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в работе получены точные количественные данные о потребностях микроорганизмов, необходи­

мые для прогнозирования поведения бактериального сообщества в зависимости от условий культи­

вирования и управления его структурой. По данным 88 опытов по культивированию монокультур 

R-, s- и М-диссоциантов Pseudomonas aeгlli~inosa определены потребности бактеРIlЙ в углероде, азо­

те и фосфоре. В отличие от ранних исследований для каждого из диссоциантов найдены коэффици­

енты перевода оптической плотности культуры в количество клеток; зафиксировано достижение 

стационарной фазы роста; проверены изменения в диссоциативном составе культур на стационар­

ной фазе: выявлены ресурсы, ограничивающие рост культур. Проведено сравнение полученных 

значений потребностей с данными других экспериментов. 

Ключевые слова: диссоциация, Рsещ/оmопаs аегщ~il10sа, потребность в основных источниках питания. 

Многие бактерии, в том числе псевдомонады, фатов. Исходная среда дЛЯ R- и S-диссоциантов 

в процессе роста могут расщепляться (диссоции­ содержала 2% глюкозы, 1.1 % нитратов и 0.055% 
ровать) на варианты, которые различаются по фосфатов, для М-диссоцианта количество ве­

физиолога-биохимическим и морфологическим ществ было уменьшено в два раза. Для изучения 

признакам: по морфологии колоний, устойчивости к зависимости роста бактерий от начального содер­

внешним воздействиям, способности к синтезу прак­ жания ресурса в среде уровень глюкозы варьиро­

тически важных веществ, интенсивности разруше­ вали в пределах от 0.03 до 2%, нитратов - от 0.01 
ния ксенобиотиков и углеводородов, требователь­ до 1.1 %, фосфатов - от 0.00] до 0.055%. Опыты 

ности к содержанию питательных веществ в среде проводили на 24 средах для каждого диссоцианта 

[1]. Морфологические и некоторые физиолога-био­ (для некоторых сред - с повторностями), причем 

химические свойства диссоциантов Pseudonzonas среды составляли таким образом, чтобы один И3 

aeГIl.~inosa описаны в ряде работ [2-5]. ресурсов был лимитирующим. 

Цель настоящей работы - определение вели­ Бактерии культивировали в пробирках на 50 мл 
чины потребностей диссоциантов Р. aeгu.~inosa в с 10 мл среды на качалке (180 об/мин) при темпера­
основных компонентах питания. Количествен­ туре 28 0 

С в течении полутора-трех суток до дости­
ные данные о потребностях необходимы для про­ жения стационарной фазы роста. В качестве посев­
гнозирования поведения бактериального сообще­ ного материала ИСПОЛЬЗ0вали односуточные куль­

ства в зависимости от условий культивирования и туры диссоциантов псевдомонад, выращенных на 

управления его структурой. Под потребностью агаризированной среде, содержащей мясопептон­
микроорганизмов в ресурсах среды понимается ный бульон и сусло в отношении 1 : I (БСА). Бак­
потребляемое из среды количество вещества в терии со скошенного агара переносили петлей в 
расчете на одну образовавшуюся в процессе куль­ пробирку с физиологическим раствором. Плот­
тивирования клетку. ность инокулята каждого И3 диссоциантов во всех 

опытах выравнивали по нефелометру или по стан­

дарту мутности до содержания клеток 109 в 1 мл. 

Посевной материал вносили в количестве 3% об. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Во время проведения эксперимента проводилиИССЛЕДОВАНИЯ 
измерения оптической плотности культуры, уровня 

кислотности, отмечали появление в монокультурах 

В период с 1999 г. по 2001 г. были проведены клеток других диссоциантов, а также в некото­

88 опытов по культивированию R-, S-, и М-диссо­ рых из опытов определяли уровень питательных 

циантов штамма Pseudomonas ae/'l{.~inosa К-2 [2]. веществ в среде в процессе культивирования. 

