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Выращивание .микроорганизмов в логарифмической 
фазе в инокуляторе с пропеллером

Гехннка размножения микроорганизмов (бактерии, дрожжи, плесе
ни) п аэрированной жидкой среде представляет большой научно-исследо
вательский и производственный интерес.

Эта методика культивирования применяется н настоящее время нс 
только в приготовлении пищевых и пекарских дрожжей, но также и в 
массовом производстве дрожжеподобных кормовых грибков (Toruiop- 
sis, Candida и др.) для кормления сельско-хозяйственных животных. 
Наконец, нашлась и новая область применения, а именно—производство 
антибиотических веществ.

В процессе размножения технически самым важным моментом яв
ляется размножение отобранного штамма в условиях постоянной и мак
симальной скорости в течение всей- процесса производства. Но так как 
скорость почкования находится в тесной зависимости от той среды, где 
происходит ассимиляция и диссимиляция клетки [4|, то необходимо с точ
ностью контролировать условия этой среды, чтобы иметь возможность 
провести обмен веществ штамма в желаемом направлении (биосинтез ви
таминов. белковых веществ, стер՛ лов. жиров, разные типы брожения 
и т. д.). В этом отношении важнейшими условиями среды, на которые в 
практике надо обращать внимание, являются: качество н концентрация 
питательных веществ, температура. концентрация водородных ионов, 
концентрация растворимого кислорода в среде н. наконец, общая поверх
ность соприкосновения клеток со средой—-поверхность. через которую 
должны проходить все вещества, ассимилируемые в клетке

Из этих условий среды, предназначенной для размножения, завися
щими л типа аппаратуры, являются как растворение кислорода в среде, 
так и поверхность соприкосновения клеток со средой, на основании кото
рых должны оцениваться ннокуляторы, используемые в настоящей прак
тике.

При массовом выращивании микроорганизмов в лабораторных и 
Производственных масштабах, аэрация происходит барботерами, уста
новленными на дне ннокулятори.

Воздух, поступающий в жидкость под давлением, служит источником 
кислорода и одновременно создаст в жидкой среде движение, чем облег
чается дисперсия микроорганизмов н увеличивается общая ассимиля
ционная поверхность культуры.
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Барботеры для аэрации делятся на два типа: а) барботеры, изготов
ленные из труб с отверстиями (типа змеевика), и б) барботеры из пори
стых материалов (фарфор, пластмасса, камень, пористое стекло и др.) 
[9]. Через барботеры второго типа воздух поступает в аппарат в более 
диспергированном состоянии, чем соответственно и увеличивается коэфи- 
циент его использования.

Благодаря этому, с одной стороны,,значительно уменьшается расход 
воздуха и мощность воздухоснабжающей установки, с другой—сокра
щается продолжительность последовательных этапов массового произ
водства микроорганизмов.

При помешивании и аэрации колловдосодержащих сред образуется 
определенная эмульсия воздуха в жидкой среде (пена), которая не пол
ностью гасится пеногасителями (жиры), что и заставляет часто проводить 
аэрацию слабее, чем необходимо для аэробной жизнедеятельности раз
множающейся культуры, поэтому, в настоящее время уделяется особое 
внимание установке пеногасительных частей в ннокуляторах (механиче
ские пеногасители, аэратор эжектора) [3]. которые являются важной 
производственной рационализацией.

Практика показывает, что во всех вышеупомянутых типах инокуля- 
торов не представляется возможным создавать удовлетворительные усло
вия питательной среды, в частности концентрацию воздуха, вследствие 
чего скорость размножения клеток тормозится и будет иметь величину 
более низкую, чем скорость размножения в тех благоприятных условиях, 
когда количество клеток не играет роли ограничивающего фактора [Юк

Указанные выше недостатки существующих методов размножения 
компенсируются применением нового технологического фактора, т. е. ме
ханического встряхивания жилкой среды, что обеспечивает дисперсность 
массы живых клеток и воздуха, поступающего в среду через барботеры, 
и одновременно, благодаря установке пеногасительных частей, гасит 
пену.

