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У Д К  579.6 :577.1
Т. E. Л О Б А Н О К , Л . Ф. И Г Н А Т О В И Ч

РОСТ БАКТЕРИЙ Р А З Л И Ч Н Ы Х  ВИ ДО В  
НА П ОС ЛЕ СП ИР ТО ВО Й Б А Р Д Е

Х арактерн ой  особенностью м икроорганизм ов является  разнообразие  
типов питания, что позволяет  использовать д ля  их культивирования 
различны е питательные среды. П ри вы боре сырья, используемого д ля  
в ы р ащ и в ан и я  м икроорганизмов, исходят из принципов его деш евизны, 
безвредности  и восполнимости. С этой точки зрения особый интерес 
п р ед ставл яет  использование отходов различны х производств и, в ч аст 
ности, отходов пищевой промышленности.

Н екоторы е отходы переработки  пищевых продуктов (картоф ельн ая  
мезга, соковые воды картоф еля ,  мблочная сыворотка, меласса  и др.) 
использую тся д ля  вы ращ и ван и я  микроорганизмов и получения м икроб
ного белк а ,  другие скарм ли ваю тся  скоту в нативном виде или вы б р асы 
ваю тся. К  числу последних относится отход спиртового производства — 
б арда .

Б а р д а  представляет  собой слож ную  гетерогенную систему, состоя
щую из ж идкой и твердой ф аз, в состав которых входит целый комп
лекс  соединений. П оскольку  д л я  изготовления спирта используются р а з 
личные виды пищевого сырья, состав послеспиртовой барды  неодина
ков. Б а р д а  в среднем состоит из 90— 96 % воды и 4— 10 % сухих ве
щ еств, вклю чаю щ их клетчатку , гемицеллюлозу, кр ах м ал ,  спиртораст
ворим ы е сах ар а ,  декстрины, пентозы, пентозаны, жир, а т а к ж е  неболь
шие количества аминокислот и м инеральны х солей [1]. Ввиду того, что 
б ар д а  содерж и т  все необходимые д ля  роста микроорганизмов вещества, 
целью  настоящ ей работы явилось изучение ее пригодности д ля  исполь
зо ван и я  в качестве питательной среды д ля  культивирования  бактерий, 
п р и н ад л еж ащ и х  к различны м  таксономическим группам.

Материал и методика
Д л я  вы ращ и вания  бактерий в качестве  ж идкой  питательной среды 

использовали  пшеничную барду, которую разводили в четыре р а за  ди
стиллированной водой, после чего pH  доводили до 7,2. П редвари тельно  
бар д у  центрифугировали  д ля  освобож дения  от твердой фазы. Плотную 
питательную  среду готовили путем добавлен и я  к отцентрифугированной 
и разведенной водой барде  а г а р -а г а р а  (15 г на 1 л б ар д ы ) .  Среды сте
р и ли зовали  дробно путем двукратн ого  автоклави рован и я  при 0,5 атм 
по 20 мин.

Д л я  контрольных посевов исп ользовали  ж и дкую  полноценную пи та
тельную  среду (А М П -бу л ьо н ) , приготовленную на основе аминопептида 
но прописи: 450 мл аминопептида; 9,0 г NaCl; 18,0 г ферментативного 
пептона; до 1,8 л дистиллированной воды, pH 7,2; и агаризованную  сре
ду, т а к  назы ваем ы й рыбный агар  (Р А ) ,  приготовляемый из гидролиза
та кильки  по стандартной прописи.

Д л я  обогащ ения барды  исп ользовали  две прописи солей, первая  из 
которы х (среда К ан еда)  [2] вкл ю чал а :  (г/л) (N H 4) 2S 04 2,0; N aC l 0,5;
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M g S 0 4 • 7НгО 0,025; F e S 0 4 0,01; K H 2P O 4 (безводный) 2,0; в торая  (среда 
№  10) [3] п р ед став л я л а  смесь солей: (г/л) (N H 4) 2S 0 4 3,0; К Н 2Р 0 4 (без
водны й) 4,0; К 2Н Р 0 4 (безводный) 3,0; M g S 0 4 - 7М20  0,1; A l2(S 0 4) 3, 
F e S 04 • 7 Н 20 ,  Z n S 0 4 • 7 Н 2О по 0,5 мг на  1 л барды.

Условия культиви рования  бактерий на б ар д е  и бульоне, приготов
ленном на основе аминопептида, были однотипны: петлю культуры  вно
сили в 3 мл ж и дкой  питательной ср едц ,  посевы ин кубировали  в течение 
ночи при темп ературе , оптимальной д ля  изучаемы х бактери й  (37 и 
28 °С), ночные культуры разводили  1 : 10 (общий объем 10 мл) свежей 
питательной  средой и вы р ащ и в али  в колбочках  на 50 мл на к а ч а л к е  при 
оптим альной  д л я  ш там м а  тем п ературе  в течение 30 ч, после чего опре
д ел я л и  количество ж и вы х  клеток  в мл культуральной  ж и дкости  путем 
вы сева  проб из соответствующ их разведений на плотную питательную  
среду  (рыбный агар  или агар, приготовленный на основе б ар д ы ).  В про
цессе культиви рования  бактерий регистрировали изменение pH  среды.

