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Выделено два новых штамма-продуцента бактериальной целлюлозы из симбиотических сообществ
“Чайный гриб” и “Индийский рис”. Штаммы идентифицированы на основании анализа 16S РНК,
морфологических, биохимических и физиологических характеристик как Komagataeibacter sucrofer-
mentans Н 110 и Komagataeibacter hansenii С 110 и депонированы во Всероссийской коллекции про-
мышленных микроорганизмов под номерами ВКПМ B-11267 и ВКПМ В-12950 соответственно.
Выделенные бактерии обладают высокой продуктивностью и способны образовывать на средах с
отходами пищевой промышленности до 8.2–9.5 г/л бактериальной целлюлозы.
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В настоящее время бактериальная целлюлоза
(БЦ) привлекает особое внимание исследовате-
лей. По сравнению с растительной целлюлозой
она обладает целым рядом преимуществ. Прежде
всего, она является химически чистым веществом
и не требует очистки от примесей. Кроме того,
микрофибриллы бактериальной целлюлозы зна-
чительно тоньше микрофибрилл растительной
целлюлозы. При этом степень кристалличности
бактериальной целлюлозы достигает 70–89%, что
превышает аналогичный показатель для расти-
тельной целлюлозы.

Благодаря своим уникальным свойствам БЦ
является перспективным материалом для про-
мышленности и техники, открывая новые гори-
зонты для нанотехнологии (Ревин и соавт., 2014).
Она имеет большой потенциал для использова-
ния в медицине в качестве биоматериала для тка-
невой инженерии, создания раневых покрытий и
трансдермальных терапевтических систем, а так-
же может использоваться в диетологии в качестве
носителя добавок для сбалансированного пита-
ния, в промышленной электронике для получения
оптически прозрачных соединений с ультраниз-
ким коэффициентом теплового расширения, для
изготовления акустических диафрагм, способна
служить заменой растительной целлюлозы в про-
изводстве бумаги. БЦ является перспективным ис-
точником получения нанокристаллической цел-

люлозы и биокомпозиционных материалов (Ревин
и соавт., 2014; Liyaskina et al., 2017).

Несмотря на все преимущества бактериальной
целлюлозы перед полимером растительного про-
исхождения, процесс ее производства является
довольно дорогостоящим. Это связано, прежде все-
го, с невысокой продуктивностью известных штам-
мов, которая, как правило, не превышает 5 г/л БЦ.
Поэтому остается актуальным выделение новых
культур продуцентов и получение высокопродук-
тивных штаммов методами селекции и генетиче-
ской инженерии.

Бактериальную целлюлозу образуют грамот-
рицательные бактерии родов Komagataeibacter
(Gluconacetobacter), Agrobacterium, Achromobacter,
Enterobacter, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella,
Azotobacter, Alcaligenes и грамположительные бак-
терии Sarcina ventriculi, Rhodococcus (Ревин и соавт.,
2014). Наиболее известным продуцентом бактери-
альной целлюлозы является уксуснокислая бакте-
рия Komagataeibacter xylinus (Gluconacetobacter xylinus,
Acetobacter xylinum, A. aceti ssp. xylinum, A. xylinus).

Род Gluconacetobacter принадлежит семейству
Acetobacteraceae и относится к филуму Proteobacte-
ria, класс Alfaproteobacteria. На основании анализа
16S рРНК виды этого рода были разделены на
2 группы: группа Gluconacetobacter xylinus (G. xyli-
nus, G. sucrofermentans, G. hansenii, G. europaeus,
G. entanii, G. saccharivorans, G. swingsii, G. rhaeticus,
G. nataicola, G. oboediens, G. intermedius) и группа
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Gluconacetobacter liquefaciens (G. liquefaciens, G. sac-
chari, G. diazotrophicus, G. johannae, G. azotocaptans)
(Yamada, Yukphan, 2008; Cleenwerck et al., 2010;
Yamada et al., 2012).

Бактерии группы Gluconacetobacter liquefaciens
образуют 2,5-дикето-D-глюконат и водораство-
римый коричневый пигмент. Бактерии группы
Gluconacetobacter xylinus не синтезируют данный
пигмент и образуют 2-кето-D-глюконат и/или
5-кето-D-глюконат (Yamada et al., 2012).

