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Данное исследование является продолжением работы по изучению метаболизма бактерий Ba­
cillus mucilaginosus. Имеется достаточно большое количество работ, посвященных определению ус­
ловий синтеза и количества экзополисахаридов в культуральной жидкости. С воздействием полиса­
харидов некоторые исследователи связывают изменение свойств глинистого сырья и технологиче­
ских смесей при обработке их культуральной жидкостью Bacillus mucilaginosus [1, 2]. Данные отно­
сительно накопления органических кислот в культуральной жидкости этих бактерий достаточно раз­
норечивы, имеются предположения о наличии щавелевой, янтарной, аскорбиновой, лимонной, мас­
ляной, муравьиной, уксусной, глюконовой и 2-кетоглюконовой кислот. И только авторы [3] методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии экспериментально установили присутствие в куль­
туральной жидкости бактерий Bacillus mucilaginosus, взятых из коллекции Китайской Академии сель­
скохозяйственных наук, щавелевой, лимонной и молочной кислот.

Ранее нами подобраны питательные среды, при использовании которых для выращивания 
бактерий Bacillus mucilaginosus были установлены особенности. На синтетической среде №1 (г/л, са­
хароза -  5; (NH^SO,, -  0,5; К2НР04 -  0,2; MgS04 -  0,2; NaCl -  0,1; K2S04 -  0,1) накапливалось наи­
большее количество кислот, на синтетической среде №2 (г/л, сахароза — 20; NaNCb — 0,5; К2НР04 — 
0,2; MgS04 7Н20  -  0,2; NaCl -  0,2; K2S04 -  0,1) в большом количестве синтезировались экзополиса­
хариды; на натуральной среде (картофельный отвар) наблюдался интенсивный рост клеток также с 
образованием значительного количес тва полисахаридов.

Анализ кислот методом газожидкостной хроматографии (ГЖХ) проводили в культуральных 
жидкостях, полученных на всех трех средах. Биомассу бактерий накапливали на агаризованпой среде, 
затем пересевали в жидкую среду. Культивировали бактерии при температуре 30°С в течение 2 сут.

Для всех трех культуральных жидкостей на нервом этане работы определено значение общей 
кислотности методом кондуктометрического титрования. Большее значение общей кислотности 
(7,2 мМоль-экв/л) соответствует культуральной жидкости о самым низким значением pH 4,0, полу­
ченной при использовании среды № 1 [4]. Для предварительного анализа состава кислот в данной 
культуральной жидкости применялся метод качественных реакций, который позволил определить 
присутствие муравьиной, уксусной, винной и щавелевой кислот.

С целью более детального изучения и сравнения состава кислот в культуральных жидкостях 
Bacillus mucilaginosus, полученных при использовании разных сред, использовали метод газожидко­
стной хроматографии.

Поскольку культуральная жидкость имеет сложный состав, обычные методики подготовки 
пробы для ГЖХ анализа не дали ожидаемых результатов [5]. Разработана методика подготовки про­
бы, позволившая определить летучие и нелетучие органические кислоты в культуральной жидкости
Bacillus mucilaginosus.
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I la первом этапе производили отделение биомассы центрифугированем (25 мин при 
5000 об/мин на центрифуге ОС -  6М). Поскольку бактерии Bacillus mucilaginosus обладают способ' 
поотыо в большом количестве синтезировать экзополисахариды, проводили их осаждение и отделе­
ние. Для этого этиловый спирт и супернатант охлаждали до 4°С, затем смешивали охлажденные ком­
поненты в соотношении 3:1 соответственно. Через 1 сутки выпавший осадок отделяли центрифуги 
рованием при тех же параметрах.

Качественный анализ показал, что культуральные жидкости содержат летучие органические 
кислоты (муравьиную и уксусную). Так как пробоподготовка включает стадию концентрирования, то 
кислоты необходимо перевести в соли (супернатант подщелачивали 0,1 н NaOH до pH 9,2). Затем 
пробу упаривали досуха под вакуумом на роторном испарителе при температуре 40-45°С. Осадок 
растворяли 2 мл бидистиллированной воды, добавляли 4 мл метанола и 0,8 мл 50% серной кислоты, 
смесь выдерживали 30 мин при 60°С. Полученные метиловые эфиры экстрагировали хлороформом и 
объеме 1 мл.

Для газожидкостной хроматографии использовали газовый хроматограф Hewlett Packard 
4890 D с пламенно-ионизационным детектором. Применяли кварцевую колонку HP/NNOWAX 
длиной 30 м и внутренним диаметром 0,32 мм, в качестве неподвижной фазы использовали 
модифицированный полиэтиленгликоль (толщина слоя 0,5 мкм); в качестве газа-носителя -  гелий, 
скорость потока которого равна 21 см3/с. Температура испарителя -  250°С, температура детектора 
250°С. Анализ проводился в режиме температурного градиента от 50 до 200°С.

Качественный анализ кислот осуществляли по времени удерживания методом добавочной 
пробы. Исходя из предварительных исследований и имеющихся литературных данных, проверяли 
наличие следующих кислот: винной, лимонной, адипиновой, яблочной, янтарной, молочной, щавеле­
вой, пировиноградной, фумаровой, малоновой, салициловой, щавелево-уксусной, а-кетоглутаровой, 
уксусной, муравьиной.

Стандарты готовили из 5% водных растворов кислот. К 2 мл раствора кислоты добавляли 4 мл 
метанола и 0,4 мл 50% серной кислоты, смесь выдерживали 30 мин при 60°С. Экстракцию метилово­
го эфира кислоты проводили хлороформом в объеме 1 мл.

Все обнаруженные в культуральных жидкостях вещества на данном этапе работы идентифи­
цировать не удалось.

Установлено, что во всех трех исследуемых культуральных жидкостях содержатся следующие 
органические кислоты:

-  летучие (муравьиная, уксусная);
-  нелетучие: монокарбоновые (молочная, пировиноградная); дикарбоновые (щавелево­

уксусная, щавелевая, янтарная); трикарбоновая (лимонная).
Кроме того, в культуральных жидкостях, полученных на синтетической среде, обнаружена 

винная кислота. При выращивании бактерий на картофельном отваре эта кислота в культуральной 
жидкости отсутствует.

Следует отметить, что в культуральной жидкости, полученной на синтетической среде № 1, в 
общем количестве кислот преобладает уксусная кислота. В остальных исследованных культуральных 
жидкостях ее содержание по сравнению с другими кислотами незначительно.
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