Н акоп лен и е  микробной биомассы определяли  весовым методом [4].
В качестве  тест-культур исп ользовали  б ак тери альн ы е  ш там м ы , све

д ения  о которы х представлены  в табл . 1.

Т а б л и ц а  I
Характеристика использованных в работе штаммов бактерий

Ш таммы Генотип М есто получения

P s . sy rin g a e  345 прототроф В Н И И ф итопатологии, ст. Голицино

Ps. pu tid a  В-21 то ж е
И нститут биохимии и физиологи м икроорганиз
мов. Пущ ино

P s. fluorescens 32 »
П роблем ная лаб оратория экспериментальной 
биологии БГУ  имени В. И. Л енина, М инск

E. ca ro to v o ra  8526 » И нститут микробиологии АН УССР, Киев

E. herb ico la  E H -103 »
М еж дународная  коллекция фитопатогенны х 
бактерий, СШ А

P s. aeru g in o sa  PAO-1 В Н И И генетика

E. coli K-12 B-588 lys то ж е

В ас. su b tilis  B-103 trp —  » —

E. coli K-12 W  1485 m et И нститут общ ей генетики АН СССР, М осква
E. ca ro to v o ra  8526 his П олучен из ш там м а Е. caro tovora  8526 в л а 

боратории М инского опорного пункта В Н И И 
генетика

Результаты и их обсуждение

П ервон ачальн о  б ы ла  изучена способность прототрофных бактерий 
р азличны х видов расти  на барде , разведенной водой в четыре р аза ,  и 
ф орм ировать  колонии на агаризованн ой  среде того ж е  состава. Те ж е  
ш там м ы  п ар ал л ель н о  в ы р а щ и в а л и  на А М П -бульон е  с последующ им вы 
севом на ры бны й агар  (Р А ) .  Все ш есть изучаем ы х культур могли 
использовать  в качестве  пищевого субстрата  барду, разведенную  в че
ты ре  р а з а  водой (табл. 2 ) .  О д н ако  в больш инстве случаев после 30 ч 
ин кубировани я  бак тери альн ы х  культур  число клеток в мл барды  на п о р я 
д о к  меньше, чем количество кл ето к  в мл среды на основе А М П -бульона.

В процессе роста изучаем ы х б ак тер и ал ьн ы х  ш там м ов  н аб л ю д ало сь  
подщ елачи ван и е  к а к  А М П -бульон а , т а к  и барды  с pH  7,2 до 8,0— 9,0 и
7,5— 8,0 соответственно. П ричем  чем активн ее  росли культуры, тем силь
нее изм енялось pH  среды в щ елочную  сторону.

С ледует  т а к ж е  отметить, что на агаризованн ой  среде, приготовлен
ной на основе барды , колонии ф орм и ровали сь  позж е, чем на рыбном 
агаре . К а к  прави ло , д а ж е  на вторы е сутки величина колоний, о б разо -
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Т а б л и ц а  2
Результаты  выращивания прототрофных бактерий на различных средах

Число кл/мл на различных средах

Штаммы
АМП-бульон барда канеда № 10

P s. sy rin g a e  345 2, M O 9 4 ,8  • 10s 4 ,5  • 10s 3 ,8 -1 0 s

Ps. p u tid a  В-21 1 ,9  • 109 4 ,7 .1 0 s 5 ,5 .1 0 s 5 , 8 - 10s

P s. flu o rescen s 32 7, Ы 0 9 3 ,3 .1 0 s — —

P s. a e ru g in o sa  PAO-1 4,7-10» 3 ,3  ■ 109 2 , 3 - 109 2,1-10®

E. herb ico la  E H -103 5 ,0 - 109 6 ,4  • 10s 1,2-10® 4,9-10®

E. ca ro to v o ra  8526 3 ,6  -109 1,1-10» 4 ,4 -1 09 4,4-10®

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл . 3, 4 приведены средние величины трех  изм ере
ний; в скобках  у казан а  кратность разведения барды  водой; прочерк — измерение не 
проводилось.

вавш и хся  на плотной питательной среде, приготовленной на основе б а р 
ды, б ы ла  меньше, чем колоний, ф ормирую щ ихся на рыбном агаре.

О богащ ение  барды  комплексом  м инеральны х соединений [2] и [3] не 
привело  к  увеличению числа б ак тери альн ы х  клеток по сравнению  с т а 
ковым при культивировании ш там м ов  на необогащенной б ар д е  (см. 
табл . 2 ) .  Исклю чение составил ш там м  Е. herb ico la  ЕН-103, число к л е 
ток которого в мл барды  увеличилось после добавления  к ней м и н ер ал ь 
ных добавок.