Бактерии выращивали на средах с различным на­ Пробы отбирали в начале опыта, через 14-16 ч, 

чальным содержанием глюкозы, нитратов и фос- затем каждые 4--6 ч, пока культура не достигала 
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стационарной стадии. Для измерения рН среды 

использовали микропотенциометр Checker фир­
мы "НANNA Iпstrumепts". Глюкозу определяли с по­

мощью трифенилтетразолия хлорида [6], азот - с 

сульфофеноловым реактивом [7], фосфор - мето­

дом Пануша [8]. 

Рост бактерий оценивали нефелометрически 

по клеточной плотности культуры. Измерения 

проводили на ФЭК 56 М (светофильтр NQ 6, зеле­
ный, максимум пропускания 540 нм) в кювете с дли­

ной оптического пути 0.5 см. При слабом росте бак­

терий использовали кювету с длиной пути 2 см, с 

последующим пересчетом полученных данных. 

Показания нефелометра для удобства расчетов 

умножали на 100. 

Для определения количества клеток в культуре 

на стационарной стадии развития для каждого дис­

социанта был получен коэффициент, связывающий 

оптическую плотность с численностью. С помо­

щью люминесцентной микроскопии в фиксиро­

ванных препаратах считали количество бактерий 

в суспензии известной оптической плотности. Для 

этого 48-часовые культуры R- и S-диссоциантов, 

выросших на исходной среде, разводили в 100 и 

10000 раз, а 24-часовую культуру М-диссоцианта 

в 10 и 100 раз. Препараты просматривали на лю­

минесцентном микроскопе ЛЮМАМ-И3 (свето­

фильтр Ж-С-19, окуляр х 4, объектив х 90 Л). Коли­

чество микробных клеток, содержащихся в 1мл ис­

ходной суспензии вычисляли по формуле 

N = 4аll х 10'0 
S ' 

где N - число клеток в 1 мл исходной суспензии: а ­
среднее число клеток в поле зрения; S - площадь 

поля зрения (10000 мкм2 ); n - показатель разведе­
ния [9]. 

В результате были получены следующие ко­

эффициенты перевода оптической плотности в 

количество клеток: для R-диссоцианта 

108 кл/( мл ед.неф) х 100, для S-диссоцианта - 0.3 х 
х 108 кл/(мл ед.неф) х 100. для М-диссоцианта ­
0.17 х 108 кл/(мл ед.неф) х 100. 

Соотношение диссоциантов в популяции опре­

деляли по морфологии колоний при рассеве кле­

точной суспензии на БСА. 

Потребности в источниках питания рассчиты­

L !1L 
вали по формуле q, = -. где & - количество 

!1n ; 
потребленного из среды вещества, L - компонент 

питания, !111; - количество вновь образовавшихся 

клеток за тот же период времени. индекс i харак­
теризует диссоциант. Для расчетов средних зна­

чений потребностей и доверительных интервалов 

применялось стандартное приложение Microsot't 
Excel 7.0 (анализ - описательная статистика). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

ПО данным опытов, в динамике которых опреде­

ляли концентрации питательных веществ, потреб­

ности рассчитывали, исходя из соответствующих 

измерений величин & и !1n j • В большинстве экспе­

риментов химическое определение концентраций 

питательных веществ в динамике культивирова­

ния не проводили. Поэтому для определения ко­

личества потребленного ресурса, используемого 

при расчетах потребностей, руководствовались 

следующим: если остановка роста произошла по 

причине исчерпания не которого питательного 

вещества, то количество этого ресурса. потреб­

ленного к концу роста культурой. можно считать 

равным его содержанию в среде в начальный мо­

мент культивирования. При этом для вычисления 

потребности необходимо использовать количест­

во клеток, выросших за тот же период времени, 

то есть к моменту достижения стационарной фа­

зы. Итак, для расчета потребностей необходимо 

выполнение следующих условий: 

1. Число выросших клеток следует определять 

в стационарной фазе роста. 

2. Остановка роста (достижение стационарной 

стадии) должна быть обусловлена исчерпанием в 

среде одного из изучаемых ресурсов. 

