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Х А Р АК ТЕ РИ СТИ КА  МУТАНТА И ИСХОДНОЙ  
К У ЛЬ ТУ РЫ  ACINETOBACTER CALCOACETICUS

Среди продуцентов белка  бактерии рода A c in e tobac te r  наиболее пер­
спективны. Они растут  на средах  с этанолом  без витаминов и н а к а п л и ­
ваю т  до 10 г/л  [1], а в некоторых случаях  до 24 г/л биомассы  [2]. Д л я  
бактери й  этого рода хар ак тер ен  более полноценный с физиологической 
точки зрения ам инокислотны й состав, чем у  больш инства бактерий д р у ­
гих родов. Особенно ценным и редким качеством является  высокое со­
д ер ж ан и е  метионина. О днако  в микробиологическом производстве бел ­
ка  бактерии рода  A c in e to b ac te r  использую тся еще в ограниченном р а з ­
мере  [3], т а к  как  их некоторые производственно-ценные качества  ниже 
потенциально возм ож ны х. П оэтом у эти бактери и  к ак  продуценты белка 
н у ж д аю тся  в улучш ении, что м ож ет  быть достигнуто с помощью мето­
дов генетики и селекции.

Ц елью  дан ной  работы  явл яется  вы деление и х ар актер и сти ка  м у т ан ­
та  и исходной культуры  A cin e to b ac te r  ca lcoace ticus  по производственно­
ценным п ри знакам .

Материал и методика
В работе  исп ользован  ш там м  A cin e to b ac te r  ca lcoace ticus  179/2 к-и, 

выделенный из сточных вод  М инского зав о д а  медпрепаратов.
Изучение культурально-м орф ологи чески х  и физиолого-биохимических 

свойств, необходимых д л я  идентиф икации выделенной бактерии, прово­
дили  согласно м етодикам , описанным в [4].

Р о д о в а я  и ви довая  п ри н адлеж н ость  исследуемой культуры  у с т ан а в ­
л и в а л а с ь  в соответствии с определителем  Б ерги  [5].

П итательн ую  и селективную  среду  д л я  вы р ащ и ван и я  культуры в пе­
риодическом процессе (на к ач а л к е  120 кач ./мин) и ч аш к а х  П етри  гото­
вили по прописи [6]. В качестве  селектирую щ его агента использовали 
монойодуксусную кислоту  (М И У  —  специфический ингибитор алкоголь- 
д ег и д р о г е н а зы ) , которую  д о б а в л я л и  перед посевом к питательной сре­
де  в концентрации 0,04; 0,06; 0,08; 0,1 %. Э тан ол  вносили непосредствен­
но перед посевом культуры  в 1 % концентрации по объему.

К ультуры  ин кубировали  в колбах  250 мл с 40 мл ж и дкой  пи татель­
ной среды на к а ч а л к а х  при 28 °С 24 ч. Н а  ч аш к а х  П етри  посевы вы дер­
ж и в а л и  в течение 5— 7 дней при 28 °С.

Удельную скорость роста определяли , как  описано в [7]. Д л я  получе­
ния статистически достоверны х дан н ы х  при вычислении удельной скоро­
сти роста п ользовались  методом наименьш их кв ад р ато в  [8].

Рост  культур регистрировали , и зм ер яя  оптическую плотность культу­
ральн ой  ж идкости  на Ф Э К -56М  ( Е ^ 50снмм ) .  К онцентрацию  биомассы 
( X )  оп ределяли  весовым методом [9], белок биомассы  —  методом Л оури 
[10]. С одерж ан и е  белк а  в испытуемой пробе у стан ав л и в ал и  по кал и б р о ­
вочной кривой д л я  бычьего ал ьбум и н а  и в ы р а ж а л и  в процентах от ко­
личества  сухой биомассы .

28



И ндукц ию  м утаций под действием УФ-лучей осущ ествляли  общ епри­
нятым методом [11].

П а р а м е тр ы  роста (удельную скорость роста ц, ч.- 1 ; продуктивность 
по биомассе  Р, г/л-ч; экономический коэффициент У, %) рассчиты вали 
по ф орм улам , описанным в [12].

Результаты и их обсуждение
Д л я  идентиф икации культуры, выделенной из сточных вод Минского 

завода  м едп репаратов , проводилось исследование культуральн о-м орф о­
логических и физиолого-биохимических свойств.

