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У Д К  576.8.095.38:577.156:663.18

Т. А . Р Я Б У Ш К О ,  Л.  Н.  Ч Е П Е Л Е В И Ч  

СОВМ ЕСТ НОЕ  К У Л Ь Т И В И Р О В А Н И Е  Д Р О Ж Ж Е Й  И БАКТ ЕРИ Й

Д л я  повы ш ения ценности белкового продукта, полученного путем 
м икробного синтеза, более полного использования углеродного  субстра
та ,  ускорения процесса и увеличения  выхода биомассы  успешно при м е
няю тся  см еш анны е культуры  м икроорганизм ов [1, 2].

С овместное культиви рование  специально подобранны х м и к роорга
низмов перспективно д л я  р а зр а б о т к и  новой биотехнологии р я д а  произ
водств биологически активны х соединений [3— 5]. Вместе с тем многие 
вопросы, связанны е с изучением закономерностей разви ти я  смеш анны х 
культур, остаю тся м ало  изученными.

Ц елью  данной работы  явилось  определение п арам етров  роста моно- 
и см еш ан ны х культур д р о ж ж е й  и бактерий при в ы ращ и ван и и  на п и та 
тельны х средах  с этанолом.

Материал и методика

В работе использованы  д р о ж ж и  C an d id a  k ruse i  (С ) ,  баюгерии Acine- 
to b a c te r  ca lcoace ticus  (АС) и ш там м  343 (343), отнесенный к роду A rthro- 
b ac te r .  Эти культуры  х ар актер и зу ю тся  сравнительно быстрым ростом 
АС, способностью н ак ап л и в ать  значительное  количество биомассы  (С), 
об р азо вы вать  стим уляторы  роста  С, 343 и не антагонистичны по отнош е
нию друг к другу.

И з исследуемых культур  составлены  ассоциации АС +  С, А С +  343 и 
С +  343, АС +  С +  343.

П и тател ьн ая  среда д л я  вы р ащ и ван и я  моно- и см еш ан ны х культур 
готовилась по прописи [6].

К ультуры  ин кубировали  в 250 мл к олб ах  с 50 мл питательной  среды 
на к а ч а л к а х  (120 кач ./мин) при 28 °С 48 ч.

О бъем  посевной культуры  (моно- или смеси) составлял  5 % за с е в а 
емого объем а среды.

П остроение кривы х роста  и определение п арам етров  роста: удельной 
скорости роста (р, ч-1), экономического  коэф ф ициента  (У, % ) .  времени 
генерации (g,  ч ) ,  продуктивности по биомассе (Р,  г /л -ч )  проводили 
аналогично [7]. К онцентрацию  биомассы  (А, г /л)  оп ределяли  весовым 
методом [8]. Кратность н ар астан и я  биомассы монокультур и ассоциаций 
определяли  по отношению конечной оптической плотности (О П ) куль
туральн ой  ж и дкости  к  начальной, измеренной на Ф Э К -56М  при 540 нм, 
белок биомассы  — методом Л о у р и  [9]. С одерж ание  белка  в испытуемой 
пробе у стан авли вал и  по калибровочной  кривой д л я  альбу м и н а  челове
ческой сыворотки и в ы р а ж а л и  в процентах  от количества  сухой био
массы.

Результаты и их обсуждение

Ц елью  первого этапа  р аботы  был подбор т ак и х  ком бин ац ий б ак те 
рий и др о ж ж ей , которые при совместном культиви ровании  обеспечива
ли бы больш ую  степень н ар а с та н и я  биомассы, чем по отдельности. 
Р езу л ьтаты  этих экспериментов представлены  в табл . 1. Все культуры 
нак ап л и вал и  м акси м альн ое  количество  биомассы  через 48 ч. П о сравне-
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нию с исходным значением  количество биомассы  увелич ивается  от 32 
до 75 р аз .  М а к с и м ал ь н а я  кратность н ар астан и я  биомассы  отмечена 
у  ассоциации С +  343. Это в 2,0 и 1,6 р а з а  больше, чем соответственно 
у  монокультур 343 и С. П рим ерно  в 42 р а з а  больш е (по сравнению  с ис
ходным значением ) н ак ап л и в ал и  биомассы  ассоциации АС +  С и АС +  
+  С +  343.