В настоящее время бактерии группы Gluconace-
tobacter xylinus перенесены в новый род Komagataei-
bacter, первоначально названный Komagatabacter
(K. xylinus, K. hansenii, K. europaeus, K. oboediens,
K. intermedius, K. swingsii, K. rhaeticus, K. sacchariv-
orans, K. nataicola, K. kombuchae, K. sucrofermentans,
K. kakiaceti, K. medellinensis, K. maltaceti) (Yamada
et al., 2012; Yamada, 2014).

На сегодняшний день выделено и описано
большое количество штаммов рода Komagataei-
bacter (Gluconacetobacter). Полностью секвениро-
ваны геномы K. medellinensis NBRC 3288 (Ogino
et al., 2011), K. nataicola RZS0111 (Zhang et al.,
2017), K. hansenii ATCC 53582 (Florea et al., 2016),
K. xylinus E25 (Kubiak et al., 2014), K. xylinus E259,
K. xylinus CGMCC 2955 (Liu et al., 2018), K. xylinus
E26, K. xylinus BCRC 12334 (Ryngajllo et al., 2018).
В целом у представителей рода Komagataeibacter
содержание Г + Ц в ДНК составляет от 55.8 до
63.4 мол. % (Yamada, 2012).

К роду Komagataeibacter относятся многочис-
ленные недавно выделенные продуценты БЦ.
Большое количество штаммов выделено из сим-
биотического сообщества “Чайный гриб”: K. han-
senii GH-1/2008 (ВКПМ В-10547) (Патент РФ
№ 2464307, 2012), K. xylinus B-12068 (Патент РФ
№ 2568605, 2015; Volova et al., 2018), K. rhaeticus
CALU-1629 (Патент ЕАПВ № 201700517, 2017),
K. rhaeticus P 1463 (Semjonovs et al., 2017); K. inter-
medius AF2 (dos Santos et al., 2014).

Из уксуса выделены продуценты Komagata-
bacter (Gluconacetobacter) sp. RKY5 (Kim et al.,
2006), K. medellinensis (Castro et al., 2012); Komaga-
tabacter (Gluconacetobacter) kakiaceti sp. nov. (Iino
et al., 2012). Из фруктовых соков выделены бакте-
рии K. intermedius (Lin et al., 2016), G. swingsii,
G. rhaeticus (Dellaglio et al., 2005); Komagatabacter
(Gluconacetobacter) sp. gel_SEA623-2 (Kim et al.,
2017); из фруктов – Komagatabacter (Gluconaceto-
bacter) sp. F6 (Jahan et al., 2012).

Штаммы рода Komagataeibacter различаются
количеством образуемой БЦ, зависимостью этого
процесса от используемого субстрата, структурой
и свойствами синтезируемой целлюлозы (Rynga-
jllo et al., 2018).

Целью настоящей работы была характеристи-
ка новых штаммов – эффективных продуцентов
бактериальной целлюлозы, выделенных из сим-

биотических сообществ “Чайный гриб” и “Ин-
дийский рис”.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования и источник выделения.
Источниками выделения штаммов – продуцен-
тов БЦ были симбиотические сообщества “Чай-
ный гриб” (De Filippis et al., 2018) и “Индийский
рис” (Fels et al., 2018).

Состав сред и условия культивирования. Штам-
мы, образующие БЦ, выделяли на среде HS (Hes-
trin, Schramm, 1954) следующего состава (г/л):
глюкоза – 20.0, пептон – 5.0, дрожжевой экстракт –
5.0, гидрофосфат натрия – 2.7, лимонная кислота –
1.15; рH среды – 6.0.

Чистые культуры поддерживали на среде сле-
дующего состава (г/л): глюкоза – 10.0, дрожжевой
экстракт – 10.0, пептон – 7.0, лимонная кислота –
0.2, уксусная кислота – 0.1, этанол – 10.0, агар – 15.0;
рН 5.0‒6.0.

Для изучения культурально-морфологических
свойств микроорганизмов использовали агаризо-
ванную среду с глюкозой следующего состава
(г/л): глюкоза – 10.0, дрожжевой экстракт – 10.0,
пептон – 7.0, лимонная кислота – 0.2, уксусная
кислота – 1.5, этанол – 10.0, агар – 20.0; рH 6.0;
среду YE следующего состава (г/л): дрожжевой
экстракт – 30.0, этанол – 20.0, агар – 20.0; рH 6.0;
среду с мелом следующего состава (г/л): пептон – 5.0,
дрожжевой экстракт – 3.0, этанол – 30.0, мел – 20.0,
агар – 15.0; рH 6.0; среду с мелассой следующего
состава (г/л): меласса – 55, агар – 15.0; рН 4.5.