За последние годы установлено несколько аппаратов, имеющих ком
плексные приспособления для встряхивания и аэрации. Аппараты эти де
лятся на* 2 главные группы: а) аппараты с вращающимися воздухоснаб- 
жающимися частями (круг и др.) [6, 12], б) аппараты с неподвижными 
барботерами и пропеллерами для встряхивания культуры 112. 13, 16].

Благодаря этим аппаратам время размножения при больших кон-» 
иентраииях клеток в среде (до 1000 миллионов в I мл.) значительно при
ближается к времени размножения при слабых концентрациях, чем соот
ветственно сокращается продолжительность технологического процесса, 
кроме того, из-за высокого коэфициента использования воздуха, входя
щего в среду, получается снижение снабжаемого воздуха, по сравнению 
с инокулятором с неподвижным барботером, до 80—90%.

Хотя н в аппаратах последнего типа получается большая экономия 
воздуха, однако, за последние годы все же были проведены опыты с 
целью освобождения воздухоснабжающпх приспособлений в ннокулято
рах для размножения дрожжей. Одна группа методов стремится полу
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чить в анаэробных условиях параллельно и спирт и дрожжи: спирт за 
счет ферментативного обмена клеток, дрожжи—за счет дыхательного 
обмена. Другая стремится к массовому размножению микроорганизмов 
за счет всех усвояемых углеводов в среде. Для достижения этой цели при
менялось или увеличение соприкосновения между клетками и средой по
средством притока разных газов [ 12]. или насыщение среды окружаю
щим воздухом посредством механического движения (эмульгирование 
культуры с воздухом в аппаратах типа дрожжевых сепараторов [12], 
турбиноподобные установки внутри инокуляторов 1111. Некоторые из этих 
аппаратов применялись в лабораторных и полузаводскнх условиях. За
водское же производство еще не получило применения.

Имея в виду, что до настоящего времени фактор встряхивания в про
цессе размножения микроорганизмов изучен недостаточно и что в лите
ратуре почти неизвестны способы обеспечения аэрации и других фнзиче-

Рис. 1.

ских условий среды ^посредством встряхивания, мы нашли целесообраз
ным дать описание несложного аппарата, установленного в лаборатории 
белка и ферментов Института Животноводства Министерства сельского 
хозяйства Армянской ССР.

Этот аппарат вращением пропеллера выполняет три функции: 1) соз- 
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дание гемогенной диспрессни микроорганизмов внутри среды. 2) доста
точную аэрацию среды, благодаря турбинному эффекту пропеллера и 
3) достаточное гашение пены без пеногасительных приспособлений.

Описание аппарата и его работы. Инокулятор лабораторного типа, 
изображенный на рис. I. состоит из: штатива из чугуна с вертикальным, 
стержнем (1), стеклянного баллона, емкостью в 10—15 л. и с диаметром 
горла в 150—200 мм. (2); бака со змеевиком. служащего для баллона 
водяной бакен (3): крышки из красной или Хромированной мели, герме
тически закрывающей баллон (4), с шестью отверстиями для прикрепле
ния деталей аппарата; термометра (5): трубки диаметром а 10 мм., 
оканчивающейся системой фильтрации воздуха (6): электрода pH-метра 
(7); стеклянной трубки диаметром в 6 мм. с V- «бразны.м верхним концом 
и двумя отводами: один из них служит для питания аппарата свежей 
средой в течение процесса размножения, другой—для подачи растворов 
с целью поддержания в среде желаемой кислотности (8); стеклянной 
трубки, диаметром в 6 мм., достигающей дна баллона для отвода про
дукции и взятия проб (9); системы для встряхивания и аэрации < 10). со
стоящей нз:<а) электромотора 0,2 кв. и 3000 об/мин., б) пропеллера, в) па
ры шкивов, расположенных таким порядком, что пропеллеру дается воз
можность вращаться с разными скоростями. Для опытов, требующих 
исключительно сильной аэрации или снабжения разными газами, преду
смотрено маленькое приспособление, подающее желаемый газ в среду 
через ось пропеллера.