Т а б л и ц а  1
Кратность нарастания биомассы моно- 

и смешанных культур дрож ж ей и бактерий

К у л ь т у р ы

О п ти ч еск ая  п л о т н о с т ь К р а т н о с т ь  н ар а ста н и я  
биом ассы

н ач ал ь н ая ч е р е з  1 
су тк и

ч е р е з  2 
с у т о к

ч е р е з  1 
с у т к и

ч е р е з  2 
с у т о к

АС 0 ,3 2 5 ,85 10,50 18,28 32,81

343 0 ,1 9 2 ,2 8 7 ,2 0 12,00 37 ,89

С 0,41 8 ,1 0 19,12 19,76 46 ,6 3

А С + С + 3 4 3 0 ,2 9 5 ,3 4 12,30 18,41 42,41

АС +  343 0 ,25 5 ,1 3 9 ,9 0 20 ,52 39 ,60

АС +  С 0 ,3 7 7 ,7 5 15,40 20 ,94 41 ,6 2

С + 3 4 3 0,31 9 ,7 6 23 ,25 31 ,50 75 ,0 0

Т аки м  образом , согласно полученным дан ны м , наилучш ими ком би
нац иям и  культур  по степени н ар астан и я  биомассы  явл яю тся  С +  343, а 
т а к ж е  АС +  С +  343 и АС +  С, которы е были отобраны  д л я  дальнейш ей 
работы.

П о  мнению р я д а  исследователей  [2], вы яснение и использование з а 
кономерностей роста и р азви ти я  культур  в ассоциац иях  позволит повы 
сить продуктивность микробиологического  синтеза ценных д л я  н ар о д 
ного хозяйства  продуктов.

Н ам и  установлено, что кривы е роста исследуемы х монокультур и 
ассоциаций имею т хар актер н у ю  д л я  многих м икроорганизм ов S -об раз
ную форму, где  хорош о р азли ч и м ы  три стадии: л а г -ф а за ,  экспоненц иаль
ная  и стац и он арн ая .  М ы  вы явили  разл и ч и я  по времени наступления и 
п родолж ительности  ф аз  у  монокультур и их ассоциаций. Так , п родол
ж и тельность  л а г -ф а зы  у АС и С л еж и т  в п р ед елах  2— 3 ч, а у  343 она 
р астян ута  до 4 ч. То ж е  сам о е  м ож но с к азать  и об экспоненциальной 
фазе . У АС эта  ф а з а  н ачинается  после 3 ч культиви рования  и п родол
ж ается  в течение 15— 17 ч, затем  наступает  ф а за  зам едл ен и я  роста, пе
р ех о дящ ая  в стационарную . В односуточном возрасте  культура  находит
ся в стадии зам ед л ен и я  роста, которая  п р о д о л ж ается  до 30 ч, и культу 
р а  переходит в стац ионарн ую  ф азу . В 48-часовом в озрасте  она достигает  
м акси м альн ой  стац ионарн ой  ф азы . Л о г -ф а з а  у С п р о д о л ж ается  до 
20 ч, а у ш та м м а  343 растян у та  от 4 до 30 ч. В стационарную  ф азу  
культуры  вы х о д ят 'то л ь к о  на вторы е сутки вы р ащ и ван и я .

У ассоциаций АС +  С и АС +  С +  343 л а г -ф а з а  дли тся  примерно 2 ч, 
а эксп он ен ц и альн ая  —  до 15 ч. В м акси м альн ую  стац ионарн ую  фазу  
культуры  переходят  через 36— 40 ч культиви рования . И сследовани я  по 
к а за л и ,  что в ассоциации С и 343 растут  значительно быстрее, чем по 
отдельности: л а г -ф а з а  дли тся  примерно 2— 3 ч (у монокультуры  ш там м а  
343 — 4 ч ) ,  л о г -ф а за  —  до 18— 20 ч (у монокультур соответственно 22 
и 30 ч ) .  С ходны е р езу л ьтаты  при совместном культиви ровании  д р о ж ж е й  
и бактерий  получены и други м и  исследователям и  [4].

