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Исследовано влияние стимулирующих добавок на выход бактериальной целлюлозы на синтетической 
питательной среде. В качестве продуцента в работе использовалась симбиотическая культура Мedusomyces 
gisevii Sa-12. Показано, что симбиотическая культура не нуждается в добавлении в питательную среду таких 
стимулирующих компонентов, как дрожжевой экстракт и этанол, что связано с особым вариантом обмена 
веществ, при котором все необходимые для нормального функционирования симбиоза питательные веще-
ства самосинтезируются. Установлено, что содержание экстрактивных веществ черного чая в питательной 
среде, обеспечивающее наибольший выход бактериальной целлюлозы, составляет от 1,6 до 4,8 г/л. Повы-
шенное содержание экстрактивных веществ черного чая угнетает целлюлозосинтезирующую способность. 
При повышенном содержании происходит замедление процессов жизнедеятельности в клетках уксуснокис-
лых бактерий. 
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EFFECT OF DIFFERENT STIMULATING ADDITIVES ON BACTERIAL 
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The paper investigates how stimulating additives influence the yield of bacterial cellulose (BC) on a synthetic 
nutrient broth. Symbiotic Мedusomyces gisevii Sa-12 was used as the BC- producing culture. It is shown that 
this symbiotic culture does not require stimulating components such as yeast extract or ethanol to be added to the 
nutrient broth, which is due to a special metabolism pathway in which all the nutrients needed for normal symbiosis 
functioning are self-synthesized. The content of black tea extractives in the nutrient broth providing the highest 
BC yield was found to be 1.6 to 4.8 g/L. The increased content of black tea extractives oppresses the cellulose-
synthesizing capability. The increased content decelerates the vital activity processes of acetic bacteria cells. 
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В связи с  высокой востребованностью 
бактериальной целлюлозы (БЦ) в  различ-
ных отраслях промышленности, особенно 
в медицине: в качестве основы для раневых 
покрытий, при протезировании кровенос-
ных сосудов и  восстановлении суставных 
хрящей [1], в настоящее время актуальным 
вопросом является исследование процесса 
биосинтеза БЦ [2, 3]. Выход БЦ ограничен 
в связи тем, что для ее продуцентов БЦ не 
является целевым метаболитом и питатель-
ные вещества тратятся не только на био-
синтез БЦ, но и  на другие биохимические 
процессы, протекающие в  клетке [4]. Для 
увеличения выхода БЦ предложено добав-
лять стимулирующие вещества в питатель-
ную среду.

Описано, что этанол при добавлении 
его в  питательную среду оказывает поло-
жительное влияние на биосинтез БЦ [5–6]. 
Этанол подавляет спонтанные мутации 
целлюлозосинтезирующих бактерий, сни-
жающие их продуктивность. Такие мута-
ции могут появляться при динамических 

условиях культивирования. Кроме того, 
этанол может использоваться как допол-
нительный источник углерода. Так, для 
Gluconacetobacter hansenii выход БЦ уве-
личивается от 1,30 до 2,31 г/л при добавле-
нии 1 % этанола [6]. Для Acetobacter sp. A 9 
strain. добавление 1,4 % этанола в питатель-
ную среду увеличивает выход БЦ на 400 % 
(до 15,2 г/л), что примерно в 4 раза больше, 
чем на питательной среде, не содержащей 
этанол [5]. По другим сведениям, добавле-
ние 1 % этанола к стандартной питательной 
среде увеличивает выход БЦ в 2–10 раз [6]. 

Также выход БЦ повышает добавление 
в питательную среду дрожжевого экстракта. 
В работе [7] установлено, что концентрация 
дрожжевого экстракта, обеспечивающего 
наибольший выход БЦ, составляет 7 г/л. 
При этом выход БЦ составляет 11,65 г/л. 
Дрожжевой экстракт в питательных средах 
является источником азота и  аминокислот. 
Однако использование дрожжевого экс-
тракта повышает стоимость питательной 
среды. В работе [4] предложено использо-
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вать гидролизат рыбного порошка в  каче-
стве источника азота и аминокислот. Опыты 
показали, что 15 г/л гидролизата рыбного 
порошка в  питательной среде увеличивает 
объемный выход до 3,0 г/л.

Этанол и  дрожжевой экстракт  – веще-
ства, наиболее часто входящие в состав пи-
тательных сред. Кроме них для повышения 
выхода БЦ используют гептагидрат суль-
фата магния [8], альгинат натрия [9], лак-
тат [10] и т.д.