3. Из ряда косвенных соображений. юложен­

ных ниже, должно быть известно, какой именно 

ресурс полностью исчерпан, Т.е. является лимити­

рующим. 

Диктуемая названными условиями экспери­

ментальная задача состояла в необходимости за­

фиксировать достижение стационарной стадии. 

Для этого измерения оптической плотности про­

водили с интервалом в несколько часов в течение 

двух-двух с половиной суток. 

Задача анализа полученных данных состояла в 

выявлении лимитирующего рост ресурса. Для ее 
решения были применены три подхода. Первый 

основан на априорном представлении о том, ка­

кой питательный компонент мог бы ограничи­

вать рост культуры на среде с заданным составом. 

Исходную (указанную в разделе о методике) сре­

ду, исходя из опыта культивирования Р. aal/i~i­

ПОЮ, принимал и за сбалансированную. А среду, 

где содержание некоторого ресурса было сниже­

но по сравнению с исходной (в два и более РЮ), 

считали лимитированной по этому ресурсу. Вто­

ройпуть-проверкапропорциональностиоптиче­

ской плотности культуры В стационарной фазе 

начальному количеству ресурса в среде в серии 

опытов с различными начальными содержаниями 

ресурса. При этом одна из сред в серии согласно 

первому подходу могла быть признана лимитиру­

ющей по рассматриваемому ресурсу. Третий под­

ход основан на методе добавок. В некоторых 

опытах в предполагаемый момент достижения 

стационарной фазы культуру разделяли на четы­
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Таблица 1. Начальный состав сред по углероду, азоту и фосфору, оптическая плотность культуры в единицах 

нефелометра, умноженных на 100, и уровень кислотности среды (рН) на стационарной стадии роста или в конце 

опыта. Символом "*,, отмечены среды, при культивированиина которых применяли метод добавок 

R-диссоциант S-диссоциант 

содержание ресурсов оптическая содержание ресурсов 
оптическая 

номер в среде (мг/мл) 
плотность рН 

номер в среде (мг/мл) 
плотность рН 

среды 

углерод азот фосфор (xIOO) среды 

углерод азот фосфор (х100) 

1. 7.98 1.81 0.11 473 19*. 0.78 0.03 0.008 63 7.3 
2. 4 0.9 0.056 430 20*. 0.78 0.1 0.002 30 6.6 
3. 4 0.9 0.056 342 8.5 21. 0.4 0.035 0.01 30 8.4 
4. 7.8 0.72 0.056 224 7.3 22. 1.62 0.14 0.04 123 8.7 
5. 7.8 0.72 0.056 276 8 23. 0.4 0.015 0.01 28 7.6 
6. 7.8 0.9 0.056 249 7.7 24. 1.6 0.06 0.04 136 8.8 
7*. 0.78 0.4 0.028 87 8.8 25. 0.12 0.035 0.01 9 7.7 
8*. 3.18 0.1 0.028 89 4.1 26. 0.48 0.14 0.04 30 6.9 
9*. 3. ]8 0.4 0.007 95 4 27. О. ]2 0.0]5 0.01 14 8.2 

]0*. 0.282 0.1 0.008 21 8.4 28. 0.48 0.06 0.04 52 8 
]! *. 1.6 0.03 0.008 37 4.4 29. 0.78 0.1 0.01 74 8.2 
12*. 1.6 0.1 0.002 26 4.1 30. 3.24 0.4 0.04 177 8.3 
13. 0.4 0.035 0.0] 31 8. ] 3] . ].6 0.2 0.0] 99 8.6 
14. 1.62 0.]4 0.04 120 7.5 32. 6 0.8 0.04 220 8.9 
15. 0.4 0.0]5 0.01 ")") 6.8 33. ].2 0.035 0.01 68 7.3 
16. 1.6 0.06 0.04 110 7.6 34. 4.8 0.14 0.04 160 3.2 
]7. 0.12 0.035 0.01 17 7. ] М-диссоциант 