Для получения БЦ использовали среды: HS
(рН 6.0), среду с мелассой в концентрации 55 г/л
(рН 4.5), фильтрат нативной послеспиртовой
барды (рН 4.0).

Культивирование продуцента осуществляли в
конических колбах на 250 мл, содержащих 100 мл
среды. Инокулят выращивали на шейкере-инку-
баторе ES-20/60 (“Biosan”, Латвия) при скорости
перемешивания 250 об./мин и температуре 28°С в
течение 1 сут. Полученным инокулятом в количе-
стве 10% от объема среды засевали колбы опытно-
го варианта, которые затем помещали на шейкер-
инкубатор ES-20/60 и проводили культивирование
при скорости перемешивания 250 об./мин в тече-
ние 3 сут. Также культивирование осуществляли
в статических условиях при температуре 28°С в
течение 5 и 14 сут.

Определение количества образовавшейся БЦ.
Полученную БЦ трехкратно обрабатывали 0.1 н
раствором NaOH при 80°С в течение 30 мин для
удаления клеток и компонентов среды. От рас-
твора щелочи целлюлозу отмывали 0.5% раство-
ром уксусной кислоты и дистиллированной водой
до нейтральной реакции. Количество полисахари-
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да определяли весовым методом после высушива-
ния до постоянной массы при температуре 60°С.

Микроскопические исследования. Морфологию
клеток изучали в световом микроскопе DM2500 M
(“Leica”, Швейцария), а морфологию колоний ‒
с помощью стереомикроскопа Stemi DV4 (“Carl
Zeiss”, Германия).

Определение физиологических свойств штаммов
проводили в соответствии с общепринятыми ме-
тодами (Нетрусов и соавт., 2005). Спектр субстра-
тов, используемых штаммами в качестве источ-
ника углерода, определяли на жидкой среде HS. В
качестве источников углерода и энергии исследо-
вали: сахара – глюкозу, фруктозу, сахарозу, лак-
тозу, мальтозу, ксилозу, галактозу, арабинозу;
спирты – глицерин, маннит; соли органических
кислот – ацетат, лактат, цитрат; первичные спир-
ты – этанол. Рост штаммов при значениях
рН 3.0–7.0 определяли, доводя основную среду
HS 0.1 н раствором HCl или NaOH до нужного зна-
чения рН, который оценивали потенциометриче-
ски на pH-метре S220 SevenCompact (“Mettler Tole-
do”, Швейцария). Температурные пределы роста
изучали в интервале 6–37°С. Температурный и
рН оптимумы роста штаммов определяли с ис-
пользованием глюкозы в качестве субстрата.

Состав жирных кислот (ЖК) в липидах обоих
штаммов определяли на газовом хроматографе
GC-2010 Plus (“Shimadzu”, Япония) с капилляр-
ной колонкой HP-FFAP 50 м × 0.32 мм × 0.5 мкм
(“Agilent Technologies”, США). Использовался
программный комплекс Shimadzu GCsolution.

Молекулярно-генетические исследования. Вы-
деление, очистку ДНК, определение Г + Ц в составе
ДНК проводили по стандартным методикам (Heath
et al., 1986). Определение нуклеотидной последо-
вательности гена 16S рРНК у штаммов проводили
по стандартным методикам в ФГБУ “ГосНИИге-
нетика”.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Методом многоступенчатого скрининга по

способности синтезировать наибольшее количе-
ство БЦ в результате исследований были выделены
2 штамма бактерий-продуцентов. Штамм Н 110
был выделен из симбиотического сообщества
“Чайный гриб” (Комбуча, Medusomyces gisevii
J. Lindau), а штамм С 110 ‒ из симбиотического
сообщества “Индийский рис” (морской рис, ти-
бикос, тиби, тибетский гриб, японский рис, водя-
ной кефир).

Морфология. Клетки штаммов Н 110 и С 110
при оптимальных условиях культивирования на
среде с глюкозой (10.0 г/л) в качестве субстрата
представляют собой палочки с закругленными
концами, некоторые слегка изогнуты; эндоспор
не образуют; окраска по Граму – отрицательная;
расположение одиночное, парное, в коротких це-
почках; размеры 0.6–1.2 × 1.0–3.0 мкм (рис. 1).

Культуральные свойства. Штаммы Н 110 и С 110
хорошо растут плотных питательных средах с со-
держанием агара 2%.