Изучение процесса биосинтеза БЦ 
продуцентом Acetobacter xylinum subsp. 
sucrofermentans на синтетических питатель-
ных средах с добавлением различных сти-
мулирующих компонентов показало, что 
присутствие в  питательной среде лактата 
в динамических условиях культивирования 
позволяет повысить выход БЦ приблизи-
тельно в 4–5 раз [10].

В данной работе в  качестве продуцен-
та для биосинтеза БЦ используется сим-
биотическая культура Мedusomyces gisevii. 
Данный продуцент обладает высоким 
адаптивным потенциалом, способностью 
утилизировать различные сахара, устойчи-
востью к фаговым инфекциям [11]. Из лите-
ратуры известно, что симбиоз Мedusomyces 
gisevii очень чувствителен к  содержанию 
экстрактивных веществ чая в  питательной 
среде [11]. К экстрактивным веществам 
черного чая можно отнести, кофеин, тео-
филин, теобромин, и т.д., которые являются 
активаторами роста БЦ. Следует отметить, 
отсутствие этих компонентов очень критич-
но. Для биосинтеза БЦ наиболее благопри-
ятное содержание чая в питательной среде 
от 0,5 до 1,5 %. Однако в литературе не опи-
сано влияние других стимулирующих доба-
вок, таких как этанол, дрожжевой экстракт, 
на выход БЦ.

Целью данной работы является иссле-
дование влияния стимулирующих добавок 
на выход БЦ, синтезируемой продуцентом 
Мedusomyces gisevii Sa-12.

Материалы и методы исследования
В экспериментах использовалась синтетическая 

питательная среда, приготовленная растворением 
глюкозы в  экстракте черного чая. В качестве иноку-
лята применялась семидневная симбиотическая куль-
тура Мedusomyces gisevii, выращенная на глюкозной 
среде, доза внесения составляла 10 %. Начальная кон-
центрация глюкозы составила 20 г/л, уровень актив-
ной кислотности саморегулировалcя симбиозом [12]. 
Культивирование проводилось в статических услови-
ях при 27 °С [13]. 

Концентрация этанола в опыте варьировала и  со-
ставляла 0,1; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0; 6,0 и 8,0 % (об.). Концентра-
ция дрожжевого экстракта: 0,01; 0,05; 0,1; 0,15 и 0,30 %. 
В качестве контроля использовалась питательная среда 
без добавления этанола и дрожжевого экстракта.

При изучении влияния экстрактивных веществ 
черного чая на биосинтез БЦ готовили разные вари-
анты питательных сред, а именно: 1 л дистиллирован-
ной воды доводили до кипения, добавляли от 1 до 30 
г сухого черного байхового чая, проводили экстрак-
цию в течение 15 минут, охлаждали и отфильтровы-
вали. Согласно ГОСТ [14] минимальное массовое со-
держание водорастворимых экстрактивных веществ 
в  сухом черном чае составляет 32 % (мас.). Таким 
образом, в 1 г сухого черного чая содержится 0,32 г 
экстрактивных веществ; в 5 г – 1,6 г; в 10 г – 3,2 г; 
в 15 г – 4,8 г; в 20 г – 6,4 г; в 25 г – 8 г; в 30 г – 9,6 г.

Изменение концентрации глюкозы контролиро-
валось спектрофотометрическим методом (спектро-
фотометр «UNICOUV-2804», США) с использовани-
ем динитросалицилового реактива, уровень активной 
кислотности контролировался с  помощью иономера 
(иономер И-160 МИ), прирост пленки БЦ оценивался 
гравиметрическим методом (весы лабораторные ана-
литические Explorer EX-224). 

Удаление с  поверхности БЦ остатков питатель-
ной среды и  клеток осуществлялось поэтапной об-
работкой раствором 2 %-ного гидроксида натрия 
и  раствором разбавленной соляной кислоты (pH 3) 
с последующей промывкой дистиллированной водой. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Снижение концентрации глюкозы 
в  процессе биосинтеза БЦ продуцентом 
Мedusomyces gisevii Sa-12 на питательных 
средах с различными концентрациями эта-
нола представлено в табл. 1. 

