
гантов автономно реплицирующейся плазмиды pSa, или плазмид меньшего размера - в случае утраты неселекти- 
руемых маркеров. Плазмида pSa не влияла на частоту спонтанной элиминации генов деградации симазина.

Трансконъюганты, несущие pSa, были использованы в качестве доноров в скрещиваниях с рифампицинустой- 
чивыми производными штамма В601, утаившими гены деградации симазина (B601RifSmz"). Перенос маркеров 
плазмиды pSa наблюдался с частотой около 10'2 на клетку реципиента, а появление трансконъюгантов восприняв­
ших pSa и утилизирующих симазин - с частотой порядка 10‘7 на клетку реципиента. Smz+ трансконъюганты несли 
новую крупную плазмиду и сохраняли резидентные плазмиды реципиента. При росте на легкодоступных источни­
ках азота эти трансконъюганты теряли способность утилизировать симазин с частотой около КГ1 за пассаж при 
сохранении маркеров плазмиды pSa. Smz~ производные теряли воспринятую при скрещивании крупную плазмиду, 
но имели новую плазмиду, соответствующую по молекулярной массе плазмиде pSa. Таким образом, гены деграда­
ции симазина могут быть мобилизованы с помощью плазмиды pSa за счет образования гибридных плазмид на ос­
нове ее репликона.
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СОЗДАНИЕ ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ ШТАММОВ ЛАКТОКОККОВ МЕТОДОМ СЛИЯНИЯ
ПРОТОПЛАСТОВ
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Научно-производственное Республиканское унитарное предприятие "БЕЛНИКТИММП ” (УН 
"БЕЛНИКТИММП”), г. Минск, Республика Беларусь

Технологические процессы производства кисломолочных продуктов в Республике Беларусь, осуществляются с 
использованием многокомпонентных заквасок, что в определенной степени нивелирует явление фаголизиса. Нако­
пленные материалы практических наблюдений свидетельствуют о все возрастающем значении бактериофагов как 
факторов, нарушающих технологический процесс производства ферментированных молочных продуктов, что при­
водит к ухудшению их качества [1,2].

Чтобы снизить риск развития фаговой инфекции, на предприятиях постоянно осуществляют ротацию штаммов, 
формирующих закваски. Поэтому в отделе микробиологии УП "БЕЛИКТИММП" ведется непрерывный поиск и 
отбор устойчивых к бактериофагам молочнокислых бактерий из внешней среды.

В то же время существует возможность получения устойчивых к бактериофагам штаммов лактококков метода­
ми генетического обмена, в частности, слиянием протопластов [3], что послужило целью настоящего исследова­
ния.

Анализ индикаторных и коллекционных культур мезофильных лактококков отдела микробиологии УП "БЕЛ­
НИКТИММП" показал, что из 73 штаммов с удовлетворительными производственными характеристиками 44 ока­
зались чувствительными к широкому спектру коллекционных бактериофагов, то есть не могли быть использованы 
в составе заквасок. Среди этих бактерий отобраны штаммы, характеризующиеся чувствительностью либо устойчи­
востью к ряду антибиотиков: тетрациклину, пенициллину, рифамницину, стрептомицину.

Эти бактерии формировали родительские пары для слияния протопластов: в каждую из 7 таких пар входили 
бактерии Lactococcus lactis ssp. lactis var. diacetilactis, отличающиеся чувствительностью к большинству коллекци­
онных фагов, и Lactococcus lactis ssp. lactis, устойчивые к исследуемым фагам. При этом родительские штаммы 
характеризовались перекрестной чувствительностью к антибиотикам, используемым для отбора фузантов

В результате экспериментов по слиянию протопластов родительских пар отобрано 122 клона молочнокислых 
бактерий, для которых определяли производственно-ценные свойства непосредственно после пересева с селектив­
ной среды в молоко, и сохранение этих свойств после трех перевивок в молоке. Порядка 80% полученных фузан­
тов обладали необходимыми производственно-ценными свойствами, которые сохранялись практически без изме­
нений в процессе восьми пассажей. Такие клоны были проверены на устойчивость к коллекционным бактериофа­
гам, имеющимся в отделе микробиологии УП "БЕЛНИКТИММП". 57 % исследованных клонов оказались фаго­
устойчивыми.