На агаризованной среде с глюкозой и среде YE
при 28°С на 3 сут роста штаммы Н 110 и С 110 об-
разовывали мелкие круглые колонии диаметром
1–2 мм светло-бежевого цвета (рис. 2а, 2б). На
5 сут культивирования диаметр колоний увели-
чивался до 2–4 мм. На агаризованной среде с ме-
лом и мелассой колонии окружены прозрачным
ореолом, образующимся, вероятно, под действи-
ем уксусной кислоты (рис. 2в, 2г).

Колонии имели форму шара на плоской по-
дошве, блестящие, желеобразные, целиком сни-
мающиеся с агара (рис. 3а). В процессе роста по-
верхность колонии становилась морщинистой, а
край волнистым (рис. 3б–3г, 4). 

При росте в жидкой среде исследуемые штам-
мы в статических условиях образовывали гель-
пленку бактериальной целлюлозы (рис. 5), в дина-
мических условиях – агломераты бактериальной
целлюлозы различной формы и размеров в зависи-
мости от состава среды и режимов перемешивания

Рис. 1. Клетки бактерий K. sucrofermentans Н 110 и K. hansenii С 110 (×1500).

5 мкм(а) 5 мкм(б)
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(рис. 6). Так при культивировании штаммов в ко-
нических колбах на 250 мл, содержащих 100 мл
среды HS, в шейкере-инкубаторе при скорости пе-
ремешивания 100 об./мин образовывались крупные
агломераты БЦ от 25 до 30 мм в диаметре. При по-
вышении скорости перемешивания до 150 об./мин
и выше БЦ приобретала вид хлопьев размерами
1–7 мм.

Физиологические свойства. Штаммы Н 110 и
С 110 являются аэробными мезофильными аци-
дотолерантными органогетеротрофами. Штаммы
росли в пределах температур 6–37°С с оптимумом
роста при 28–30°С и в диапазоне рН 3–7 с опти-
мумом при значениях 4–6 (табл. 1).

Максимальное количество БЦ образовывалось
при температуре 30°С и составляло для штаммов
Н 110 и С 110, соответственно, 2.19 ± 0.08 и 1.76 ±
± 0.07 г/л на 3-и сут культивирования в динамиче-
ских условиях на стандартной среде HS с глюкозой.

В качестве источников углерода и энергии
штаммы Н 110 и С 110 использовали глюкозу,
фруктозу, сахарозу, лактозу, мальтозу, ксилозу,
галактозу, арабинозу, лактат, ацетат, цитрат, ман-
нит, глицерин, этанол. Наилучшими источника-
ми углерода в составе среды HS для роста штам-
мов Н 110 и С 110 и образования БЦ служили глю-

коза, фруктоза, глицерин и маннит (табл. 2).
Максимальное количество БЦ образовывалось
штаммами Н 110 и С 110 на среде с фруктозой
(2.62 ± 0.03 и 2.55 ± 0.03 г/л соответственно) и
глицерином (2.5 ± 0.1 и 2.22 ± 0.02 г/л соответ-
ственно) за 3 сут культивирования в динамиче-
ских условиях. На средах с сахарозой и лактозой
образование БЦ было наименьшим.

Бактерии окисляют этанол до уксусной кисло-
ты, ацетат и лактат – до СО2 и H2О. Оба организма
каталазоположительные, оксидазоотрицательные.
Желатину не разжижают, крахмал не гидролизуют,
нитраты не восстанавливают; индол и сероводород
не образуют. Бактерии растут в присутствии по-
вышенных концентраций глюкозы (30%), в при-
сутствии 5% этанола, не нуждаются в уксусной
кислоте для роста, но растут в ее присутствии. Об-
разуют кислоты на различных сахарах и спиртах
(маннит, глицерин, этанол), но не на сахарозе.
Наибольшее снижение значений pH происходит
на среде с глюкозой – с 6.0 до 3.1 ± 0.1 за 3 сут
культивирования в динамических условиях. Так
же значительное снижение pH наблюдается на
среде с этанолом – с 6.0 до 3.4 ± 0.1 за 3 сут куль-
тивирования в динамических условиях. При ис-
пользовании в качестве источников углерода
фруктозы и глицерина происходит меньшее за-

Рис. 2. Колонии K. sucrofermentans Н 110 на средах с глюкозой (а), этанолом (среда YE) (б), мелом (в) и мелассой (г) на
3 сут роста.