]8. 0.48 0.14 0.04 31 7.2 содержание ресурсов 
оптическая 

19. 0.12 0.015 0.01 14 7.5 номер в среде (мг/мл) 
плотность рН 

20. 0,48 0.06 0.04 52 8.4 
среды 

углерод азот фосфор (xIOO) 

2]. 0.78 0.1 0.0] 63 8.8 1. 4 0.9 0.056 72 3.3 
")") 3.24 0.4 0.04 200 5.3 2. 4 0.9 0.056 75 3.3 
23. 1.6 0.2 0.0] 120 7.6 3. 1.62 0.9 0.056 86 5.5 
24. 6 0.8 0.04 225 8.4 4. 1.62 0.9 0.056 76 3.5 
25. 1.2 0.035 0.0] 49 7.1 5. 7.8 0.2 0.056 37 4 
26. 4.8 0.14 0.04 100 4.] 6. 7.8 0.2 0.056 42 3.9 

S-ДИССОЦllант 7. 7.8 0.9 0.01 б7 4.1 

содержание ресурсов 
оптическая 

8. 7.8 0.9 0.01 44 4.2 
номер в среде (мг/мл) 

плотность рН 9*. 0.78 0.4 0.028 1] 1 8.5 
среды 

углерод азот фосфор (Х]ОО) 10*. 3.18 0.1 0.028 95 4.1 

1. 7.98 1.81 0.11 400 1I *. 3.18 0.4 0.007 77 3.8 
") 7.98 1.81 0.11 372 ]2*. 0.282 0.1 0.008 27 8.3 
3. 4 0.9 0.056 376 13*. 0.78 0.03 0.008 58 7,4 
4. 4 0.9 0.056 334 7.7 14*. 0.78 0.1 0.002 31 3,4 
5. 7.98 0.72 0.056 350 6.7 15. 0.4 0.035 0.01 31 8.5 
6. 7.98 0.72 0.056 340 6.2 16. ].62 0.14 0.04 109 8.3 
7. 7.98 0.9 0.056 320 8.6 17. 0.4 0.0]5 0.0] 29 7.7 
8. 7.98 0.9 0.056 243 4.4 18. ] .6 0.06 0.04 129 8.8 
9*. 0.78 0,4 0.028 51 8.8 19. 0.12 0.035 0.0] 10 8.5 

]0*. 0.78 0.4 0.028 74 8 20. 0,48 0.14 0.04 35 7.:­
] 1*. 3.18 0.1 0.028 11 ] 4 21. 0.12 0.015 0.01 15 7 
12*. 3.18 0.1 0.028 109 4 ")") 0.48 0.06 0.04 69 8.6 
]3*. 3.18 0.4 0.007 ]06 3.7 23. 0.78 О. ] 0.01 7] 8.8 
14*. 3.18 0.4 0.007 90 3.6 24. 3.24 0.4 0.04 142 3.3 
15*. 0.282 О. ] 0.008 22 8.3 25. 1.6 0.2 0.0] 90 7.8 
16*. 0.78 0.03 0.008 60 7.4 26. 6 0.8 0.04 220 8.8 
17*. 0.78 0.1 0.002 34 6.6 27. 1.2 0.035 0.01 69 7.2 
18*. 0.282 О. ] 0.008 25 8.2 28. 4.8 0.14 0.04 155 3.1 
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Таблица 2. Значения потребностей диссоциантов (10-12 МГ/КЛ), рассчитанные по данным экспериментов. Обо­

значение: qf - потребность диссоцианта i в ресурсе L; номера сред соответствуют номерам сред из табл. 1 