Эксперименты по размножению кормовых дрожжей. Нами были по
ставлены опыты но методике: Штамм — Тоги1орз։з агтетаса (7),* био
химические свойства которого были изучены н нашей лаборатории [ 10|.

Перед каждым опытом штамм выращивался на сусле. Размножение 
штамма производилось на следующих средах: пивное сусло, синтетиче
ская среда с технической выкристаллизованной глюкозой, гидролизат 
хлопковой шелухи. Последний приготовлялся стандартными методами, 
установленными нашей лабораторией (Тер-Карапетян и Оганджанян).

Количество питательных веществ, добавляемых в среду, рассчитыва
лось на 200—250% выхода прессованных дрожжей по отношению к источ
нику углерода, согласно принятым нормам коэфнциентов усвоения от
дельных питательных веществ |9|

Концентрация водородных ионов среды в течение всего процесса со 
хранилась в пределах оптимальных условий штамма, т. е.—4.5—5,5 (10).

Опыт, считая с момента выхода культуры из лаг фазы, длился 7—15 
часов.

Ход процесса контролировался ежечасно: I) путем определения ре
дуцирующих веществ по Гагедорну Йенсену. 2) путем расчета количества 
клеток в камере Горяева, 3) расчета общей массы дрожжевых клеток 
(из сухого веса пробы п 10 мл.).

Размножение на технической глюкозе: Производилось в следующих 
условиях: ебчям среды 5000 мл., редуцирующие вещества в начале опыта

' Получен из сектора микробиологии АН Арм, ССР.
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3.62%» pH=4—5,5. температура в течение всего опыта—30“ I. Засев 
производился штаммом предыдущего дня на 2 г. прессованных дрожжей 
75% влажности (сухой вес—0.5 г.). Продолжительность опыта 15 часов.

Результаты опыта приведены в табл. I и на рис. 2
Таблица 1

ПродолаЛ։- 
тельность 

опы । а
(в часах)

Количество 
клеток (в мил
лионах U.W.T)

I og 
количества 

клеток

Вре м л 
почкования 
(в минут.)

0 50 7.698 —■

1’/а 95 7.978 97
3 193 8,285 89
5 500. 8, Г-98 88
• 870 8.939 88
У 1И73 9,168 1ГЮ

11 1.800 9,256 <58

15 2,1С0 9,322 —

Рис. 2.

Результаты опыта могут быть выражены следующим образом: общие 
усвояемые р. в.—170 г., количество сухих дрожжей—82 г., выход сухих 
дрожжей к усвояемым р. в- 46%. отношение сухого веса напученных

89 
дрожжей к сухому весу посевных дрожжей:,--- =175.

Опыт размножения на гидролизатах хлопковом шелухи: Произво
дился в следующих условиях: гидролизат содержи] 85'- пентоз, и Ьу’/о 
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гексоз, фурфурол отсутствует. Общин объем среды- 6000 мл., усвояемые 
редуцирующие вещества— 1.1 %; pH в течение опыта колебалась в преде
лах 5—5,5, температура держалась—33° I, посев производился чистой 
культурой (на 2 г. прессованных дрожжей), предварительно адаптиро
ванной на таком же гидролизате. Продолжительность опыта—9 часов.

Результаты опыта показаны в табл. 2 и рис. 3.

