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Показано. что нммобилк38цня клеток М/сгососсв$ $р. методом адсорбцнн на
крупнопористцх носителях позволят интенскфицкровать процесс синтеза дкэо-
до;!ис8харидов {ЭЯС}. У@аиоыено, что отсутствие тети в !(Ж., содержа
щей ЭПС, наблюдался при введении в реактор с кммобиншзованннми клетками
!итательной среды. не содержащей источника аэотного питания. Обрдзованнр
ЭПС нв икх сред8х на }ё-16 % меньше, чем их нахомеяие на поднокей-
ннх средам.

Увеличение синтетической активности биокатализаторов (клетки, фер-
ментные системы, ферменты и т. п.) может быть достигнуто путем им'
мобилизации микробних клеток продуцентов первичных н. вторичных ме-
таболитов на специфических носителях, -

Использование иммобклизованннх клеток позволяет получать бескле-
точную КЖ., что исключает сложные процедуры отделения обраэуемого
продукта от клеток [1] .

В настоящее время палучейие с помощью иммобилизованных на по-
ристых носителях клеток высокомолекулярннх соединений, в частности
ЭПС не достаточно нэучено [2, 3] .

Целью работы явилось изучение способности образования ЭПС иммо-
билизованными бактериальными клетками Мгсгососси$ $р., закремен-
ными на рамичних пористих носителях.

УСЛОвиЯ ЭКСЙЕРИМЕ}ПА

В работе использовали культуру Л(1сгососси$ $р., выделенную из
активного ила станции биологической очистки сточных вод нефтепере-
рабатывающего завода. В качестве носителей применяли песок, активи-
ровацный уголь. немодифицированннй силохром с величиной пор в части-
цах 3, 4 и 2 мкм, соответственно, и размером частиц 300--500 мкм.

Для иммобилизацни использовали микробнне клетки в логарифми
челкой фазе роста, выращенные на мясо-пептонном угаре (18 ч роста).
Иммобилизацию осуществляли следующим образом: в колонку с носи-
телем (реактор) добавляли клеточную суспензню, Содержащую (2,0--
3,0) ]0ч кл./мл и выдерживали в течение 4--6 ч. Степень иммобилизации
определяли по величине оптической плотности клеточной суслензии (с по-
следующим пересчетом на АСВ) на входе и выходе из колонки, заполнен-
кой носителем. Количество нммоби.пиэованних клеток в каждом реактора
составляло 0,50:Е0,05 г АСВ. В контрольных опытах в реактор вносили
такое же количество свободных клеток.

Для изучения сияния состава сред на биосинтетиче9кую актив-
ность культуры (образование ЭПС и биомассн) применяли среду 1, со-
держащую, г/л: МН4С1 -- 0,б; МВ$0+.7Н20 -- 0,4; СаС12'2Н20 -- 0,0Ь
Ре$0;.7Н20 -- 0,0Ь Ма2НРО4' 12Н20 -- 7,24; КIЬРОф -- 3,54, й среду Н,
о'гличающуюся о'г среды 1 тем, что вместо фосфорннх солей использо-
!али фосфорную кислоту в эквимолярной концёнтрации по фосфору.
В качестве источника углёродного питания использовали этанол (2 об.%).
Культивирование осуществл+ми в течение 4 сут на качалке (220 мин'')
при 30' и рН 6,8 --7,0. В процессё культивирования на среде Н нужное зна-
чение рН достигали добамением 1 М МаОН или КОН. .По окончании
культивирования КЖl, содержащу10 ЭПС, с.давали. к нммобилнзованним



(
Ц

йеотехнология. 1987, том З. Н9 З 387

клеткам добавляли свежую среду (эту операцию проводили пятикратно) .
В КЖ определяли уровень накопления биомассы клеток и ЭПС. Выращи-
вание свободных клеток осуществляли в тех же умовиях. что н нммофи
лизованных.

Количество иммобнлкзованной биомассц определяли поте смнва кле-
ток с носителей буфером высокой конной силы (Ма фосфатниД буфер,
рН 7,6, содержащий 1 М ЫаС1). Процедуру смывд иммобилнзбванннх
клеток проводили 'грнжд13; количество иммобниизованных н свободных
кле'гок определяли по величине оптической плотности клеточной суспен-

Удельную скорость роста клеток (р) и образования ЭПС ((г) рассчи-
тывал.ц.по.методике [4] , количество синтезированных ЭПС -- как в ра-
боте [5] . Состав мондсахаридов ЭПС определяли с помощью бумажной
н газожидкостной хроматографии (ГЖХ) 16] ; концентрацию этанола --
методом ГЖХ на 1роматоЪрйфе <Цвет14; ё пламенно ионизационным
детектором (колонка 2 м, твердый носитель -- цедит-545, неподвижная
жидкая фаза -- ПЭг-400 (20 %), газ-носитель -- гений, температура

зии

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено. что Л#гсгососс $ $р. при периодической культивиров8нии
на жидкой минеральной среде с этанолом в качестве единственного источ-
ника углерода синтеэирует ЭПС. Определено, что в состав ЭПС входят
следующие моносахара: глюкоза, манноза, галактоэа, ксилоза. арабиноза.
рамноза в соотношении 3,00:3,64Д ,00:0,30:2,40:0,42. Известно, что эффек-
тивное удержание меток -- продуцентов ЭПС на пориетом носителе воз-
можно, когда величина пор носителя больше 0,5 мкм. а частиц = от юO
до 600 мкм [2] . Показано, что применяемые носители (песок, активиро'
ванной уголь, немодифицированный силохром) удовлетворяют этим тре-
бованиям. Степень иммобилизации клеток на них составля.ла 90 %.