И зу ч а ем а я  культура  — грам отри ц ательн ая  к о к коб ац и лла  1,0— 1,5 X 
X 1,5— 2,5 мкм, р асп о л агаю щ аяся  п ар ам и  или короткими цепочками по
3— 4 клетки. Н а мясо-пептонном агаре  об разует  непрозрачны е бесцвет­
ные колонии с ровным краем , гладкой поверхностью и плотной конси­
стенцией; при росте на мясо-пептонном бульоне (М П Б )  вы зы вает  помут­
нение с образован и ем  пленки и осадка.

И зучение биохимических свойств показало , что исследуем ая  культу­
ра  не в осстан авли вает  нитраты  до нитритов и, вероятно, не синтезирует 
фермент  н и тратредуктазу . П ри росте в М П Б  не вы деляет  сероводорода, 
ам м и ака  и индола. Рост  на молоке соп ровож дается  образован ием  сгуст­
ка и сыворотки. Ш там м  не гидролизует  кр ах м ал  и ж елатину, не о б р азу ­
ет ацети лм ети лкарби н ол  из глю козы, не о б л а д а е т  оксидазной актив­
ностью, но синтезирует ф ермент к атал азу ;  устойчив к пенициллину.

В качестве  единственного источника углерода  и энергии культура 
использует галак тозу ,  л актозу , глюкозу, ксилозу, сахарозу , мальтозу, 
раф инозу , арабинозу , сорбит и маннит с об разован ием  кислоты; не ути­
лизи рует  органические кислоты (янтарную  и молочную ), сахароспирт, 
дульц ит  и глицерин. Т а к  как  в качестве единственного источника угл е­
рода и энергии, кроме этан ола ,  ш там м  утилизи рует  и другие органиче­
ские соединения, его мож но отнести к ф акультати вн ы м  этилотрофам.

И ссл ед у ем ая  культура  не ферментирует  углеводы  в анаэробны х ус­
ловиях  и, следовательно, м ож ет  быть отнесена к строгим аэробам . Опти­
мальной д л я  роста культуры  является  тем п ература  30— 35 °С, pH 7,0. 
Спор, ж гутиков  и капсулы  культура  не образует.

Н а  основании ком п лекса  изученных признаков  и согласно определи­
телю Берги  [5] исследуемый ш там м  179/2 к-и отнесен к роду Acinetobac- 
ter, виду ca lcoace ticus ,  который является  хем оорганотрофом  с окисли­
тельным м етаболизмом. Ш там м  характеризуется  отсутствием специфи­
ческих потребностей в ф а к то р а х  роста, разносторонностью  в использова­
нии органических вещ еств к а к  источников углерода  и энергии.

И звестно [13], что д л я  больш инства представителей  вида Acinetobac- 
te r  ca lcoace ticus  х а р а к т е р н а  уд ел ьн ая  скорость роста  0,25— 0,5 ч-1 , но

Производственно ценные показатели A cinetobacter calcoaceticus 
и его м утанта 1/0,04

П оказатели

Исследуемые к у л ьту р ы

исходная 1 7 9 /2  к-и м утант 1 /0 ,04

У дельная скорость роста р, ч.-1 0 ,4 0 0 ,5 2

Биом асса X,  г/л 4 ,2 0 5 ,36

Экономический коэффициент У, % 55 70

П родуктивность по биомассе Л  г /л -ч 1,68 2 ,7 8

К онцентрация белка в биомассе, % 6 5 ,4 6 9 ,2

Рост при:

тем пературе, °С, 28— 37 28—42

pH, 6 ,0 —8 ,0 6 , 0 - 8 , 0

концентрации этанола, об. % 1— 7 1— 7
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н екоторы е ш там м ы  могут иметь удельную  скорость роста до 0,7 ч-1 [1].
В ы делен ны й нам и ш там м  719/2 к-и имеет удельную  скорость роста 

0,4 ч-1 , концентрацию  биомассы  4,2 г/л, продуктивность по биомассе
1,68 г/л-ч, экономический коэффициент 55 %, содерж ан и е  белк а  в био­
массе  65,4 % (см. табл и ц у ) .