Таблица 1
Изменение концентрации глюкозы 

Концентрация 
этанола, об. %

Продолжительность культивирования, сутки
0 1 2 5 6 7 8 9 12 14 16 17

контроль 25,0 23,0 21,1 9,1 9,0 6,8 6,1 5,9 5,8 3,1 2,6 2,0
0,1 25,0 25,0 17,5 6,8 6,1 4,6 3,6 2,8 2,0 1,0 0,5 0,5
1,0 25,0 25,0 22,2 11,7 10,4 9,2 8,4 8,1 5,0 3,0 2,5 1,8
1,5 25,0 25,0 22,5 10,9 9,4 7,3 6,8 5,8 5,0 4,3 4,0 3,0
2,0 25,0 25,0 22,6 9,4 7,0 5,6 4,0 2,5 1,9 1,2 0,5 0,5
4,0 25,0 25,0 21,5 11,8 9,0 6,4 5,7 4,1 3,4 2,1 0,7 0,7
6,0 25,0 25,0 22,1 15,3 12,4 9,9 9,3 7,7 6,4 5,0 4,0 3,5
8,0 25,0 25,0 21,7 16,0 13,4 10,4 8,7 8,3 7,4 6,1 5,0 3,0
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При концентрациях этанола 0,1; 2,0 

и 4,0 % (об.) в питательной среде происхо-
дит более быстрая утилизация глюкозы по 
сравнению с контролем. При концентраци-
ях этанола 1,0; 1,5; 6,0 и 8,0 % (об.) в пита-
тельной среде происходит более медленная 
утилизация глюкозы по сравнению с  кон-
тролем. 

Зависимость выхода БЦ от концентра-
ции этанола в питательных средах приведе-
на на рис. 1. 

Наибольший выход БЦ получен в  кон-
трольном опыте и составил 6,0 % на 7 сутки 
и 8,2 на 17 сутки. Далее выход БЦ снижал-
ся при добавлении этанола в  среду более 
0,1 % (об.). Несмотря на то, что выход БЦ 
через 21 сутки выше, чем через 7 суток, 
качество БЦ при длительном культивиро-
вании снижается – гель-плёнки становятся 
неоднородными, с  рваным краем, очистка 
усложняется, а после высушивания пленки 
теряют эластичность, становятся хрупкими 
и ломкими.

Можно сделать вывод, что внесение эта-
нола в питательную среду снижает целлю-
лозосинтезирующую активность бактерий. 
Это связано с тем, что Мedusomyces gisevii – 
симбиотическая культура и синтез этанола 
в  достаточном количестве обеспечивают 
дрожжи, входящие в  состав культуры [11]. 
Дополнительная концентрация этанола ока-

зывается избыточной и отрицательно влия-
ет на биосинтез БЦ.

Снижение концентрации глюкозы 
в  процессе биосинтеза БЦ продуцентом 
Мedusomyces gisevii Sa-12 на питательных 
средах с различным содержанием дрожже-
вого экстракта представлено в табл. 2. 

При концентрациях дрожжевого экс-
тракта в питательной среде: от 0,05 до 0,3 
наблюдается более быстрое потребление 
глюкозы в питательной среде по сравнению 
с контролем (табл. 2), но при этом источник 
углерода не тратится на синтез целевого 
продукта, так как выход БЦ снижается по 
сравнению с контролем: при концентрации 
дрожжевого экстракта 0,1 % и выше выход 
БЦ снижается в 2 раза (рис. 2). Предположи-
тельно, добавление дрожжевого экстракта 
нарушает симбиотические отношения про-
дуцента Medusomyces gisevii Sa-12, и  глю-
коза в  основном тратится на поддержание 
жизнедеятельности микроорганизмов.

Кроме того, добавление дрожжевого 
экстракта ухудшает качество пленок, плен-
ки приобретают коричневый цвет в  ре-
зультате оседания дрожжевого экстракта 
на поверхности. Пленки становятся более 
хрупкими и  непрозрачными. Поэтому до-
бавление дрожжевого экстракта при культи-
вировании Medusomyces gisevii Sa-12 неце-
лесообразно [15]. 