Среди фагоустойчивых фузантов, сохраняющих характерные свойства при инкубировании в неселективных ус­
ловиях, отобрали 36, обладающих признаками обоих родительских типов: способностью формировать плотный, 
однородный сгусток и устойчивостью к 42 коллекционным бактериофагам (свойства бактерий Lactococcus lactis 
ssp. lactis), а также способностью образовывать ароматические вещества, унаследованную от бактерий Lactococcus 
lactis ssp. lactis var. diacetilactis. Оценку органолептических свойств проводила группа экспертов, состоящая из 5 
человек. Эксперты оценивали консистенцию, вкус и аромат молочных сгустков в баллах согласно принятым кри­
териям. Все исследованные фузанты получили оценку 4,5 —  5 баллов (по пятибалльной системе).
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Кроме того, все полученные рекомбинантные штаммы были исследованы на взаимный антагонизм друг к дру­
гу. Для выявления культур-антагонистов использовали метод перекрестных испытаний, учитывающий антагони­
стические взаимоотношения между планируемыми в состав бактериальных заквасок и бактериальных концентра­
тов культурами. Антагонизм молочнокислых бактерий обусловлен действием молочной кислоты или же специфи­
чески связан с выработкой антибиотикоподобных веществ —  низина (L. lactis), диплококцина (Lactococcus cremo- 
ris) и др.[4,5].

В результате было составлено 10 вариантов комбинаций бактериальных заквасок, включающих по два арома- 
тобразующих рекомбинантных штамма. Комбинации отбирались по времени сквашивания и органолептическим 
показателям, особое внимание уделялось газо- и ароматообразованию. Отбраковывались те комбинации, для кото­
рых данные показатели ухудшались по сравнению с показателями штаммов, входящих в состав комбинации, взя­
тых по отдельности. В результате проведенных исследований было отобрано 3 комбинации бактериальных заква­
сок для производства кисломолочных продуктов на основе сконструированных штаммов мезофильных лактокок­
ков.
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СЕКВЕНИРО ВАННЕ ГЕНА БЕЛКА ПОВЕРХНОСТНОГО СЛОЯ КЛЕТОК BACILLUS
SPILAERICUS АР2 
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Мономолекулярный кристаллический слой (S-слой), состоящий из белков, принадлежит к наиболее часто 
встречаемой поверхностной структуре многих представителей прокариот [1]. Во время роста и деления клетки ее 
поверхность покрывается замкнутой высокопористой решеткой. Морфологические, химические, генетические и 
морфогенетические исследования показали, что данная структура представляет собой простейшую биологическую 
мембрану, возникшую в ходе эволюции. Как правило, S-слой состоит из белковой молекулы одного типа, часто 
гли ко протеи на. Аналогичная надмолекулярная структура самопроизвольно возникает и in vitro при контакте рас­
твора S-белка с любой иной гидрофобной поверхностью, например, кремневой пластинкой, липидной пленкой или 
липосомой. Эта уникальная способность белков S-слоя и обуславливает широкий спектр их практического прило­
жения в биотехнологии, молекулярной нанотехнологии, диагностике и т.п. [2].

Рис. 1. Электрофорез в SDS-ПААГ. I -  10 мМ EDTA pH 8.0; 2 -  10 мМ EGTA pH 8.0;3-100мМ HEPES pH 2.0; 4 -  
ЮОмМ HEPES pH 3.0; 5 -  100 мМ HEPES pH 4.0; 6 -200м М  глицин/НС1 pH 2.0; 7 - 2 0 0  мМ глициб/НС1 pH 
4.0; 8 -  100 мМтрис/НС1 pH2.0; 9 -  1М мочевина; 1 0 - 4 М  LiCl; 11 — 1М гуанидин/НС1 pH 7.0; 1 2 - 4 М  гуа- 
нидии/НС! pH 7.0; 13 -  10 мМ NaCl; 14 -  10 мМ СаС12; 15 -  10 мМ MgCl2; 1 6 - 1 %  SDS.
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