О дн ако  д л я  того чтобы бактерии можно было реком ендовать  для  
и сп ользован и я  в качестве  продуцентов в производстве  кормового белка, 
необходимо, чтобы их экономический коэффициент был около 70— 80 %. 
у д ел ь н а я  скорость роста 0,5— 0,6 ч-1 , а содер ж ан и е  белка  в биомассе 
не н и ж е  70 % [14].

Н а м и  бы ла  предприн ята  попы тка с помощ ью методов генетики и се­
л екц и и  улучш ить  исследуемый ш там м  по п р и зн аку  увеличения скорости 
р оста  и содерж ан и ю  белк а  в биомассе.

П овы ш ен ия  скорости роста у этанолутилизи рую щ их  бактерий можно 
д о би ться  путем вы делени я  мутантов, устойчивых к умеренным концент­
р а ц и ям  М И У  — специфическому ингибитору клю чевого ф ермента м ета­
б о ли зм а  этан о л а  алкогольдегидрогеназы . П ри  об раб отке  исходной куль­
туры  УФ лучам и  наи больш ее  число мутантов вы деляется  при степени 
вы ж и ваем о сти  культуры  0,1—-1,0 % [11]. В наш ем  эксперименте степень 
вы ж и ваем о сти  0,1 % соответствовала  дозе  облучения  УФ лучами, полу­
ченной в течение 125 с. П ри обработке  исходной культуры этой дозой 
УФ лучей на селективной среде с 0,04 % М И У  был отобран  мутант 
1/0,04. Н е о б р а б о тан н а я  УФ лучам и  культура  (контроль) на селективной 
среде  не росла.

Д л я  промыш ленного производства  белк а  важ н о , чтобы продуценты 
не только  о б л а д а л и  высокой скоростью  роста и содерж анием  белка в 
биомассе , не менее в а ж н ы  таки е  характеристики , как  терм отолерант­
ность, ацидоф ильность и устойчивость ш там м а  к высоким концентраци­
ям спи рта  (в случае  этанолутилизи рую щ их  м и кроорган и зм ов) .  Это обес­
печивает  конкурентоспособность культур при нестерильном производст­
ве, пом огает  получать не только наи больш ий вы ход биомассы, но и ор ­
ган и зовать  производство с наименьш им и м атери альн ы м и  и трудовыми 
з а т р а та м и ,  а значит, и с наименьш ей стоимостью кормового белка.

Р е зу л ь т а ты  изучения перечисленных производственно ценных х а р а к ­
теристи к  исследуемых культур (исходная и ее м утант) представлены  в 
таблиц е . О тобранны й м утан т  превосходит исходную культуру не только 
по удельной скорости роста (0,52 ч-1 против 0,4), но и по концентрации 
б иом ассы  (5,36 г/л против 4,2) и содерж ан и ю  в ней белка (69,2 % про­
тив 65). М утант  харак тер и зу ется  более высоким экономическим коэф ф и­
циентом (70 % против 55) и продуктивностью по биомассе (2,78 г/л-ч 
против 1,68) по сравнению  с исходной культурой.

И так ,  о бработка  УФ лучам и  и селекция  на устойчивость к М И У  не 
в л и ял и  на такие  п о к азатели ,  к а к  ацидотолеран тн ость  и устойчивость 
к  повы ш енны м кон центраци ям  спирта в среде (см. табл и ц у ) .

В ы деленны й нам и м утан т  менее чувствителен к  высоким значениям 
т ем п ер ату р ы  и способен к росту при 42 °С, тогда к а к  исходная культура 
при этой тем п ературе  не растет.

Т аки м  образом , в р езу л ьтате  и сп ользован ия  УФ облучения получен 
м утан т  A c ine tobac te r  ca lcoace ticus ,  устойчивый к М И У . М утант  х а р а к ­
тер и зу ется  наиболее вы сокими производственно-ценными п о казателям и  
по сравнению  с исходной культурой: повыш енной удельной скоростью 
роста (0,52 ч~]), более высокой концентрацией сухой биомассы (5,36 г/л) 
и со держ ан и ем  в ней белка  (69,2 % ) ,  высоким экономическим коэф ф и ­
циентом (70 % ) .  О тобранн ы й м утан т  не уступает  по этим качествам  луч­
шим из у ж е  известных мутантов A c in e to b ac te r  ca lcoaceticus.
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У Д К  521,5(476)
А. В. К А З Ю Ч И Ц , А. Д .  П И С А Н Е Н К О

