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ВЛИЯНИЕ ПАРЦИАЛЬНОГО ДАВЛЕНИЯ РАСТВОРЕННОГО 
КИСЛОРОДА НА КУЛЬТИВИРОВАНИЕ BACILLES 

THURINGIENSIS

Е. Н. АРЗУМАНОВ

Исследовано влияние рО2 на экспоненциальный рост и. спорообразование Bacillus 
thuringiensis.

Установлено, что снижение уровня рО2 до 15 мм рт. ст. практически не изменяет 
среднюю удельную скорость потребления кислорода и максимальный титр вегетатив
ных клеток в фазе экспоненциального роста, в то время как при дальнейшем снижении 
его резко увеличивается выделение уксусной кислоты в среду, снижается средняя 
удельная скорость потребления кислорода и, как следствие, уменьшается максималь
ный титр вегетативных клеток.

В фазе замедления роста и спорообразования уменьшение рО2 до 15 мм рт. ст. не 
влияет на спорообразование и образование .кристалловидных токсинов.

Определен критический уровень рО2 для всего процесса культивирования Вас. 
thuringiensis, составляющий не более 15 мм рт. ст.

Ключевые слова: Вас. l/iui ingiensis, инсектицидная активность.

Снабжение микроорганизмов кислородом в аэробных процессах яв
ляется важнейшей задачей при разработке управляемого биосинтеза, 
так как уровень парциального давления растворенного кислорода (рОз) 
в среде влияет как на скорость роста, так и на метаболизм микроорга
низмов [5]. Кислород мало растворим в водных средах и естественно, 
что при высоких скоростях потребления его микроорганизмами может 
стать лимитирующим субстратом, вызывая тем самым изменения в био
синтетических процессах [4].

Шеррер с сотр. обнаружил изменение размеров и удельной актив
ности инсектицидных кристаллов в зависимости от степени аэрации при 
культивировании Вас. thuringiensis [7]. Однако данный вывод сделан 
качественно, так как в работе не содержится сведений об уровнях рас
творенного в культуральной жидкости (кж) кислорода.

Целью настоящей работы являлось исследование влияния парциаль
ного давления растворенного кислорода на титр спор и значения инсек
тицидной активности кж в процессах культивирования Вас. thuringien
sis.

Материал и методика. Использовав штамм 69—6 Вас. Ишгй^егшз уаг. §а1!епае, 
который культивировали на питательной среде, содержащей кукурузный экстракт и 
техническую глюкозу. В качестве посевного материала использовали 72-часовой ино
кулят спор, выращенный на агаризовапной среде.
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Работа проводилась на лабораторных установках тип.։ АК—10—1. оснащенных 
дополнительно датчиками и централизованным щитом контроля и регулирования сле
дующих физических и физико-химических параметров процесса культивирования: дав
ление в аппарате, скорость вращения мешалки, расход воздуха на аэрацию, темпера
тура, рО2, pH. а также концентрации О, и СО2 а отходящих газах [1].

рО, в кж контролировали с помощью полярографического датчика кислорода соб
ственной конструкции [2].

Методы определения углеводов, аминного азота, концентрат։։։ уксуснон кислоты, 
титра микроорганизмов и состояния культуры описаны ранее [о] ■

Летальную концентрацию кж /ЛКзд/ определяли в конце процесса на личинках 
восковой моли Galleria nielioneiia L. выращенных на искусственном корме с примене
нием системы пробитов согласно ТУ 59—61—74.

За инсектицидную активность (ИА) принимали 1/ЛК50 IНе
питательные среды готовились с постоянными концентрациями общих углеводов, 

1200 мг°/о, и аминного азота. 15 мг%. температура ферментации поддерживалась 30± 
0,2°, объем кж составлял 5 л.

В данной серии экспериментов в фазе экспоненциального роста, а также за
медления роста и спорообразования, рО., стабилизировали на планируемых уровнях 
автоматически путем изменения расхода воздуха /2—-20 л/мин и скорости вращения 
мешалки /200—800 об/мин/.

В связи с тем. что в лаг-фазе создание уровня рО2 ниже 155 мм рт. ст. затруд
нено из-за отсутствия потребления кислорода микроорганизмами, стабилизировали ми
нимальные значения расхода воздуха /2 л/мин/ и скорости вращения мешалки /200 
об/мин/.

Были рассмотрены следующие параметры процесса культивирования: ,—инсек
тицидная активность кж (1°/о)> У2—титр спор, млрд, ед./мл; У3—максимальный титр 
вегетативных клеток, млрд, ед./мл; У4—экономический коэффициент По глюкозе, по- 

млрд. ед. требленной до образования максимального титра вегетативных клеток. 0— :
У5—средняя удельная скорость потребления кислорода в фазе экспоненциального роста. 
--------- МЛ------- ' Ук—максимальная концентрация уксусной кислоты в кж в фазе 

час млрд. ед. 0
экспоненциального роста. мг°/о; У7—процент лизиса клеток в фазе спорообразования, 

%; У«—сдельная инсектицидная активность кж. ------ —--------% млрд. ед.
Результаты и обсуждение. Как видно из таблицы, уменьшение рО2 

до 15 мм рт. ст. в фазе экспоненциального роста пракшчеекн не влияло 
на среднюю удельную скорость потребления кислорода и максимальный 
титр вегетативных .клеток. Изменялся лишь экономический коэффи
циент по глюкозе, потребленной до максимального титра вегетативных 
клеток за счет увеличения скорости потребления углеводов. В ре.зуль-

Таблица
.Динамика параметров процесса культивирования при различных значениях рО2 в среде