----------ЮМЧ МЕТОК

Рис. 3. ։

Результаты опыта могут быть выражены следующим образом: усвоя
емое ред. вещ. среды—66 г., сухой вес дрожжей —51.8 г., выход: сухие 
дрожжи к усвояемым р. в. 77%, в пересчете па прессованные—308<>/о. от
ношение сух вещества полученных дрожжей к сухому весу посевных

.. 51.8 ,ЛО дрожжей: ——=103.
0.5

Опыт размножения кормовых дрожжей на гидролизат хлопковой ше
лухи в последовательных этапах: Производился в следующих условиях:

Гидролизат хлопковой шелухи. Объем среды—4 -6,5 л. в каждом 
этапе. Усвояемое р. в. в среде 1—1,2%, pH в течение опыт:» ֊5֊ 5,5<>/<Г 
Температура держалась - 30° Г' С, засев производился в 1-м цикле чи
стой культурой—2 г. прессованных дрожжей, во 2-м и 3-м циклах посев
ным материалом служила часть размножившейся культуры н предыду
щем этапе. Продолжительность опыта колебалась в пределах 6—9 часов 
для каждого этапа.
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Таблица 2

Продолжитель
ность опыта 

(я часах)

1 Кслпчест-сг
:клетрк (и мил

лкопах мл)

Ing
количестно

К.5С1 ок

Время 
почкования

(В МИК.)

.9 30 7,477
3'/, 79 7,897 65
5 203 8,308 66,5

530 8,724 65
8 1,065 9,028 90
9 1,200 9,079 350

Результаты опыта приведены в таблице 3.

Таблица

I Эг
ан

ы

Засев 
прессованных 
дрожжей (гр)

Использов.
р. в. ио 

этапам (гр)

Выход прессованных дрож
жей по этапам

Вес прес. 
дрожжей 

(гр/

Пресс, дрож
жи усвояем. 

р. 'в. СУо)

1 2 78 195 250

II 39 67,2 200 240

|" 40 63,5 218 280

Результаты опыта могут быть выражены следующим образом: 
усвояемые р. в. за 3 этапа—208,7 г. Вес прессованных дрожжей--531 г. 
Выход прессованных дрожжей к усвояемым р. в. 256%. Размножение 
дрожжевой массы на 3 этапа—в 267 раз.

Обсуждение результатов. Приведенные данные, полученные на сии 
тетической среде и на гидролизате, показывают, что описанный инокуля- 
тор может обеспечивать накопление дрожжевой массы, достигающее выс
ших выходов, известных в области кормовых дрожжей Однако, для 
упрощения получения указанных результатов необходимо обсудить их с 
трех сторон: 1) общее количество клеток и дрожжевой массы, накопив
шихся в среде, 2) скорость размножения. 3) общий выход а процессе 
размножения

1. Количество клеток и дрожжевая масса, накопившаяся в среде. 
Опыты начаты с концентрации клеток в среде ряда 30—50 миллио
нов клеток в 1 мл до 500- 1000 миллионов клеток в I мл., культура раз
множается в известной закономерности N

В обычных экспериментальных условиях (неподвижные барботеры и 
отсутствие встряхивания) размножения микроорганизмов, при сравни
тельно слабых концентрациях (ряда 100- 150 миллионов в 1 мл.) как 
аэрация, гак и недостаточная дисперсность микроорганизмов в среде яв
ляются тормозящими факторами размножения.
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В протнйоположнбсгь этому, в описанном ннокуляторё размножение 
и логарифмической фазе происходи - в таких пределах, чти другие факто
ры внешней среды, в частности разные компоненты константа к |2]. на 
скорость размножения тормозящего влияния нс оказывают: при дости
жении числа клеток 800—1000 миля. в I мл., если источник углерода не 
иссяк, количество клеток продолжает увеличиваться до 2,5 миллиардов в 
I мл. Данные эти принадлежат к ряду высших концентраций, имеющих
ся в литературе но размножению дрожжей.

Параллслык с нарастанием количества клеток идет постепенное на 
каплнвание в дрожжевой массы в среде. И если принять, что п обычных 
условиях, но окончании процесса размножения, в среде образуется до 
•10 г прессованных дрожжей в I л. среды г влажностью в 75% [6], то 
становится ясным, что описанный инокулятор позволяет образовать на
копление дрожжевой массы в приведенных экспериментах до 65 г. в 100 
л. (см. табл. 1).