R-диссоциант S-диссоциант М-диссоциант 

номер 

среды 

с 

qR 
N 

qR 
Р 

qR 
номер 

среды 

с 

lJs 
N 

qs 
Р 

qs 
номер 

среды 

с 

qM 
N 

qM 
Р 

qM 

') 96 0.7 3. 342 2.3 1. 4.2 

3. 120 4. 384 5.6 2. 630 3.2 

4. 156 5. 5.1 7. 384 9 

6. 1.8 6. 384 3.1 9. 432 

7. 90 7. 432 6.5 11. 5.3 
]0. 148 1.2 9. 540 12. 642 

1]. 8 1.1 10. 384 13. 31 

12. 0.8 15. 433 14. 4 
]4. 144 16. 19 17. 32 

]5. 6 17. 2 ]8. 28 

18. 156 18. 381 21. 480 

21. 120 19. 18 22. 420 

22. 2 20. 243 2 23. 684 

24. 1.8 23. 18 25. 6.7 

25. 7 24. 15 26. 10.6 

25. 450 27. 31 

28. 348 

29. 384 

30. 612 

32. 6 

ре части. В три из них вносили добавки - глюкозу, 

нитрат или фосфат. четвертую оставляли без из­

менений. Культуры оставляли расти еще четыре 

часа, затем проводили измерение оптической 

плотности. Возобновление роста после добавки 

ресурса принимали за экспериментальное доказа­

тельство его лимитирующей роли. 

Были проведены 26 опытов с культурой R-дис­

социанта, 34 опыта с S-диссоциантом, 28 - с М-дис­

социантом. В табл. 1 приведены уровни содержа­

ния питательных веществ в начале эксперимента 

(В расчете на элемент), значения оптической плот­

ности культуры (показания нефелометра, умно­

женные на 1(0) и уровня рН в стационарной фазе 

роста (или в конечный момент культивирования). 

Упомянутая в предыдущем абзаце исходная среда 

в табл. 1 приведена под номером 1. В последующих 

средах постепенно снижали начальные концентра­

ции основных питательных веществ. что позволя­

ло считать их лимитированными по соответствую­

щему ресурсу. По данным табл. 1судили о наличии 

пропорциональности оптической плотности куль­

туры начальному количеству ресурса в среде. Сре­

ды, при культивировании на которых применяли 

метод добавок. отмечены символом "*". Необхо­
димо отметить ряд причин. по которым часть экс­

периментальных данных исключали из дальней­

шего рассмотрения: 

1. Не во всех опытах конечный момент культи­

вирования соответствовал стационарной стадии 

(это означает, что культура не достигла макси­

мально возможной на данной среде численности 

клеток). 

2. В некоторых экспериментах в процессе 

культивирования вместо исходной монокультуры 

возникала смесь диссоциантов [10] (эти данные не 

подходят для определения потребностей. по­

скольку по ним невозможно определить в каком 

количестве потребляются ресурсы каждым из 

диссоциантов ). 

В результате проведенного анализа были вы­

браны данные нескольких опытов, по которым 

можно рассчитывать потребности. Рассчитанные 

по результатам этих экспериментов значения по­

требностей приведены в табл. 2. Полученные зна­

чения потребностей были усреднены, для средних 

были рассчитаны 95%-ные доверительные интер­

валы (табл. 3). 

МИКРОБИОЛОГИЯ том 73 No 1 2004 



49 ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПОТРЕБНОСТЕЙ ДИССОЦИАНТОВ 

Таблица 3. Средние значения потребностей R-, S-, М­
диссоциантов в углероде, азоте и фосфоре (Xl0-12 мг/кл) 
с учетом 95%-ных доверительных интервалов 

Диссоциант 
углерод 

Ресурс 

азот фосфор 

R 129 ± 22 7.0± 2.5 1.0 ± 0.5 

S 409 ± 55 17.5 ± 3.0 4.0 ± 1.5 

М 525 ± 114 31 ± 3 6.0 ± 2.5 

В конце 2002 Г.-начале 2003 г. на основе рассчи­

танных потребностей (табл. 3) была составлена сба­

лансированная среда (0.225% глюкозы, 0.03% нитра­
тов и 0.004% фосфатов), на которой были проведе­

ны дополнительные опыты по культивированию 

R- и S-диссоциантов (без применения метода до­

бавок) для экспериментальной проверки получен­

ных величин. По данным указанного опыта были 

получены следующие значения потребностей: в уг­

лероде - 122 Х 10-12 мг/кл и 345 Х 10-12 мг/кл дЛЯ R­
и S-диссоцианта соответственно; в азоте - 5.75 Х 

Х 10-12 мг/кл И 24 Х 10-12 мг/кл; в фосфоре - 0.85 Х 

Х 10-12 мг/кл И 3.5 Х 10-12 мг/кл. Сравнение приве­

денных величин потребностей со значениями в 

табл. 3 показывает их близость в пределах по­

грешностей определения. 