Фаза экспоненциального роста Фаза замедления рос а и спорообразования

рО, Уз Ут у5 У. рО, У, у8 У։ Уз

120
75
15

<15
15

2,4 
2,3 
2,3
1.4
2,2

0,0'55 
0,0046 
0,0027 
0,0015 
0,0029

1.62
1,58
1,53 
0,43
1,51

52
61
68

135
60

<15
15
75

120
15

33,4
4.4
0
0
0

0,125
0,59
0,63
0,23
0,61

о,2
1,3
1 ,45 
0,32 
1,35

1,6
2.2
2.3 
1,4 
2,2
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тате, если яри рО2, равном 120 мм рт. ст. в конце процесса, в кж оста
валось около 700 мг% углеводов, которые можно использовать повтор
но .три приготовлении питательной среды, то при рО2, менее 15 мм рт. 
ст., остаток углеводов в кж сводился к нулю. Таким образом, снижение 
уровня рО2 приводило к экономически менее выгодному использованию 
углеводов м и к р оо р г а ни з м а м и.

При значении рО2 ниже 15 мм рт. ст. в фазе экспоненциального ро
ста снижалась средняя удельная скорость потребления кислорода и 
увеличивалось выделение микроорганизмами уксусной кислоты в среду. 
Это указывает на преобладание в условиях недостатка кислорода ана
эробного метаболизма, который не в состоянии обеспечить энергией де
лящиеся клетки, следствием чего является падение максимального тит
ра вегетативных клеток. При глубокой лимитации по растворенному 
кислороду, в результате увеличения выделения уксусной кислоты в сре
ду и, соответственно, понижения pH до значений ниже 5, прекращается 
рост микроорганизмов, или, как говорят, процесс «закисает».

Значение рОг, равное 15 мм рт. ст., является наименьшим, при ко
тором сохраняются средняя удельная скорость потребления кислорода 
■и максимальный титр вегетативных клеток. Следовательно, это значе
ние рО2 в фазе экспоненциального роста является критическим.

Уменьшение экономического коэффициента по глюкозе при пони
жении рО2 до критического уровня, вероятно, является специфическим 
свойством Вас. 1Ьипг^1еп51з, для объяснения которого необходимы до- 
I юл 11 и те л ь н ы е нес ледов а имя.

Фаза замедления роста и спорообразования характеризуется при 
культивировании Вас. 1Ьиг1п^1еа515 продолжением активного функцио
нирования цикла трикарбоновых кислот (ЦТК), через глиоксил атный 
шунт которого утилизируется уксусная кислота [6[. В этих фазах в ре
зультате вторичного метаболизма в клетках синтезируется кристалло
видный токсин. При рО2 ниже 15 мм рт. ст. уксусная кислота слабо пот
ребляется микроорганизмами, вследствие чего pH практически не по
вышается. При этом затягивается спорообразование, что приводит к по
нижению титра спор по отношению к максимальному титру вегетатив
ных клеток. Ухудшаются также и условия синтеза кристалловидных 
токсинов, о чем свидетельствует понижение удельной .инсектицидной 
активности кж. Повышение уровня рО2 выше 15 мм рт. ст. в фазе замед
ления роста и спорообразования не сказывается на значении инсекти
цидной активности.

Из изложенного 'следует, что значение рО2, равное 15 мм рт. ст. и 
более, в фазе замедления роста и спорообразования обеспечивает бла
гоприятные условия для протекания процессов спорообразования и син
теза кристалловидных токсинов.

Значение рО2, ниже критического, в фазе экспоненциального роста 
приводит к снижению максимального титра вегетативных клеток и в 
дальнейшем титра спор, что отрицательно сказывается на величине ин
сектицидной активности кж. В этом случае, несмотря на нормальные 

267



уеловпя ло рО2 в период вторичного метаболизма, удельная инсектицид
ная активность кж уменьшается. Вероятно, ослабленные из-за недостат
ка кислорода в этой фазе, клетки частично теряют способность синте
зировать кристалловидные токсины в последующих фазах.

Таким образом, критическое значение парциального давления рас
творенного кислорода для всего процесса культивирования составляет не 
оолее 15 мм рт. ст. Данный критический сровень рО2 обеспечивает нор
мальное протекание первичного и вторичного метаболизма и. как след
ствие. наибольшие в исследуемой области значения титра спор и инсек
тицидной активности кж. Контрольный опыт подтвердил достоверность 
Данного вьэзода.
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ԼՈՒԾՎԱԾ ԹԹՎԱՆՆՒ ՊԱՐՑԻԱԼ ՃՆՇՄԱՆ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ 
BACILLUS THL’KIXGIENSIS-Ի ԿՈՒԼՏԻՎԱՑՄԱՆ ՎՐԱ

ե. Ն. ԱՐՕՈԻւՈԼՆՈՎ

Ուսումնասիրվեք է Լ)Օ2 ա դդե ց ո լթ , ոլն ր BUC- 111 U1U Ո glCHS i Տ - ի ամի, սպոր 
ե. Fin>-i եղառաջացման վրա: Որոշված է, որ pO>-/> կրիտիկական մակարդակբ 
Bac. էհԱringiens։>-ի կուլտիվացման ոդք պրոցեսի Համար պետր է lU*!1 pO2 
սնդիկի սշան 15 մմ-ից ոչ ավելին:

INF! UEXCE OF PARTIAL PRESSURE OF DISSOLVED 
OXYGEN ON i'HE CULTIVATION 
OF BA CIL /. US i h ( U/.\'G!/:.\S/S

E. N. Ak’ZCMANOV

The influence of pO2 on the growth, spore and crystal formation 
of Bac. thuringiensis has been investigated. The crytical level of pOs 
for all processes of cultivation has been determined to be no more that 
15 mm of mercury.
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