2. Скорость размножения В самых усовершенствованных инокуля 
■юрах с неподвижным барботером, при определенной концентрации кле
ток, скорость размножения намного ниже таковой в условиях, где кон
центрация не является ограничивающим фактором [9] и где в течение 
10—16 часов образуются всего 2—3 последовательных генерации дрож
жей |6, 9]. Опыты показали, что предлагаемый нами инокулятор обеспе
чивает скорость размножения, близкую к максимальной скорости дан
ного штамма 110]. а именно: в течение 9 15 часов дрожжевая масса, по 
сравнению с посевом, может размножаться многократно: так 103 раз в 
опыте № 2 п 175 раз—в опыте № I.

Начиная с 800—1000 миллионов клеток в I мл., скорость размноже
ния постепенно надает до конца процесса, что может быть объяснено 
уменьшением концентрации иеючника углерода 110], накоплением вере
де продуктов обмена размножившихся клеток н, наконец, недостатком в 
среде растворимого кислорода.

Сравнивая скорость почкования в синтетической среде и в гидроли
зате, нами было выявлено, что накопление дрожжевой массы адаптиро
ванного на гидролизате штамма происходит е той же скоростью, что и в 
синтетическом среде,—что еще раз подтверждает данные нашем преды
дущей работы и показывает, что внедрение описанного инокулятора в 
практику может значительно сократить продолжительность технологи
ческих этапов.

3. Общий выход в процессе размножения. Несмотря на то. что в на
стоящей работе мы не задавались целью показать достижения макси
мальных выходов, тем не менее считаем необходимым сообщить, что. и 
без особых воздухоснабжающих приспособлений. описанный инокуля г >р 
может обеспечивать аэробный обмен клеток условие, необходимое для 
накопления максимальных количеств дрожжевой массы в среде.

В среде с 1СХПИЧССКОН глюкозой —выход сух. вес дрож. 46%—Яв
ляется самым близким к теоретическим выходам на синтетической среде, 
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[5], в особенности если учесть, что начальной концентрацией сахара яв
ляется 3,6%.

В среде с гидролиза том хлопковой шелухи—выход—сух. вес. дрож. к 
усвояем, р. в.=77%, (а в пересчёте на прессованные дрожжи—308%) 
является, насколько нам известно, самым большим выходом, средн до 
сих пор проводившихся.

Такой большой выход, превышающий теоретически возможный (49— 
50%). может быть объяснен не только присутствием в среде усвояемых 
нёредуцируюших opiиннческих соединений (органических кислот) |5|, но 
и задержанием в гидролизате летучих источников усвояемого углерода 
(спирт, альдегиды и даже СО-), которые в предложенном методе, в усло
виях отсутствия притока воздуха, в большинстве не улетучиваются, а 
остаются в среде и в дальнейшем усваиваются клетками.

Над։.» отмстить, что высокие технологические показатели не могут 
быть объяснены только дисперсией дрожжевых клеток в среде и аб
солютным количеством поступающего через пропеллер воздуха. Поло
жительное действие встряхивания в деле повышения скорости почко
вания можно объяснить тем, что встряхивание, преодолевая внут
реннее трение среды (вязкость), облегчает как диффузию питательных 
веществ в среде?, ։ак и освобожденш- от поверхности дрожжевой клетки, 
дозревших почек. Необходим- также отметить роль ряда физических 
факторов, как например, удлинение пути выхода воздуха вследствие вра
щательного движения и степень дисперсии воздух.։ в жидкой среде.

Gciiii и Энгельгардт [8|, нуте՝.: применения респирометра Варбурга, 
показали, что при определенных пределах концентрации дрожжевых кле
ток в среде (!"••). адекватная скорость качания может полностью удовле
творить потребность клеток в кислороде, тормозя гем самым анаэробный 
обмен и ставя клетки в аэробные условия.