Отметим, что ранее были получены оценки 

потребностей диссоциантов Р. ae"u,~in()sa в глю­

козе, нитратах и фосфатах на основе данных 

1997-1999 гг. [1 1]. Однако, при расчетах этих зна­

чений для перевода оптической плотности в чис­

ленность для всех диссоциантов использовался 

один и тот же коэффициент. В работе было вы­

сказано намерение осуществить "дифференциро­

ванную калибровку" показаний нефелометра для 

каждого из диссоциантов, что и проделано в на­

стоящем исследовании. Уточненные значения по­

требностей в расчете на элемент содержатся в 

табл. 4. Как видно из сравнения представленных в 

данной работе величин потребностей и опублико­

ванных раньше, имеет место их взаимное соот­

ветствие (с учетом погрешностей вычислений, 

которые достигают 50% [11]), за исключением 

значений потребностей М-диссоцианта. Это раз­

личие можно объяснить следующим обстоятель­

ством. В опытах 1997-1999 гг. наблюдался очень 

плохой рост указанного диссоцианта. Так. опти­

ческие плотности, которых достигала М-культу­

ра в прежних и нынешних опытах, примерно оди­

наковые, а содержание ресурсов в средах опытов 

1997-1999 гг. было в 5-10 раз выше. И наоборот, 

при одинаковом содержании питательных ве­

ществ в более поздних опытах оптическая плот­

ность достигала значений в несколько раз превы­

шающих уровень ранних экспериментов.Вероятно, 

остановка роста культуры М-диссоциантав ранних 

опытах связана с образованиемклетками из глюко­
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Таблица 4. Ранее полученные значения потребностей 

R-, S-, М-диссоциантов в углероде, азоте и фосфоре 

(xl0-12 мг/кл) с учетом погрешностей 

Диссоциант 

углерод 

Ресурс 

азот фосфор 

R 110± 8 8.5 ± 3.] 1.0±0.3 

S 366 ± 23 38.3 ± 10.3 3.8 ± 1.0 

М 1706 ± 941 144.0 ± 63.5 11.8 ± 5.8 

зы муравьиной кислоты и, как следствие, снижени­

ем уровня кислотности среды (указанная особен­

ность клеток М-диссоцианта была обнаружена по­

зднее [5]). Итак, можно сделать вывод о том, что в 

экспериментах 1997-1999 гг. остановка роста 

М-диссоцианта происходила по причине, не связан­

ной с исчерпанием ресурса из среды, и предположе­

ние о том, что ресурсы были полностью потребле­

ны из среды, было неверным, а рассчитанные вели­

чины потребностей оказались завышенными. 
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Abstract-Quantitative data оп the пщгitiопаl requirements of microorganisms аге necessary to predict the Ье­
havior of' bacteria! populations and to control their cultivation. The requirements of the R, S. and М dissociants 
о!' Psel/(/omonas aerU,r;inosa [ог сагЬоп, nitгogen, and phosphorus were derived [гот the results of' 88 cu[tiva­
tion experiments. For each of the dissociants, we derived а coefficient that relates the optical density and the питЬег 

of' cells in the dissociant culture, deteгmined the time when the cultures entered the stationary growth phase, studied 
cultural changes induced Ьу transfer to the stationary phase, and deteгmined what nutrients [imil the growth of' раг­
ticular dissociants. The nutritional requirements of the dissociants аге discussed in relation to оиг earlier data. 

Кеу и'ог(/s: dissociation, Pseudomonas аегщ~inоsа. requirement [ог major nutrients. 
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