

3 ,40

з,оо

»

»

/7р# ед«нги. Соа'ав мояосах&ров, амкцоквсдо'г, вж'гамияов приведен 8 табл.
цектрацвк ж 8 разделе «М.а'!е?яаЬ$ и мвюдь».

4. нсподюуемые их1кок

ф ]Эез внесения фактров роста

среды, близким к ней'гральному, и содержанием аммонийного азо'Га в
Среде .Кодама (нитратную форму азота дрожжи не усваивают) . Макси.
мальная удельная скорость роста С. {горЁссг/!$ на ацетате выше, чем на
этаноле, и составляет 0,28 ч"'. Поэтому при культивировании в ассоци.а-
ции дрожжи потребляют ацетат, накапливающийся в среде при ассими-
ляции этанола бактериями Ло{/гвгоЬас вг $р. в условиях недостатка фак-
'серов роста, и снимают репрессирующий эффект этого вторичного суб-
страта на рост бактерий. Д4гсгососси$ $р. не конкурирует за субстрат с
Лсt/гвlоб гс1ег $р. и С. [горгссг/!$. Источником углерода для этого штамма
являются восстанавливающие сахара и аминокислоты, синтезируемые
дрожжевой культурой. Л4[вгососсг/$ $р синтезирует пантотеновую кисло-
ту в количествах, необх-одимых для роста и синтеза высоковязкого ЭПС
.4сt/гвlоЬасгег $р. на сред-е с отанолом (табл. 5).

Проведенные нами исследования подтверждают предложенную Деге-
ременджи и Фуряевой «экологическую теорему>. заключающуюся в том,
что число стационарно сосуществующих видов не должно превышать
число контролирующих рост независимых факторов, определяемых плот-
ностями эти.х видов. В нашем случае контролирующими и определяю-
щими плотность популяций ЛсгпвlоЬасгвг $р. -факторами являются нали-
чие пантотеновой кислоты в среде культивирования и значение рН, близ-
кое к ней.тральному, для С.. /горгсй/!$ -- значение рН и концентрация
аммонййного азота в среде, для Л{ГГсгососсгг$ $р. -- концентрация восста-
навлиlвающих сахаров и аминокислот. В сложившейся ЭПС-образующей
ассоциации, растущей на этаноле, монокультуры выполняют строго спе-
цифичные функции. Взаимоотношение между культурами в ассоциации
можно представить в виде схемы (рис. 2).

Таким образом, взаимоде.йдтвие между монокультурами, входящем.и
в ассоциацию, оёу1цествляется через субстратную зависимость ро.ста од-
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Эгп&ноя

+

Ри€. 2. Взаимно?ношения между мовахультурами в экзо оди
сахаридобразующей ассоииацЕМ. Знак «+» -- положительное
взаимодействие, «--» -- отрицательное, .штриховая шрелка --

стимуляция

ного вида от роста другого, а также через метаболиты, являющиеся не-
обходимыми и стимулирующими факторами роста и синтеза ЭПС куль-
турой Лсt/гвlо&асlвг $р.

Согласно существующей классификации типов взаимоотношений
мел(ду микроорганизмами одного трофического уровня в бинарных ассо
циациях их можно определить следующим образом: Лсглв(обсгс/ег $р. и
С. егор са/[s-- комменсализм, С. {горГса/[s и Л [сгососсггз $р. -- мутуа'
лизм, ,4сЕггв&оЬасlвг и Л4{сгососаг$ $р. -- нейтрализм. Однако трехкомпо-
нентная ассоциация представляет собой симбиотическую систему, син-
тезирующую высоковязкий Э-ПС.

Экспериментально поставленная ассоциация, включающая три моно-
культуры, в условиях полунепрерывного культивирования в течение ю
сут сохраняла способность роста и синтеза ЭПС. Это свойство сохраня-
лось и после хранения в течение З мес в смешанной культуре при 4'
П>и этом соотношение клеток монокультур варьировало незначительно-

Приведенные нами данные свидетельствуют о стабильности селекцио-
нированной ЭПС-образующей ассоциации, растущей иа этаноле, что объ-
ясняется сложившимися трофическими взаимоотношениями между ми-
кроорганизмами, входящими в ее состав.
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Сг!:гьегЁ 'Г. А!, РггоЁ Т. Р.. ВиК1офф У. Ж..
М гй&$ЬепКо Уи. Х:

IМТЕК&ЕЬАТ10М$НЮ ОГ МIС&ОО&САМБМ$
IМ АМ ЕХ0Р0[У$АССНАМ0Е-$УМТНЕ$1ЛЫа МIХЕВ СИ[ТИКЕ

А тlсгоЫЙ аз$ос диод вЫсЬ ргодцсед ап ехороlу$ассЬагМе фаз «идlед. ТЬгее то
посиИиге$ беге Ь01аlед 1гот Н апа Меп1Иеа аз ЛсйгйоЬтlвг $р., Л [сгососси$ $р., апд
Са/гй йа гор са//з. ТЬе1г сопlепЕ М €Ье а$$осЕаЫоп уаз 76--80%, 15--20% апд 5--]0%,
ге$ресНуЫу. ТЬе ехороlЗ'$ассЬаЯ(Ь М [Ье а$$ос1аlоп фа$ $уп1Ье$lгед Ьу ЛсЁггеlо&асlег
$р. ТЫ$ ехоро1у$ассЬагМе $упЕЬе$1геа Ъу {Ье а$$ойаЫоп фа$ по1 иИН$еа 1)у аду о1 {l1е

тапосиКиге$ аз а сагЬоп апд епегду $оигсе.
ТЬе {дlеггеlаЕlод$Ыр ЬеЕуееп [Ье топосиКиге$ !п Ыю ехреНп1еп+а1 а$$оааЫоп фаз

геаП$еа йа Ие $иЬ«газе дерепаепсе оТ йе дгофЕЬ о1 опе $ресlе$ оп йе €гофЫ1 оГ апо-
{Ьег опе аз феН а$ у1а тегаЬоН€е$ т1гЬкЬ чгеге е$$епИа1 апд $гипи1аИдд {ас€ог$ Г01' IЬе
дгоф€Ь..аьа ехоро1у$ассЬагИе $уп1Ье$l$ М :4сйге/оЬфс/ег $р.

ТЬе $еЬйед 1пкгоЫЫ а$$оааЫоп совы дгоч1г ап4 $уп€Ье$1ге {Ье ехоро1у$ассЬагМе
ипдег ЕЬе соп4И1оп$ оГ $опюопЫпиои$ сиlЫуаЫоп ирод питегои$ ра$$аде$ а$ чтец аз
аПег а ]опд $1огаде аз а тЫеД сиКиге й 4оС. ТЫ$ Ь М(11саЫуе о1 К$ $ аЫИ1у ала сап
Ье аИгЬц1еа 1о {горЫс гЫаИоп$Ыр Ье+фееп {Ье топосиКиге$ М Ие а$$оЫаЫол.
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