(а) (б)

(в) (г)
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Рис. 3. Колонии K. sucrofermentans Н 110 на среде с глюкозой. 3 сут роста: диаметр 1 мм (а), диаметр 2 мм (б); 4 сут роста:
диаметр 2‒3 мм (в); 5 сут роста: диаметр 4 мм (г).

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 4. Колонии K. hansenii С 110 на среде с глюкозой на 4 сут роста.

кисление среды – значение рН снижается с 6.0 до
5.3 ± 0.1 за 3 сут культивирования в динамических
условиях.

Штаммы способны образовывать значительное
количество БЦ на средах с дешевыми отходами
пищевой промышленности, такими как меласса и
барда. Максимальное количество БЦ образуется
штаммами Н 110 и С 110 на послеспиртовой барде –
9.5 ± 0.1 и 9.2 ± 0.1 г/л соответственно за 14 сут
культивирования в статических условиях (табл. 2).

Также значительное образование БЦ отмечено на
среде с мелассой – 8.2 ± 0.2 и 8.1 ± 0.2 г/л за 14 сут
культивирования в статических условиях штам-
мами Н 110 и С 110 соответственно.

Содержание жирных кислот (ЖК). Состав жир-
ных кислот липидов мембран клеток штаммов
Н 110 и С 110 (в % от суммы) представлен в табл. 3.
Основными жирными кислотами у выделенных
штаммов были С16:0 и С18:1ω7с. Полученные ре-
зультаты согласуются с литературными данными,



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 1  2020

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММОВ 93

Рис. 5. Гель-пленка БЦ на поверхности питательной
среды HS.

Рис. 6. БЦ, полученная в динамических условиях на среде HS при скорости перемешивания 250 об./мин.

согласно которым эти жирные кислоты преобла-
дали у типовых штаммов G. sucrofermentans LMG
18788T (12.2 и 66.7%) и G. xylinus JCM 7644 T (23.1
и 67.4%) (Iino, 2012).

Молекулярно-генетические исследования. Со-
держание Г + Ц в ДНК штаммов Н 110 и С 110 со-
ставляло 60.5 и 59.3 мол. % соответственно. У ти-
повых штаммов G. sucrofermentans LMG 18788T

(=JCM 9730T = DSM 15973T) и K. hansenii LMG
1527T (=NBRC 14820T = NCIB 8745T = DSM 5602T =
= ATCC 35959) содержание Г + Ц в ДНК состав-
ляло 62.7 и 62 мол. % соответственно(Cleenwerck
et al., 2009, 2010).

Штаммы продуценты идентифицированы до
вида с помощью анализа 16S РНК. При секвени-
ровании вариабельных участков генов, кодирую-
щих 16S рРНК, получена собранная нуклеотидная
последовательность для каждого штамма. После-
довательности были выровнены с соответствую-
щими последовательностями ближайших видов
бактерий, доступными из базы данных GenBank.
Наиболее близкий уровень сходства по гену 16S

рРНК штамм Н 110 продемонстрировал с типовым
штаммом вида Gluconacetobacter (Komagataeibacter)
sucrofermentans – 98.3%. По данным анализа ге-
нов, кодирующих 16S рРНК, штамм С 110 наибо-
лее близок к виду Komagataeibacter hansenii – 99%.

ОБСУЖДЕНИЕ

Выделено два новых штамма-продуцента бак-
териальной целлюлозы из симбиотических сооб-
ществ “Чайный гриб” и “Индийский рис”.

По литературным данным известно, что общее
количество видов в составе микрофлоры “Чайно-
го гриба” может превышать 22, в число которых
входят уксуснокислые бактерии семейства Aceto-
bacteraceae, молочнокислые бактерии рода Lacto-
bacillus, а также дрожжевые грибы Zygosaccharomy-
ces spp., Saccharomyces spp., Dekkera spp., Pichia spp.
(De Filippis et al., 2018). Выше уже отмечалось, что
из симбиотического сообщества “Чайный гриб”
ранее были выделены такие виды продуцентов
БЦ как G. hansenii (Патент РФ № 2464307, 2012),
K. xylinus (Патент РФ № 2568605, 2015; Volova,
2018), K. rhaeticus (Патент ЕАПВ № 201700517,
2017; Semjonovs et al., 2017), K. intermedius (dos San-
tos et al., 2014). Нами впервые из данного сообще-
ства выделен вид K. sucrofermentans. Типовой
штамм G. sucrofermentans LMG 18788T (=JCM
9730T = DSM 15973T) был выделен из ягод череш-
ни (Cleenwerck et al., 2010). Этот штамм образует
значительное количество целлюлозы на среде с
сахарозой в динамических условиях.

