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Табл. Детоксикация сточных вод в биореакторах различных типов

Биореактор с неподвижной загруз-
кой

Комбинированный биореактор

время пре-
бывания, ч

ХПКБОВ, 
мг 0 2/л

съем ХПК, 
%

время пре-
бывания, ч

ХПК БОВ, 
мг 0 2/л

съем ХПК, 
%

200 1200 75 102 1140 77,2

50 1400 71 30,1 1530 69,4

25 1600 67 20,5 1590 67,3

12,5 2200 54 7,9 1670 66,5

Т.о., комбинированный биореактор, базирующийся на основе UASB- 
реактора, может быть использован как аппарат интенсивного массообмена 
для анаэробной детоксикации сточных вод гидролизного производства.
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ВЫЯВЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ПЛАЗМИД В КЛЕТКАХ 
LACTOCOCCUS LACTIS SUBSP. CREMORIS

The plasmids composition of Lactococcus lactis subsp.cremoris 9-1 
cells was investigated. By two methods a 36 MDa plasmid was revealed, 
which contain lactose methabolism genes.

Молочнокислые бактерии рода Lactococcus являются основными 
компонентами заквасок для приготовления разнообразных молочнокислых 
продуктов. Поэтому свойства и производственные характеристики этих 
бактерий напрямую сказываются как на качестве самих продуктов, так и на 
эффективности процессов их приготовления. В заводских лабораториях и 
отраслевых институтах осуществляется постоянный поиск и выделение
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новых, более перспективных штаммов лактококков. В то же время сущест-
вует другой способ их получения, основанный на генетическом реконст-
руировании уже имеющихся (использующихся в производстве) бактерий.

В основе такой работы лежит использование методов обмена генети-
ческой информацией между клетками микроорганизмов. При этом извест-
но, что легче всего бактерии обмениваются внехромосомными факторами 
наследственности, к которым, в первую очередь, относятся плазмиды. В 
различных исследованиях показано, что многие важные свойства молоч-
нокислых бактерий детерминируются плазмидами: утилизация лактозы [1], 
сахарозы, ксилозы, маннозы, галактозы [2], протеиназная активность, ус-
тойчивость к низину и бактериофагам, метаболизм цитрата, устойчивость 
к неорганическим ионам и антибиотикам [3] и другие признаки. Каждый 
штамм бактерий характеризуется собственным набором плазмид разной 
молекулярной массы и с разнообразными детерминантами. В задачу на-
стоящего исследования входило выявление плазмид у производственного 
штамма L.lactis subsp.cremoris 9-1 и характеристика их свойств.

Среди разных способов выявления плазмид в бактериях наиболее 
доступным является элиминация плазмид из клеток с последующим анали-
зом утраченных элиминантами признаков. Для этого используются агенты, 
нарушающие репликацию плазмиды при клеточном делении. В качестве 
такого агента использовали акрифлавин в концентрации 6 мкг/мл с дли-
тельностью обработки 36 час. Выживаемость клеток в указанных условиях

Рис.1. Выживаемость бактерий L.lactis subsp.cremoris 9-1 
при обработке акрифлавином
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Обработанные акрифлавином клетки высевали на серию дифферен-
циально-диагностических сред с различными углеводами для выявления 
способности сбраживать эти вещества, на среды с антибиотиками и без та-
ковых для поиска чувствительных к ним вариантов и на агаризованное мо-
локо для выявления клонов, утративших способность к синтезу протеоли-
тических ферментов. Результаты этих экспериментов представлены в 
табл. 1.

Табл. 1. Характеристика обработанных акрифлавином бактерий 
L.lactis subsp. cremoris 9-1

Фенотип 

Число клонов

Lac+ Lac* Kmr Kms Smr Sms R if R if Naf N af Prt+ Prf 

780 12 960 0 810 0 926 0 713 0 828 3

Примечание: Lac+/Lac* - способность/неспособность утилизировать 
лактозу; Kmr/Kms - устойчивость/чувствительность к канамицину 
(20 мкг/мл); Smr/Sms - устойчивость/чувствительность к стрептомицину 
(25 мкг/мл); R if/R if - устойчивость/чувствительность к рифампицину 
(15 мкг/мл); Naf/ Nals - устойчивость/чувствительность к налидиксовой 
кислоте (10 мкг/мл); P rf/Prf - способность/неспособность продуцировать 
протеолитические ферменты.

Как следует из представленных данных, исследование большого ко-

личества клонов, обработанных акрифлавином, позволило выявить вариан-

ты, утратившие способность сбраживать лактозу (частота элиминации 

1,5%) и продукцию протеолитических ферментов (частота элиминации 

0,4%). Эффективность этих событий достаточно высока, чтобы можно бы-

ло объяснять их не мутационными изменениями в соответствующих генах, 

а элиминацией плазмид, содержащих указанные детерминанты.

Чтобы подтвердить высказанное предположение, воспользовались 

другим методом выявления плазмид в клетках бактерий - электрофорезом 

ДНК в агарозном геле [4]. На рис.2 представлена элекгрофореграмма, ха-

рактеризующая плазмидные профили клеток исходного типа L.lactis subsp. 

cremoris 9-1 и вариантов этого штамма, утративших признаки Lac+ и Prt+.
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Рис.2. Электрофореграмма 
плазмидных ДНК бактерий : 
1 - L.lactis subsp.cremoris 9-1 
(исходный тип); 2 - L.lactis 
subsp.cremoris 9-1 Lac'; 3 - 
L.lactis subsp.cremoris 9-1 Prt'; 
4 - E.coli W1655 F’lac.

Из представленных на рис.2 ре-
зультатов следует, что клетки исходного 
штамма L.lactis subsp. cremoris 9-1 со-
держат 3 плазмиды с молекулярной мас-
сой 58, 41 и 36 МДа (трек 1). Варианты 
этого штамма, утратившие способность 
сбраживать лактозу (трек 2), содержат 
только две плазмиды с массой 58 и 41 
МДа, то есть можно связать потерю спо-
собности к сбраживанию лактозы с утра-
той клетками плазмиды массой 36 МДа и 
сделать вывод о присутствии на этой 
плазмиде генов, ответственных за утили-
зацию лактозы. В то же время элими- 
нанты исследуемого штамма, лишенные 
способности к продукции протеолитиче-
ских ферментов (трек 3), по-прежнему 
сохраняют 3 плазмиды, характерные для 
штамма исходного типа. Данное обстоя-
тельство может быть следствием того, 

что плазмида, детерминирующая Prt+ признак, не выявлена методом элек-
трофореза либо указанное свойство опосредуется хромосомальными ге-
нами и популяция исследуемых бактерий гетерогенна по этому признаку. 
Плазмндные ДНК массой 58 и 41 МДа могут быть критическими (не со-
держащими генов, ответственных за фенотипически различимые признаки) 
либо опосредовать свойства, которые не удалось выявить в представлен-
ном эксперименте.
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