Н О В Ы Е  Д Л Я  БЕЛ ОР УС СИИ  В И Д Ы  Ж У К О В - Д Р О В О С Е К О В  
(Coleoptera,  Cerambycidae)

Д о  настоящ его  времени на территории Б С С Р  было отмечено 116 ви ­
дов ж уков-дровосеков  (C eram b y c id ae)  [1— 5]. Н а ш и  исследования, н а ч а ­
тые в 1970 г., позволили  добави ть  к этому числу еще 18 видов. Н и ж е  
приводится  перечень новых д л я  республики видов жуков-дровосеков  с, 
у казан и ем  их общ его ар еал а .

1. M eg o p is  s c ab r ico rn is  Scop. Б р естская  обл., К обринский р-н, пио­
нерлагерь  «Салю т», V II .  1970 (К а р а с е в ) ,  1 экз.;  г. Брест, на тополе, 
20.VII. 1972 (К азю ч и ц ) ,  1 экз.

Распространение: Ю г Европейской части, К ав каз ,  З а к а в к а з ь е ,  И ран ,  
М а л а я  Азия, Сирия, Зап .  Европа.

2. R h a m n u s iu m  g rac i l ico rn e  Thery . Витебск, 15.VI. 1980 (Д он ов) ,  
2 экз.; Щ ем ы слиц а , окр. г. М инска, V II .  1980 (З у ен о к ) ,  1 экз.; г. С тары е 
Д ороги, V II. 1978 (Ч у м ако в ) ,  1 экз.;  Вилейский р-н, Б и останц ия  БГУ , 
27.VI.1980 (Тиш ечкин), 1 экз.; г. Брест, 20.VII.1972 (К азю ч и ц ) ,  1 экз.; 
больш ие серии личинок из разн ы х  пунктов Б С С Р  (К азю ч иц ).

Распространение: З а п а д н а я  и Восточная Европа.
3. P a c h y ta  lam ed  L. В и теб ск ая  обл., Ш ар ковщ инский  р-н, д. Ручей, 

на цветах, 17.VII.1970 (К азю ч и ц ) ,  1 экз.
Распространение: Голаркт.
4. A cm aeops  an g u s t ic o l l i s  Gebl. М ин ская  обл., В олож инский р-н, х у ­

тор П ечищ е, 4.VII. 1982 (С а л у к ) ,  1 экз.; В и теб ская  обл., Полтево, 3 .V I— 
7.VII.1981 (Р о м ен к о ) ,  7 экз.

Распространение: Р а н е е  отмечен д ля  Сибири, Северной Монголии, С е­
верного К итая, Северной Кореи. Н ах о ж д ен и е  этого вида в Б С С Р  зн а ч и ­
тельно р асш и ряет  его ареал .

5. Ju d o l ia  se x m a c u la ta  L. М и н ская  обл., Н а л и б о к с к а я  пущ а, оз. Кро- 
мань, 20.VII.1983 (К азю ч и ц ) ,  2 экз.; В итебская  обл., Ш арковщ инский  р-н, 
д. Ручей, 21.VI 1.1970 (К азю ч и ц ) ,  1 экз.

Распространение: Голаркт.
6. P a c h y to d e s  e r ra t ic u s  D alm . Г родненская  обл., Д ятл о вски й  р-н, дом 

отды ха «Реченька» , 8 .VII.1983 (К азю ч и ц ) ,  1 экз.
Распространение: Н а  восток до Енисея, ю ж нее  58-й п араллели .
7. P. ce ram b y c ifo rm is  S ch ran k .  Г ом ельская  обл., М озы рски й  р-н, окр. 

д. Стрельск, 11.V II. 1981 (Ж у к о в е ц ) ,  7 экз.; М оги левская  обл., окр. г. М о ­
гилева, 15.VII.1979 (К азю ч и ц ) ,  2 экз.

Распространение: Е вропа, К ав к а з ,  З а к ав к а зь е .
8. N o th o rh in a  p u n c ta ta  F. Г родненская  обл., Д ятл о в ск и й  р-н, дом от ­

ды ха «Реченька» , 21.VI.1982 (С короход) ,  1 экз.; Там ж е ,  8.VII.1983 ( К а ­
зючиц) , 2 экз.
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