


ВИДІЛЕННЯ АЦЕТОНО-БУТИЛОВИХ БАКТЕРІЙ 
З РІЗНИХ ПРИРОДНИХ ДЖЕРЕЛ 

У ході проведених робіт були ізольовані ацетоно - бутилові бактерії з різних природних джерел. Виз -
начена кількість синтезованого ними ацетону та здійснено порівняльний аналіз найбільш активних ізолятів 
ацетоно-бутиловихбактерій. 
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В ходе проведенных работ были изолированы ацетоно-бутиловые бактерии с разных природных 
источников. Определено количество синтезированного ими ацетона и проведен сравнительный анализ 
наиболее активных изолятов ацетоно-бутиловыхбактерий. 

Ключевые слова: ацетоно-бутиловыебактерии, ацетон 

During the work stains of acetone-butanol bacteria were isoia ted from different natural sources (envi-
ronments). Itwas evaluated an amount of acetone produced by bacteria. Comparative analysis of the most active 
acetone-butanol bacteria's stains was performed. 

Keywords: acetone-butanol bacteria, acetone. 

Дослідження ацетоно-бутилового бродіння бу-
ло розпочато наприкінці XIX століття. Спо-

чатку всі роботи мали чисто теоретичний харак-
тер. Практичне використання продуктів ацетоно-
бутилового бродіння розпочалося у 1913 р., коли 
бутиловим спиртом зацікавились як сировиною для 
отримання каучука. Другий продукт бродіння — 
ацетон почали використовувати в період першої 
світової війни для виробництва вибухових речо-
вин. Мікробіологічне одержання ацетону було при-
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зупинене у 80-х роках минулого століття у зв'язку 
з переходом на хімічний синтез даної сполуки [1]. 

У харчовій промисловості ацетон використо-
вується як екстрагент при виробництві різноманіт-
них продуктів. Зокрема його використовують для 
екстракції кофеїну із кавових зерен, виділення 
жирів, вітамінів та біологічно активних сполук із 
рослинної та тваринної сировини [2]. 

Нинішнє збільшення цін на нафту, продукти 
переробки якої є основною сировиною для вироб-
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ництва ацетону, вимагає переходу на дешевші дже-
рела отримання хімічних сполук, зокрема ацето-
ну. Таким є виробництво біоацетону на відходах 
харчової промисловості з використанням ацетоно-
бутилових бактерій (АББ). 

Метою даної роботи було вивчення розповсю-
дження АББ у різних природних і виробничих 
субстратах для визначення найбільш вірогідних 
джерел отримання цих бактерій та селекціону-
вання активних штамів АББ для промислового 
виробництва ацетону. 

Для виділення АББ використовували зразки 
ґрунту та ризосфери рослин відібрані з болотистої 
місцевості міста Києва та приміських районів, мул 
озер та річок, активний мул очисних споруд, гній 
великої рогатої худоби та курячий послід. Всього 
для дослідження було відібрано 86 зразків. 

Для виділення АББ використовували картоп-
ляне середовище наступного складу (г/л): карто-
пля — 200,0; глюкоза — 5,0; сульфат амонію — 
1,0; карбонат кальцію — 3,0; водопровідна вода 
[3]. Зразки розводили у стерильній водопровідній 
воді і для знищення вегетативних форм клітин 
прогрівали при 80 °С 25 хв. Після цього зразки ви-
сівали на стерильне середовище, яке було розлите 
високим стовпчиком у пробірки. Для позбавлення 
розчиненого кисню поживне середовище попе-
редньо кип'ятили. На засіяні зразки нашаровува-
ли вазелінове масло для запобігання дифузії кис-
ню у середовище. 

Попередній відбір АББ проводили візуально за 
такими критеріями: а) виділення вуглекислого 
газу, в) розрідження середовища, с) загальне освіт-
лення середовища. 

Вторинний відбір АББ проводили по наявності 
ацетону. Для цього використовували якісну реак-
цію на ацетон, яка ґрунтується на взаємодії феніл-
гідразинів з кетонами, з утворенням фенілгідра-
зонів. При наявності ацетону у досліджуваному 
зразку випадає білий осад [4]. 