П о сущ ествую щ им  п ред ставлен и ям  [2], в заим одействие  м еж д у  м икро
о р ган и зм ам и  в см еш ан н ы х  к у льтурах  м о ж ет  р азв и в аться  по пути о б р а 
зо ван и я  гибридов или ж е  происходить посредством влияни я  друг  на
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д р у га  продуктам и  ж изнедеятельности . Эти продукты могут быть специ
ф ическими сти м уляторам и  или ингибиторами роста и разви ти я  о р г а 
низма.

Б о л ее  быстрое прохож дение всех стадий р азвития  культурам и  д р о ж 
ж ей  и бактери й 343 в совместном культивировании м ож ет  быть обуслов
лено  ростстим улирую щ им  взаимодействием  этих м икроорганизмов. О д 
нако  д л я  д о ка за тел ь с тв а  этого предполож ения  необходимы дополнитель
ные экспери м ен тальн ы е  исследования.

В л и тер ату р е  имеются дан н ы е  о том, что д ля  больш инства  ш таммов 
Ac. ca lcoace ticus  х а р ак тер н а  у д ельн ая  скорость роста 0,25— 0,30 ч-1 [10], 
од н ак о  некоторые ш там м ы  этих бактерий могут иметь удельную  ско
рость роста до 0,70 ч-1 [11]. Н акоп лен и е  сухой биомассы  варьируется  
от 3,0 до 10,0 г/л, а в некоторых случаях  до 24 г/л [12]. У дельн ая  ско 
рость роста д р о ж ж е й  рода C a n d id a  несколько ниже: 0,20— 0,30 ч-1 [13]. 
Л у ч ш и е  ш там м ы  д р о ж ж е й  на м иним альны х средах  с этанолом  растут 
с удельной скоростью роста 0,5 ч-1 , а на обогащ енны х —  0,7 ч -1 [14]. 
Н акоп лен ие  сухой биомассы  достигает  21 г/л.

Т а б л и ц а  2

Н екоторые парам етры  роста 
этанолутилизнрую щ их микроорганизмов и их ассоциаций

К у л ь т у р ы
У д е л ь н а я  с к о 

р о с т ь  р о ста  
— 1И, ч

С у х ая  
биом асса 

А', г / л

П р о д у к -  
ти в н о сть  
Р,  г / л - ч

В р ем я  
ге н е р а ц и и  

g.  ч

Э к о н о м и ч е 
ский  к о э ф ф и 
ц и е н т  Y ,  %

Б е л о к , %  о т  
с у х о й  б и о 

массы

АС 0 ,3 2  +  0 ,0 3 8,01 2 ,5 6 2 ,1 6 52 ,35 55 ,99

С 0 ,2 2  +  0 ,01 7 ,7 8 1,71 3 ,15 50 ,85 57 ,53

343 0 ,2 0 + 0 ,0 2 6 ,7 0 1,34 3 ,46 4 3 ,7 9 55 ,75

АС +  С 0 ,4 5  +  0 ,01 8 ,2 5 3,71 1,54 53 ,92 64 ,22

С + 3 4 3 0 ,3 9 + 0 ,0 1 9 ,3 7 3 ,65 1,78 61 ,2 4 68 ,48

А С + С + 3 4 3 0 ,4 5  +  0 ,0 2 8 ,4 3 3 ,7 9 1,54 55 ,10 67 ,52

В р езультате  изучения п ар ам етр о в  роста моно- и см еш ан ны х культур 
д р о ж ж е й  и бактерий мы получили следую щ ие дан н ы е  (табл. 2 ) .  Среди 
монокультур наибольш ей удельной скоростью роста (0,32 ч -1) о б лад ает  
б актери альны й ш там м  АС. З а  48 ч. он н ак ап л и вает  8,01 г/л  сухой био
массы. Н есколько  меньш ую  удельную  скорость роста имеют ш таммы 
343 и С: 0,20 и 0,22 ч-1 . К онц ентрац ия  биомассы  у  этих культур  с о 
ставляет  6,7 и 7,78 г /л  соответственно.