Согласно литературным данным микрофлора
“Индийского риса” представлена, в основном,
молочнокислыми бактериями Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae, а также представителями се-
мейств Bifidobacteriaceae, Clostridiaceae, Acetobacte-
riaceae и дрожжевыми грибами (Fels et al., 2018).
Типовой штамм K. hansenii LMG 1527T (=NBRC
14820T = NCIB 8745T = DSM 5602T = ATCC 35959)
выделен из уксуса (Cleenwerck et al., 2009).
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Выделенные нами штаммы идентифицирова-
ны на основании анализа 16S РНК, морфологи-
ческих, биохимических и физиологических ха-
рактеристик как Komagataeibacter sucrofermentans
Н 110 и Komagataeibacter hansenii С 110 и депониро-
ваны в ВКПМ под номерами K. sucrofermentans
ВКПМ B-11267 и K. hansenii ВКПМ В-12950.

Штаммы K. sucrofermentans Н 110 и K. hansenii
С 110 проявили сходство по большинству призна-
ков с типовыми штаммами G. sucrofermentans
LMG 18788T (=JCM 9730T = DSM 15973T) (Cleen-
werck et al., 2010) и K. hansenii LMG 1527T (=NBRC
14820T = NCIB 8745T = DSM 5602T = ATCC 35959)
(Cleenwerck et al., 2009), а так же штаммами, выде-
ленными из симбиотического сообщества “Чай-
ный гриб”, K. hansenii GH-1/2008 (ВКПМ
В-10547) (Патент РФ № 2464307, 2012) и K. xylinus

В-12068 (Патент РФ № 2568605, 2015; Volova,
2018). Однако в отличие от наших штаммов,
G. hansenii GH-1/2008 не растет на среде с 3% эта-
нола (Патент РФ № 2464307, 2012). Этанол в кон-
центрации 0.3‒1.5% для данного штамма является
стимулятором синтеза целлюлозы, но при кон-
центрации спирта выше 2% процесс образования
БЦ прекращается. Кроме того, штамм G. hansenii
GH-1/2008 плохо растет на плотных питательных
средах, образует колонии только на полужидких
питательных средах с содержанием агара в плот-
ной среде не выше 1.5% (Патент РФ № 2464307,
2012). Штамм K. xylinus В-12068, в отличие от наших
штаммов, не растет в присутствии 30% D-глюкозы,
но образует максимальное количество БЦ при до-
бавлении в среду 3% этанола (Патент РФ
№ 2568605, 2015; Volova et al., 2018).

Таблица 2. Образование БЦ штаммами K. sucrofermentans Н 110 и K. hansenii С 110

Среда культивирования Способ и время 
культивирования

Выход БЦ, г/л

K. sucrofermentans Н 110 K. hansenii С 110

HS с глюкозой (2%) Динамический, 3 сут 2.19 ± 0.08 1.76 ± 0.07

Статический, 5 сут 1.8 ± 0.1 1.46 ± 0.05

HS с фруктозой (2%) Динамический, 3 сут 2.62 ± 0.03 2.55 ± 0.03

HS с глицерином (2%) Динамический, 3 сут 2.5 ± 0.1 2.22 ± 0.02

HS с маннитом (2%) Динамический, 3 сут 2.2 ± 0.1 1.8 ± 0.1

HS с этанолом (2%) Динамический, 3 сут 1.34 ± 0.03 1.45 ± 0.03

HS с сахарозой (2%) Динамический, 3 сут 0.93 ± 0.02 0.78 ± 0.02

HS с лактозой (2%) Динамический, 3 сут 0.75 ± 0.04 0.77 ± 0.04

Меласса Динамический, 3 сут 2.96 ± 0.06 2.37 ± 0.02

Статический, 5 сут 2.2 ± 0.1 1.96 ± 0.06

Статический, 14 сут 8.2 ± 0.2 8.1 ± 0.2

Барда Динамический, 3 сут 6.2 ± 0.2 6.0 ± 0.1

Статический, 5 сут 3.3 ± 0.02 2.87 ± 0.06

Статический, 14 сут 9.5 ± 0.1 9.2 ± 0.1

Таблица 3. Состав жирных кислот штаммов K. sucrofermentans Н 110 (ВКПМ B-11267) (1), K. hansenii С 110 (ВКПМ
В-12950) (2) в сравнении с типовыми штаммами G. sucrofermentans LMG 18788T (=JCM 9730T = DSM 15973T) (3)
(Iino et al., 2012), G. xylinus JCM 7644T (4) (Iino et al., 2012) (% от суммы ЖК)