Проведенные исследования показали, что после первой генерации им-
мобнлиэованных клеток. Мйгососсиs sр- кlльтивир.уемых на среде 1.
уровень образования ЭПС ими ниже. чем у'свободных клеток, вкращенных
в ндентичных условиях. Однако при последующих добавленийх свежей
среды наблюдается стабилизация процесса синтеза ЭПС и уровень его
выше, чем в случае культивирования свободных клеток (табл. 1).

Установлено, что хранение иммобилизованных клеток )Иlсгдсос.сггs $р.
в течение 72 дней на указанных носителях при +4' позволяет сохранить
жизнеспособность культ'ры (табл. 2) .

Таблица 1 Таблица 2
Кктекшвкость обршовавия ЭПС ияв'ф
билмэова11ннми й1еткыш МЪюфеид$
вр. в вавискмоети о? срока кх хр&пення

Образование ЭПС иммобилизованнимн н свободвнмв хд€тхаин в вр.

Образование ЭПС, г/я
прн последова'гедьных

вроцедур8х звиенц среди
на свежую, раз

Носитель

Песок 2.70
Уго.дь активиро- 2.40
важный
Силохром немоди- 2.65
фмцировакный

3,75 3,80 3.75
3.20 3.30 . 3,30

3,75 3,75 3.80

Песок
Уго.пь акти-
вированннй
Силохром не-
модифициро
вамннй

Без кйитмя
(сво®дкие
тетки)

3,75
з.зо

3,80

3.20

3.75

з,ОбБез носителя 3.]5
(свободные тет-
ки)

3.20 3,25 3.20 3.20

5+
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Таблица З
иетфчной биои8Симё$ ЭПС Я

иихн киитицфоввны1
еос«ю

эпС.
г/л

Песок 1

И
1

1

Ц

1

И

3:90
4,20
3,84
з,®
4.20

'4.3Б

3,76
4,06
з,зо
2,86
3,80

+, 10

Уголь акгивкровайпиА

Немодифнцированний силе.
крон

Без носителя (свободные
к.диж)

3.80

3,96

3,20

3,48

Природа носителя и среды влияет не только на уровень синтеза ЭПС,
но к на накопление продуцентом биомассн (табл. З).

Показано, что иммобилизованнне клетки размножаются в пита'юльноД
среде, о чем свидетельствует значительное содержание нх бномассиl
в КЖ. (см. 'табл. Э).

При использовании иммобилизованных клеток Л4йгососсиs $р. интенси-
фицируется процесс по'грейпения субстрата (рис. 1).

М.аксимальная скорость потребления этанола клетками., закреплен-
ными ка носителях, составляет 0,5 мл/ч, свободными .г 0.4 мл/ч. . l

Изучение динамики роста и образование ЭПС как свободными, така
и иммобилизованннми клетками Мгс+ососси$ $р. показало, что максималь-
ные удельные скорости роста популяции н синтеза ЭПС во времени не сов-
падают. что харак1'арно для синтеза микроорганизмами вторичных ме'га-
болитов (рис. 2).

КУльтивирование свободных клеток Л#гсгососс1г$ sр характеризуется
длительной лаг-фазой и сравнительно короткой логарифмическ9й фазой
Ркс. 1. Динамика потребления накала
иммобнлиюванннми и свободными

клетками Л{1сгососси$ ар.:/'-- ёвободнне клетки: г -- кйеткя. им-
кобклязов8яние на песке; 8 -- кде'гкн. нм-
мобидиэовакние на немадифнцироваинфм

склохроие

\,Ф5
с+

'(ОИО

а®

Рнс. 2. Удельная скорость роста ц (/)
и обраюЁакия ЭЯС е {'2). кижобядию
вйнннин ка песке (&'),' Йемошфицнро-
ванном силохроме ('6) к сюбоднымн

(в.) кле'гкамк Л1&гососс#$ др.

0 16 'И Ф И
фелй. ч

д 0 2+ Л ф . # я
д'ею. ф

]
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роста. При куль'гнвировднии иммобилизованных - клеток практически от-
сутствует лаг-фаза и продолжите.дьность логарифмической фазы роста
увеличена. Максимальная удельная скорость роста и синтеза ЭПС у иммо-
йинэованних клеток Л#:сгососс1гs $р. выше, чем у свободных. При куль-
тивировании свободных клеток значение р на 34-м часу. роста составляло
0,08 ч'', а максимальная удельная скорость синтеза ЭПС на. 44-м часу
рос'га -- 0,055 ч 'ь. при культквировании Ъммоби.пизованннх клеток на пес-
ке значение р равно;0,13 ч-'. а на силохроме -- 0,Н ч'', зарегис'грировано
на 12-ом и ю-ом часу роста культуры, соо'гветственно. Значения макси-
мальной удельной скоросТ.и син'реза ЭПС иммобнлизованннми клетками
составили на песке 0,0? ч-ч, на силохроме 0.065 ч'1 на 20-м и на 1.8 м часу
роста культурьц соо'гветственно.