Рис. 1. Зависимость выхода БЦ 

Таблица 2
Изменение концентрации глюкозы 

Концентрация дрожжевого 
экстракта, %

Продолжительность культивирования, сутки
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

контроль 25,0 25,0 17,1 7,9 7,2 6,7 6,2 4,6 3,8 3,2
0,01 25,0 25,0 16,1 8,2 6,2 5,0 4,3 3,1 2,2 1,7
0,05 25,0 24,8 11,4 5,3 3,5 2,5 1,3 1,3 1,3 1,2
0,10 25,0 25,0 7,6 2,4 2,0 1,7 1,3 1,2 1,2 1,2
0,15 25,0 25,0 7,8 2,4 2,0 1,7 1,3 1,2 1,2 1,2
0,30 25,0 23,0 7,1 2,1 2,0 1,7 1,6 1,5 1,5 1,5
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Таким образом, симбиотическая культу-
ра Medusomyces gisevii Sa-12 не нуждается 
в  добавлении в  питательную среду таких 
стимулирующих компонентов, как дрож-
жевой экстракт и  этанол. Это может быть 
связано с  тем, что в  ходе своего развития 
у  симбиоза сложился особый вариант об-
мена веществ, при котором все необходи-
мые для нормального функционирования 
симбиоза питательные вещества самосин-
тезируются [11]. Так как для большинства 
продуцентов БЦ необходимым является 
присутствие в  питательной среде допол-
нительных стимулирующих компонентов, 
с экономической точки зрения использова-
ние продуцента Medusomyces gisevii благо-
приятно для производственного процесса, 
так как не требуется дополнительных затрат 
на стимулирующие добавки. 

На рис. 3 представлено изменение кон-
центрации глюкозы в  процессе культиви-
рования Medusomyces gisevii Sa-12 на пи-

тательных средах с  разным содержанием 
экстрактивных веществ черного чая.

Изменение концентрации редуцирую-
щих веществ в  питательной среде показа-
ло, что глюкоза была утилизирована на 7 
сутки и  составляла менее 2 г/л при содер-
жании экстрактивных веществ черного чая 
в питательной среде от 3,2 до 9,6 г; при со-
держании экстрактивных веществ 1,6 г  – 
глюкоза утилизировалась на 9 сутки. При 
содержании 0,32 г экстрактивных веществ 
потребление субстрата протекало медлен-
но – глюкоза через 21 сутки не была полно-
стью утилизирована, что свидетельствует 
о  замедлении процессов жизнедеятельно-
сти клеток, в связи с недостаточным коли-
чеством экстрактивных веществ чая [11].

Наибольший выход БЦ был получен при 
содержании экстрактивных веществ черного 
чая в питательной среде от 1,6 до 4,8 г. На 21 
сутки выход БЦ культивирования составил 
от 10 до 13 %. Наименьший выход получен 

Рис. 2. Зависимость выхода БЦ 

Рис. 3. Изменение концентрации РВ Рис. 4. Выход БЦ
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при 0,32 г – 1,84 %, что подтверждает необ-
ходимость присутствия в питательной среде 
экстрактивных веществ черного чая. Сниже-
ние выхода БЦ при содержании экстрактив-
ных веществ черного чая более 6,4 г свиде-
тельствует об их угнетающем воздействии 
на рост уксуснокислых бактерий (рис. 4). 
Таким образом, от 1,6 до 4,8 г экстрактивных 
веществ черного чая в  питательной среде 
обеспечивают максимальный выход БЦ. Ан-
тибактериальные свойства чая [11] препят-
ствуют заражению питательной среды, что 
снижает риск контаминации посторонней 
микрофлорой и повышает устойчивость.

Выводы
Исследовано влияние стимулирую-

щих добавок на выход БЦ продуцентом 
Medusomyces gisevii Sa-12. Установлено, 
что симбиотическая культура не нужда-
ется в  добавлении в  питательную среду 
таких стимулирующих компонентов, как 
дрожжевой экстракт и этанол. Добавление 
этанола и дрожжевого экстракта не только 
не повышает выход БЦ, но и ухудшает ка-
чество пленок. Содержание экстрактивных 
веществ черного чая в питательной среде, 
обеспечивающее наибольший выход БЦ, 
составляет от 1,6 до 4,8 г/л. При содержа-
нии экстрактивных веществ черного чая 
в питательной среде ниже представленно-
го оптимума происходит замедление про-
цессов жизнедеятельности в  клетках ук-
суснокислых бактерий. При содержании 
экстрактивных веществ чая выше пред-
ставленного оптимума констатируется 
угнетающее воздействие на целлюлозо-
синтезирующую способность микроорга-
низмов. Таким образом симбиотическая 
культура Medusomyces gisevii Sa-12 не нуж-
дается в дополнительных стимулирующих 
добавках, таких как этанол и  дрожжевой 
экстракт, и наибольший выход БЦ получен 
при содержании экстрактивных веществ 
черного чая от 1,6 до 4,8 г/л.

Исследование выполнено за счет гран-
та Российского научного фонда (проект 
№ 17-19-01054).
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