Позитивні, по якісній реакції зразки, викорис-
товували для кількісного визначення ацетону. Він 
полягає у тому, що в лужному середовищі із ацето-
ну та йоду утворюється йодоформ [4]. Йод, який 
не вступив у реакцію відтитровували 0,1 М розчи-
ном тіосульфату натрію (Г^а28203'5Н20). Розчине-
ний ацетон визначали у культуральній рідині. За 
різницею, тіосульфату, що пішов на титрування 
контрольного і дослідного зразку визначали кіль-
кість йоду, який вступив у реакцію. Вміст ацетону 
розраховували за формулою: 

( А - Б ) 0,9765, мг/мл, 
де А — об'єм 0,1 М тіосульфату, що пішов на ти-
трування контрольного зразку (стерильне пожив-
не середовище), мл; Б — об'єм ОД М тіосульфату, 
що пішов на титрування дослідного зразку, мл; 
0,9675 — кількість ацетону, яка відповідає 1 мл 
0,1 М розчину тіосульфату, що пішов на титру-
вання, мг [1]. 

З активних накопичувальних культур АББ ізо-
лювали чисті культури, використовуючи синте-
тичне напіврідке агаризоване середовище на ос-
нові розчинного крохмалю наступного складу (г/л): 
пептон — 10,0; дріжджовий екстракт — 3,0; роз-
чинний крохмаль — 1,0; хлорид Натрію — 5,0; 
гідрохлорид цистеїну — 0,5; глюкоза — 5,0; оцто-
вокислий натрій — 3,0; агар — 5,0; вода дисти-
льована [5]. 

У розтитровані зразки вносили тепле напів-
рідке поживне середовище і переносили зразки у 
стерильні піпетки Пастера. Після чого кінці пі-
петок обробляли теплою сумішшю вазеліну з па-
рафіном (1:1) для запобігання висихання культу-
ри та надходження кисню. Для подальшої роботи 
відбирали зразки з вираженими ознаками аце-
тоно-бутшювого бродіння (просвітління середо-
вища навколо колонії АББ та появи пухирця газу 
над колонією АББ). 

В ході проведених робіт було перевірено 86 зраз-
ків з різних природних ніш (табл. 1). 

Таблиця 1 
Розповсюдження продуцентів ацетону 

у різних природних нішах 

№ 
п / п 

Місце відбору 
проби 

Кількість 
відібраних 

зразків 

Кількість 
зразків з 

позитивною 
реакцією 
на ацетон 

Відношення 
зразків з 

позитивною 
реакцією на 

ацетон до 
відібраних 
зразків, % 

1 Грунт хвойного лісу 18 3 16 
2 Грунт змішаного лісу 14 3 21 
3 Грунт польовий. 5 4 80 

(чорнозем) 
4 Мул р.Дніпро 5 2 40 
5 Мул о.Супій 4 4 100 
6 Торф 7 5 71 
7 Пісок кар'єрний 5 2 40 
8 Гній коров'ячий 3 3 100 
9 Послід курячий 4 4 100 
10 Активний мул 3 2 66 

водоочисних споруд 
11 Міське звалище 6 3 50 
12 Жомові ями 5 • 3 60 

(цукровий завод) 
13 Мул лісового озера 2 — 0 
14 Пісок річковий 5 - 0 

З табл. 1 видно, що всі зразки відібрані з озера 
Супій, коров'ячого гною та курячого посліду були 
позитивними пЬ здатності до синтезу ацетону. При 
дослідженні зразків відібраних з лісового озера та 
річкового піску не спостерігалось бродіння і вони 
давали негативну реакцію на ацетон. Було протесто-
вало достатньо велику кількість зразків з ґрунту 
хвойного та змішаного лісу, але лише 20% вказаних 
зразків дали позитивний результат. Загалом 44 % 
відібраних ізолятів давали позитивну реакцію на аце-
тон. При подальших пасажах близько 3 % виділе-
них АББ втрачали властивість до синтезу ацетону. 
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У стабільно позитивних ізолятів було прове-
дене кількісне визначення ацетону та порівняль-
ний аналіз найбільш активних (по ацетону) ізо-
лятів з різних природних ніш (табл. 2). Було вста-
новлено, що 22 % стабільно позитивних по син-
тезу ацетону штамів АББ продукували розчинник 
у кількості від 4,0 до 5,0 г/л. Штами АББ виділені 
з ґрунту хвойного та змішаного лісу, активного 
мулу водоочисних споруд, міського звалища та 
жомових ям продукували невелику кількість 
ацетону (у межах 0,8 - 2,1 г/л). Найбільш активні 
по кількості синтезованого ацетону штами АББ 
були виділені з польового ґрунту, мулу озера Су-
пій, торфу, кар'єрного піску та курячого посліду. 