Для нашего инокулятора. при итсуТс|Вии элементов теоретического 
расчета па количество диффундирующего воздуха при разных скоростях 
пропеллера, количество эмульгированного воздуха может быть опреде
лено в процессе работы Сопоставляя данные снабжаемого воздуха с 
потреб։ нх’.тыо наличной дрожжевой массы в кислороде для каждого мо
мента опыта |11, могут быть собраны экспериментальные данные относи
тельно пределов концентрации клеток, в которых аппарат со встряхиваю
щим приспособлением может полностью обеспечить потребность дрожже
вой .массы в кислороде.

Практика показала, иго для производства кормовых дрожжей по 
предложенному методу, культура полностью насыщается воздухом.

Основные преимущества предлагаемого инокулятора над инокуля
тора.мн других типов. Легко усмотреть, что предлагаемая установка имеет 
перед инокулятором с неподвижным барботером неопровержимое преиму
щество в том. что она дает возможность более быстрого размножения 
культуры и тем самым сокращает продолжительность технологических 
этапов, с обеспечением высоких выходов в каждом из них
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Преимущество перед вращающимися инокулягорами других ти
пов заключается в том, что здесь отсутствуют вн\ грснняя металлическая 
арматура и пеногаситель, чем упрощается его конструкция.

Наконец, преимущество предлагаемого инокулятора перед всеми ви
дами ннокуляторов (вращающимися и извращающимися) [6. 13. 15, 
15) заключается и в том. что предложенная установка обеспечивает 
аэробное размножение микроорганизмов без воздухоснабжающих при
способлений (компрессор, специальный фильтр воздуха и др.), что в 
исследовательской и лолузаводекой работах является самым рациональ
ным.

Таблица 4. составленная по данным разных авторов, наглядно пока
зывает основные преимущества предлагаемого инокулятора.

Штамм
Техника 

размножения

Время 
процесса 

размноже
ния 

(в час.)

Время 
почкова- 
• пня 
клеток 
(в мин.)

7
Размножение 

дрожжевой мас
сы в течение 

всего процесса: 
с. в. дрож. к 

с. в. засева

4

Автор

Тоги1ор$Ь 
иШ։$

Непрерывная 
аэранил 12 — 10 

• (6)

•
Вращающийся 
ипокулятор с 
воздухосваб- 
женнем

10 —-г 32,8 (13)

• • 13»/, 122 148 (15)

• • 2о»;3 — 40,5 (1В)

ТогикфьЬ 
аппешаса

Вращающийся 
ннокуллтор 
без воздуха֊ 
снабжения

15 86 175 наши 
опыты

• •
•

9 ' 70 103 •

Выв оды

Описанный аппарат представляет несложную установку для выра
щивания микроорганизмов в аэрируемой жидкой среде, с обеспечением 
высоких выходов.

Благодаря большой скорости размножения испытуемого штамма, за
ражение посторонними микроорганизмами доводится до минимума, что 
создает возможность вести опыты в короткие промежутки времени и вы
ращивать микроорганизмы длительными непрерывными циклами. Метод 
этот был нами применен в лаборатории белка и ферментов Института жи
вотноводства на гидролизатах хлопковой шелухи с выходом исполь
зуемых дрожжей к используемом) р. в. 258%.

Этот ипокулятор может быть использован для изучения влияния фи
зико-химических условий внешней среды на рост и размножение микро
организмов—условий. точное понимание которых является одним из
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основных положений мичуринской биологии, способствующих изменению 
жизнедеятельности микроорганизмов в желаемом направлении.

Описанный аппарат иллюстрирует роль встряхивания в технической 
микробиологии, Ч1о. «а исключением .нескольких случаев, до сих пор изу
чено недостаточно и его применение может привести к важной рациона
лизации в производстве.

Принцип лабораторного аппарата послужил руководством для уже 
сооруженной установки полузаводскон продукции в масштабе 100 лит
рового ннокулятора (кормовые дрожжи и другие микроорганизмы). 
Применение этого тина аппаратов в заводских масштабах возможно в 
ряде отраслей промышленности. но для дрожжевого производства тре
бует дальнейших исследований.

Инс։ и гут •животноводства
Министерства сельского хозяйства

Армянской ССР. Поступило 25 IV 50.
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