В ли'юратуре имеются сведения о возможное'и смещения синтеза вто-
рич.ных метаболитов из стационарной в лоГарифмическую фазу рос'га,
что определяется влиянием ряда внешних факторов на процесс культн-
вирования продуцентов биологически активных веществ [7] . Выбранные
условия культивирования иммобилизованных клеток Мйгососси$ $р. по-
зволили сместить синтез ЭПС (вторичного метаболита) к более ранней
ростовой фазе культуры. Можно предположить, что смещение удельной
скорости синтеза ЭПС у иммобилизованных клеток Мйгососси$ р.
обусловлено их большей скоростью роста и, следовательно, физиологи-
ческой активностью клеточной популяции по сравнению со свободными
клетками. Видимо, при иммобилизации клеток происходит селекция куль'
туры, обладающее повышенным и сбалансированным с ростом . спите'
зом ЭПС.

Иммобклизованнне клетки различных видов микроорганизмов, поме.
щеннне в полноценную среду, образуют ЭПС в течение всего процесса
роста (например, ХапlЛотопв$) или только в стационарной фазе (на-.
пример, Д/йго&йгт, Л/са!!ВВ/гв$, ЛВго&асlвйкт) . В случае использования
последних возможно получение ЭПС, не содержащего Клеток [2] . На без-
азотистой среде иммобилизованные клетки. находящиеся в фазе ак'гив-
но1'о образования ЭПС, продолжали синтезировать ЭПС без накопления
клеточной биомассн, т. е. представляли собой полиферментные системы,
функционирующие с образованием ЭПС (ркс. З) .

Однако при этом наблюдается неlсоторое снижение конечной кон-
центрации ЭПС. Так, количество ЭПС, еин'юзированных иммобилизован-
ными клетками, Уменьшается на 15--20 % при ферментации на без-
азотистой среде, в то время как при культивировании свободных клеток
в идентичных условиях наблюдается снижение концентрации ЭПС бо-
лее чем в два раза. .

[

Рие. З. Образование биомасси и ЭПС
иммобидизованными ка песке (А)., не-
модифицированном силохроме (Б) и
свободными(В) клегкайи Мйгосо-
сск$ $р. при последова'гельной смене

сред (/, 2, В);
/, З -- среда 'Ь 2 -- среда 1 6ф ясточнккг

8Э0ТН0Г0 ПИТаНИЯ
Г

1.2 3 .{ 23'
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При замене безазотис'гой среды е накопленный в ней ЭПС на свежую
порцию беза+отистой среди наблюдается Снижение на 50 % количества
еинтезнруемого продукта, однако
полностью восстанавливается
Среды (см. рис. З) .

Таким

50 % количества
активность клы'оl

азотеодержаще1прк
биосинтетическая
введении В реал'ор

смены сред (азотсоl
держащих и безазотистых) позволяет сохранить жизнеспособность куды
туры Лгlсгососси$ $р. и уровень синтеза ею ЭПС. При
получение КЖ,

возможна
свободной от меток, ЧТО исключает на этапах выделения

целевого продукта трудоемкую стадию отделения его от клеток. Получена
результаты показываю'г

образом, осуществление периодической

$Р. уровень си нтеза этом

ные целесообр,азнос'гь применения
важных клеток Л4[сгососси$ $р. для получения ЭПС.

Поступила ю.07.86l

иммобилизо-
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ДЕПОниРОВАНО В0 8НИИСЭНТИ

УДК 663.1.0Ц.5.001'.2

Опреде.пение энергии активации роста дрожжей по результатам периодкческога ку'
льтквированкя. Арзамасйев А. А. -- Тамбов: Тамбовский ин-1' хим. машиностроения,
1986. -: ю с.. ил. :.- Библиогр.: ю назв. -- (Рукопись дей. во ВНИИСЭНТИ 28 окт. 1986 1'.
Мд 348 мб-Деп. 86).

По резуль'датам периодического культнвировдЬия определено значение энергии ак-
тивации Е мя роста смей:анной культуру дрожжей. используемой в промышленности.
В дка:паэбже температур от 24,5 до 30' С Ем68000 Дж/моль, 8 значение предэкепонеп-
циадьь01'о мнояите.ля состав.лает 1,47.юн ч--Ц Определены также величины (Э н фю.
Их чнсленные значения соответивфнно составили: (Эж Ь095; ф10=2,4. Определение этих
параметров поэволяе'г прогнозировать изменение максимальной удельной скорости роста
дрожжей в. широких диапазока1 изменения т'емлературн.