Таблиця 2 
Продукування ацетону штамами АББ, 

виділеними з різних природних ніш 

№ 
п/п Місце відбору проби Активні по 

ацетону штами АББ 
Концетрація 
ацетону, г / л 

1 Грунт хвойного лісу г.х.л. 7 0 , 8 
г.х.л. 12 І Д 
г.х.л. 1В 1,2 

2 Грунт змішаного лісу г.з.л. 4 1,0 
г.з.л. 8 1,2 

г.з.л. 14 1,8 
3 Грунт польовий г.п. 1 3,0 

(чорнозем) г.п. 2 3,5 
г.п. 3 4,2 
г.п. 4 4,5 

4 Мул р. Дніпро м.р. 1 2,2 
м.р. 4 3,2 

5 Мул о. Супій M.Q.C. 1 2,5 
м.о.с. 2 3,3 
м.о.с. 3 2,7 
м.о.с. 4 4 Д 

6 Торф т. 1 2.2 
т. 2 3,5 
т. 3 4,0 
т. 4 4,7 
т. 5 5,0 

7 Пісок кар'єрний п.к. 1 1,5 
п.к. 4 4,0 

8 Гній коров'ячий гн.к. 1 1,3 
гн.к. 2 2,0 
г н . к . 3 1,5 

9 Послід курячий п.к. 1 2,8 
п.к. 2 4,0 
п.к. 3 3,4 
п.к. 4 3,5 

10 Активний мул а.м. 1 1,2 
водоочисних споруд а.м. 3 2,1 

11 Міське звалище м.з, 1 1,8 
м.з. 4 1,1 
м.з. 5 1,6 

12 Жомові ями ж. я. 1 1,5 
(цукровий завод) ж.я. 3 1,5 

Продуценти ацетону в основному були виділені 
з тих природних джерел, які містили у достатній 
кількості органічні речовини. Однак, ми звернули 
увагу, що наявність значної кількості продуцентів 
у тому чи іншому природному джерелі не завжди 
корелює з наявністю активних штамів. Тому була 
проведена порівняльна характеристика актив-
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ності штамів АББ, виділених з різних природних 
ніш. Ізоляти знаходились в однакових умовах і-
культивувались на однаковому середовищі (8 % 
кукурудзяний затор). Перевірялись усі позитивні 
по ацетону зразки. До уваги брали середні показ-
ники АББ виділених з різних природних джерел 
(табл. 3). 

Таблиця З 
Активність бродіння ацетоно-бутилових 

бактерій виділених з різних природніх джерел 

Місце відбору 
проби 

Час 
початку 

бродіння, 
год 

Перехід у 
другу фазу 
бродіння, 

год 

Кількість 
ацетону, 

г/л 

Загальна 
тривалість, 
бродіння, 

год 
Грунт хвойно- 7,0 . 10 ,2 1 ,03 56 
го лісу 

" :•• * ' 

Грунт зміша- 6,6 9,1 1,16 52 
ного лісу = : 

Грунт польовий 4,5 7 ,0 3 ,80 48 
(чорнозем ) 
Мул р. Дніпро 5,7 8 ,2 2,70 60 
Мул о. Супій 5,0 6,7 3 ,00 50 
Торф 4,2 7,0 3 ,90 46 
Пісок кар'єрний 5,6 8 , 1 2 ,70 52 
Гній 5,2 7,5 1,70 48 
коров'ячий 
Послід курячий 5,1 6 ,3 3,30 47 
Активний мул 6,0 10,1 1,65 55 
водоочисних 
споруд 
Міське звалище 5,6 9,0 1,50 58 
Жомові ями 6,3 9,2 1,40 60 
(цукровий 
завод) 

Отже найбільш активні продуценти ацетону 
були ізольовані з торфу, мулу озера Супій, польо-
вого ґрунту та курячого посліду. АББ виділені із 
торфу та польового ґрунту продукували ацетон у 
кількості 3,8 — 3,9 г/л, продуценти ацетону ви-
ділені із курячого посліду та мулу озера Супій про-
дукували ацетон на 25 % менше. Інші виділені 
штами АББ синтезували ацетон у менших кіль-
костях( від 1,0 до 2,7 г/л). Таким чином досліджу-
вані штами АББ е перспективними для подаль-
шого вивчення та оптимізації умов їх культиву-
вання для збільшення виходу ацетону. 

Висновки. У результаті проведених досліджень 
ізольовано 8 активних штамів ацетоно-бутилових 
бактерій. Найбільшу кількість ізолятів виділено 
із торфу та польового ґрунту. Встановлено, що 
продукція ацетону даними штамами АББ стано-
вить від 4,0 до 5,0 г/л. Враховуючи велику вар-
тість ацетону як розчинника, доцільним є проведен-
ня подальших досліджень у даному напрямку. 
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