Жирная кислота Символ 1 2 3 4

Декановая С10:0 5.06 9.79 1.7 ‒
Додекановая С12:0 1.45 6.62 ‒ ‒
Тетрадекановая С14:0 1.25 2.27 7.8 3.8
Гексадекановая C16:0 21.47 27.2 12.2 23.1
9-Гексадеценовая С16:1ω7с 4.85 2.26
Октадекановая С18:0 1.67 1.43 1.2 4.1
11-Октадеценовая С18:1ω7с 64.28 50.43 66.7 67.4
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Температура является важным фактором, вли-
яющим на рост штаммов-продуцентов и на син-
тез БЦ. Согласно литературным данным, макси-
мальный выход целлюлозы достигался при 28–30°C;
температурный минимум для бактерий состав-
лял 6–10°C, температурный максимум – 35–
45°C (Coban, Biyik, 2011). Штаммы K. sucrofermentans
Н 110 и K. hansenii С 110 также росли в пределах тем-
ператур 6–37°С с оптимумом роста при 28–30°С
и в диапазоне рН 3–7 с оптимумом при
значениях 4–6.

По литературным данным, БЦ образуется в
широком диапазоне рН – от 4.0 до 7.0 (Coban, Bi-
yik, 2011). Оптимальное значение рН для роста
продуцентов и образования БЦ зависит в первую
очередь от используемого штамма и среды куль-
тивирования. Уксуснокислые бактерии устойчи-
вы к низким значениям рН. Оптимальное значе-
ние рН для биосинтеза целлюлозы бактерией
K. xylinus B-12068 находится в диапазоне 3.6–4.0
(Volova et al., 2018). Максимальный выход БЦ на
стандартной среде HS составляет 2.73 г/л при
pH 3.6. Для продуцента K. medellinensis, выделен-
ного из уксуса, максимальный выход БЦ (4.5 г/л)
наблюдается при рН среды 3.5 (Castro et al., 2012).

Ранее нами было показано, что при культиви-
ровании штамма K. sucrofermentans B-11267 на сре-
де HS с глюкозой в течение первых суток проис-
ходит резкое понижение значений рН с 6 до 4 в
результате образования из глюкозы глюконовой
кислоты под действием фермента дегидрогеназы
(Revin et al., 2018). При культивировании бактерии
K. sucrofermentans B-11267 на фильтрате послеспир-
товой барды и молочной сыворотке наблюдается
обратный процесс: происходит понижение кис-
лотности среды, что вероятно связано с потребле-
нием органических кислот (Revin et al., 2018). При
этом максимальное количество БЦ на среде с бар-
дой образуется при начальном значении рН 3.95
(6.19 г/л), а на среде HS с глюкозой – при началь-
ном значении рН 6.0 (2.19 г/л) за 3 сут культиви-
рования в динамических условиях.

Наилучшими источниками углерода в составе
среды HS для роста штаммов K. sucrofermentans
Н 110 и K. hansenii С 110 и образования целлюлозы
служат глюкоза, фруктоза, глицерин и маннит.
На средах с сахарозой и лактозой образуется наи-
меньшее количество БЦ. Согласно литературным
данным, типовой штамм K. sucrofermentans LMG
18788T (=JCM 9730T = DSM 15973T) образует за
15 сут культивирования в статических условиях
на среде HS с глюкозой, фруктозой, сахарозой,
лактозой, ксилозой и глицерином 1.2, 2.06, 4.9,
1.6, 1.7, и 3.2 г/л БЦ соответственно (Tsouko et al.,
2015). Типовой штамм K. hansenii LMG 1527T

(=NBRC 14820T = NCIB 8745T = DSM 5602T

=ATCC 35959) не растет в среде с сахарозой
(Cleenwerck et al., 2009). По данным российских

ученых (Volova et al., 2018) выход БЦ, образуемой
бактерией K. xylinus B-12068 на 7 сут культивиро-
вания в статических условиях в колбах при на-
чальном значении рН 6.0, составляет в среде с
глюкозой, сахарозой и галактозой 2.2, 1.6 и 1.4 г/л
соответственно. Штамм K. hansenii GH-1/2008
ВКПМ В-10547 лучше образует БЦ на среде, со-
держащей сахарозу, чем на среде, содержащей
глюкозу (Патент РФ № 2464307, 2012). При культи-
вировании в течение 7 сут на среде HS с глюкозой
биомасса сухой пленки БЦ составляет 2.17 г/л, а на
среде с сахарозой (30 г/л) – 5.57 г/л.