С реди смеш анны х культур  м икроорганизм ов наи больш им и скоро
стями роста об лад аю т  ассоциации АС +  С и АС +  С +  343 (0,45 ч-1 ), кото
рые за  48 ч культиви рования  способны н ак ап л и вать  8,25 и 8,43 г/л  сухой 
биомассы соответственно. Н есколько  меньшую удельную  скорость роста 
имеет ассоциация С +  343 (0,39 ч-1 ); это, вероятно, обусловлено и м ень
шей удельной скоростью роста в монокультурах.

С р авн и вая  удельны е скорости роста монокультур и ассоциаций, м о ж 
но отметить, что совместное культиви рование  двух  или трех  м и к роорга 
низмов способствует увеличению  скорости роста (например, в м онокуль
турах  АС и С — 0,32 и 0,22 ч-1 , .а  в ассоциации АС +  С она возрастает  до 
0,45 ч -1), повышению продуктивности, уменьш ению  врем ени генерации. 
П родуктивность ассоциации АС +  С по биомассе в 1,45 р а з а  превосходит 
продуктивность м онокультуры  АС и в 2,17 р а з а  — С. П родолж ительность  
генерации при совместном культиви ровании  АС +  С ум еньш ается  на
28,7 % (в 1,4 р аза )  по сравнению  со временем генерации у  АС и на 
51,11 % (в 2,04 р а з а )  по сравнению  с С. Экономический коэффициент 
(или эф ф ективность исп ользован ия  субстрата)  У  в см еш ан ны х  культу 
р ах  выше, чем в м он окультурах  (например, У  д л я  С — 5 0 ,8 % ,  д л я
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ш там м а  343 — 43,79 %, а д л я  ассоциации С +  343 У соответствует 61,24 %'. 
Экономический коэфф ициент монокультур не очень высок: 43,79— 
52,35 %.

К а к  видно из табл . 2, содерж ан и е  белка  в сухой биомассе монокуль
тур составляет  55,75— 57,53 %, что соответствует дан ны м  [15] и выше 
дан н ы х  [16]. С о д ер ж ан и е  белка  в сухой биомассе  у  ассоциаций увели
чивается  и достигает  64,22— 68,48 %.

Д л я  исп ользован ия  м икроорганизм ов в качестве  продуцентов корм о
вого б елк а  необходимо, чтобы их экономический коэфф ициент был око
ло 70— 85 %, у д ел ьн ая  скорость роста — 0,5— 0,6 ч-1 , а содерж ан и е  б ел 
ка в биом ассе  — не ни ж е  7 0 %  [17]. Н аи б о л ее  близки  к этим производ
ственным п о к а за те л я м  ассоциации С +  343 и АС +  С +  343.

С ум м ируя  излож енное, мож но сдел ать  заклю чение, что совместное 
культиви рование  д р о ж ж е й  и бактерий на питательной среде с этанолом  
способствует повыш ению  производственно ценных п о к азател ей  (удель
ной скорости роста, экономического коэф ф иц иента , продуктивности по 
биомассе и со дер ж ан и ю  в ней б ел к а ) .
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Б. А . Т А Т А Р И Н О В ,  Л .  Н.  Ж У К О В С К А Я

В Л И Я Н И Е  О З О Н Н О Й  О Б РА БОТ К И ЛУКА  
НА ЕГО П Р О Р А С Т А Н И Е

Д л я  с о кр ащ ен и я  потерь  плодов и овощей в процессе  хранения  пред
л а гае тс я  проводить  периодическую  об р аб о тку  продукции озоном [1, 2], 
однако  специ ф и ка  и м еханизм  воздействия озона на биологические о б ъ 
екты изучены недостаточно, что ограничивает  распространение  этой тех
нологии. О зон к а к  сильны й окислитель  о б л а д а е т  в ы р аж ен н ы м  антисеп
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