Т а б л и ц а  3

Результаты выращивания ауксогрофных штаммов 
на различных средах

Число кл/мл на различных средах

Штаммы
АМП-бульон барда ( 1 : 4) барда (1:2)

E. coli W 1485 m et 6 ,1  • 109 7 ,6 -1 0 ° ---

Вас. sub tilis  B-103 trp 8 , 1 -10s 2 , 3 - 10s 1 ,9 - 10е

E. coli B-558 lys 4 ,2-10» 1 ,1-10° 1,1-107

E. caro to v o ra  8526 his 5,4-10® 1 ,3 -Ю 9 6 , 7 - 10s

О тсутствие стимулирую щ его эф ф ек та  комплекса м инеральны х солей 
на рост культур могло свидетельствовать  о том, что б ар д а  содерж ит  в 
своем составе  достаточное количество неорганического азота , ф осфора и 
других элементов, но в ней недостает  каких-то органических компо
нентов. С целью  проверки этого п редполож ен ия  были проведены экспе
рименты по вы ращ и ван и ю  в барде  бактерий , зависи мы х по некоторым 
ам инокислотам  (табл. 3). К а к  видно из дан ны х табл . 3, метионин и л и 
зин со дер ж атся  в б^рде  в недостаточном количестве, в то ж е  врем я 
к он центраци я  тр иптоф ана  и гистидина позволяет  расти б актери ям , з а 
висимым по этим ам инокислотам . П овы ш ение концентрации ам инокис
лот з а  счет меньшего разведен ия  б ард ы  водой (в два  р а з а )  прак ти че
ски не о т р а ж а л о с ь  на эф ф ективности  роста бактерий, зависи м ы х по 
триптоф ану  и гистидину, и способствовало  росту бактерий, зависи м ы х 
по лизи ну  ( с м . т а б л . 3).

П оскольк у  сам по себе ф а к т  роста бактерий  на барде  ещ е н едоста
точен д л я  заклю чен и я  о пригодности этого пищевого субстрата  д ля  
культиви рования  м икроорганизм ов, бы ла  изучена продуктивность неко
торых ш там м ов  бактерий  на барде  в сравнении с таковой  на А М П -
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Т а б л и ц а  4

Накопление микробной биомассы на различных средах

Биомасса, г /л

Ш таммы
А М П-бульон барда ( 1 : 4 )

Ps. sy rin g a e  345 1 ,8 0 ,4

Ps. pu tid a  В-21 1 ,4 0 ,4

Ps. aeru g in o sa  PAO-1 4 ,3 1 ,0

E. ca ro to v o ra  8526 3 ,3 0 ,6

E . herbicola  EH -103 2 ,5 0 ,5

бульоне, регистрируем ая  по накоплению  биомассы. К а к  видно из табл . 4, 
вы ход  биомассы  бактерий, культивируемы х на барде, был в несколько 
р а з  ниже, чем при вы ращ и ван и и  их на полноценной среде, приготов
ленной на основе аминопептида.

Т аким  образом , из результатов  проведенного исследования очевидно, 
что послебпиртовая б ар д а ,  я в л я ю щ а я с я  отходом производства, мож ет 
служ и ть  субстратом  д ля  в ы р ащ и в ан и я  бактерий, п р и н ад л еж ащ и х  к р а з 
личны м таксономическим группам, независим ы х по ф ак то р ам  роста. 
О д н ако  в силу незначительного накопления  на ней микробной биом ас
сы, использование ее д л я  получения микробного белк а  нецелесообразно.
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В. В . Ч Е Р Н И К

ОСО БЕННОСТИ РА ЗВ И Т И Я  И СТРОЕНИЯ З А Р О Д Ы Ш Е Й  
У Л И П  Е В Р О П Е Й С К О Й  И М ЕЛ К ОЛИ СТ НО Й  

(Ti l ia Europaea L., Т. Cordata Mill .)

Л и п а  имеет больш ое значение  в зеленом  строительстве. Это одна из 
наи более  теневы носливы х и газоустойчивых пород. Р астен и я  хорошо пе
реносят  условия  городской среды. Р а зм н о ж а ю т с я  главны м  образом  се
менами. О д н ако  д л я  семян х ар актер ен  ком бинированны й покой, обуслов
ленны й действием нескольких м еханизм ов [1]. И золи рован н ы е  зароды ш и  
к  норм альн ом у  росту т а к ж е  не способны; их удается  прорастить лишь 
при использовании искусственной пи тательной  среды [2]. Д л я  пон и м а
ния причин глубокого покоя необходимы к а к  физиолого-биохимические, 
т а к  и анатом о-м орфологические  исследования  (в том числе и исследо
в ан и я  особенностей строения з а р о д ы ш а  на разли ч н ы х  стадиях  эм б р и о 
ге н еза ) .  И м ею щ иеся  в л и тер ату р е  анатом о-м орфологические сведения 
касаю тся  главны м  образом  строения зрелы х  плодов и семян [3— 5].

Материал и методика

О б ъ ектам и  наш его трехлетнего  исследования (1981— 1983) п о сл у ж и 
ли эк зем п л яр ы  лип европейской (L a c in ia ta )  и мелколистной, п р о и зр а 
стающие- на территории Ц ен тр ал ьн о го  ботанического сада  А Н  Б С С Р . 
О сновные исследования  были проведены на продольны х и поперечных
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