Важной проблемой в получении БЦ является
использование дорогих питательных сред. Из-
вестно, что около 30% от общей стоимости про-
цесса составляет стоимость питательной среды.
Для культивирования продуцентов БЦ использу-
ют среды, в состав которых входят источники уг-
лерода (глюкоза, сахароза, фруктоза, глицерин),
азота (дрожжевой экстракт, пептон), фосфора,
микроэлементы и биологически активные веще-
ства. С целью удешевления процесса биосинтеза
БЦ выгоднее использовать среды, состоящие из
отходов промышленности и сельского хозяйства,
например мелассы, барды, молочной сыворотки,
фруктовых соков и т.д. Одновременно решается
вопрос, связанный с утилизацией этих отходов.

Штаммы K. sucrofermentans Н 110 и K. hansenii
С 110 характеризуются способностью образовывать
значительное количество БЦ на средах с дешевыми
отходами пищевой промышленности, такими как
меласса (8.2 ± 0.2 и 8.1 ± 0.2 г/л) и барда (9.5 ± 0.1 и
9.2 ± 0.1 г/л).

Барда образуется в значительном количестве
как отход спиртового производства. Она содержит
практически все питательные вещества, присущие
исходному сырью: протеины, жиры, клетчатку,
безазотистые экстрактивные вещества, включая
несброженные сахара и крахмал. В настоящее
время исследователями изучается возможность
использования барды для увеличения выхода БЦ
(Wu, Liu, 2013; Revin et al., 2018). Органические
кислоты положительно влияют на образование
БЦ, вследствие чего богатая ими барда использу-
ется для увеличения выхода целлюлозы. Напри-
мер, Wu и Liu при статическом культивировании
G. xylinus в течение 7 сут на среде с рисовой бар-
дой получили выход БЦ 6.26 г/л (Wu, Liu, 2013).

Меласса представляет собой побочный про-
дукт конечной стадии кристаллизации в процессе
производства сахара и является одним из наиболее
экономичных источников углерода в микробиоло-
гической промышленности. Меласса содержит до
80% сухих веществ, из которых около 48% пред-
ставлено сахарозой. Также в мелассе содержатся
аминокислоты, органические кислоты и их соли,
бетаин, минеральные вещества и витамины. Из-
вестно о получении БЦ в количестве 5.3 г/л на
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среде с мелассой штаммом A. xylinum BPR2001 в
биореакторе после ее термокислотной обработки
(Bae, Shoda, 2004).

Таким образом, в ходе исследований получены
новые высокопродуктивные штаммы, способные
образовывать на средах с отходами пищевой про-
мышленности до 8.0–9.5 г/л бактериальной целлю-
лозы. Одновременно решается вопрос, связанный с
утилизацией этих отходов. Впервые вид K. sucrofer-
mentans выделен из симбиотического сообщества
“Чайный гриб”. Также впервые штамм-проду-
цент бактериальной целлюлозы выделен из сим-
биотического сообщества “Индийский рис”. Не-
смотря на то, что бактерии K. sucrofermentans Н 110
и K. hansenii С 110 выделены из различных источ-
ников и являются представителями различных
видов, они имеют ряд схожих фенотипических
характеристик, свойственных представителям
рода Komagataeibacter, и отличаются по ряду при-
знаков от типовых штаммов и других представи-
телей рода.
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Isolation and Characterization of the Strains Producing Bacterial Cellulose
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Abstract—Two new strains producing bacterial cellulose were isolated from the Kombucha and Tibicos sym-
biotic communities. Based on the 16S rRNA gene analysis and the morphological, biochemical, and physi-
ological characteristics, the strains were identified as Komagataeibacter sucrofermentans H 110 and Komaga-
taeibacter hansenii C 110; the strains were deposited to the All-Russian Collection of Industrial Microorgan-
isms under accession nos. VKPM B-11267 and VKPM B-12950, respectively. The isolates have high
productivity and form up to 8.2–9.5 g/L bacterial cellulose on media with food industry wastes.
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