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Високоспеціалізовані анаеробні спороут�
ворювальні бактерії роду Clostrіdіum є дуже
цінними для сучасної біотехнології [1]. Се�
ред продуктів метаболізму цих організмів
є перспективні енергоносії (водень, етанол),
органічні кислоти (ацетат, пропіонат, бути�
рат), технологічно важливі ензими (целюла�
зи, геміцелюлази, пектинази тощо). Пошук
нових природних штамів, селекція мутантів,
одночасне культивування декількох мікро�
організмів дають змогу одержати більший
вихід енергоносіїв і корисних продуктів.

Особливу увагу привертають зараз термо�
фільні представники цієї групи бактерій [2,
3], які мають порівняно з аналогічними ае�
робними мікроорганізмами більшу інтенсив�
ність метаболічних процесів, меншу в’яз�
кість культуральних розчинів і, відповідно,
більшу розчинність субстрату, внаслідок чо�
го полегшується проведення технологічних
процесів, а вартість продуктів ферментації
істотно здешевлюється.

Виділено індуковані ультрафіолетом аук�
сотрофні мутанти C. thermocellum з більшою
активністю ендо� і екзоглюконаз [4]. Збіль�
шення целюлазної активності водночас су�
проводжувалося збільшенням здатності мута�
нтного штаму гідролізувати ксилан. За

допомогою багаторазових пересівань бактерій
C. thermocellum на середовище зі зростаючими
концентраціями етанолу [5, 6] вдалось одер�
жати культуру, резистентну до етанолу в кон�
центрації вище 5%. Штам зберігав здатність
рости при 60 °С за присутності 25 г/л етанолу,
тимчасом як підвищення концентрації етано�
лу до цього рівня в середовищі культивування
дикого штаму призводило до зниження опти�
муму температури росту [7]. За допомогою γ�
радіації отримано штами C. thermocellum, ре�
зистентні до 2,5%�го етанолу в середовищі [8].
Під час культивування продуцента в умовах
контролю pН у ферментері вдається одер�
жувати етанол у кількості 6 г/л. Зі зміною се�
редовища культивування мутантні штами
гідролізують целюлозу, що міститься в куль�
туральній рідині в концентрації 5–6 г/л, при
цьому вихід етанолу досягає 12–14,5 г/л [8].

Поліпшення культуральних ознак целю�
лолітичних бактерій також можливе за їх
спільного культивування з бактеріями ін�
ших видів [9]. Спільне культивування у разі
добре підібраних партнерів дає змогу збіль�
шити швидкість і глибину гідролізу субстра�
тів, прискорити біосинтез ензимів і збільши�
ти їхню активність, значно підвищити
швидкість утворення метаболітів.
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Проведено селекцію анаеробного термофільного целюлолітичного штаму Clostridium thermocel,
lum 5СТ багаторазовими пересіваннями та дією зростаючих концентрацій екзогенних  хімічних спо�
лук. Ріст культури оцінювали за утворенням біомаси, накопиченням кінцевих продуктів мета�
болізму та інтенсивності гідролізу целюлози. Отримана культура Clostridium thermocellum 5СТ
резистентна до етанолу в концентрації 2%. Показано, що уведення водню в культуральне середови�
ще  до концентрації 100% об. не інгібує росту культури, призводить до підвищення утворення етано�
лу в 2 рази та зниження утворення ацетату в 2,5 раза. Уведення ацетату натрію в малих концент�
раціях також не пригнічує росту культури, тоді як 50% об. у середовищі суттєво інгібує його;
гідроліз целюлози в цьому разі знижується в 1,5 раза.

Селекціонований анаеробний целюлолітичний термофільний штам C. thermocellum 5СТ може ви�
користовуватись у біотехнологічних процесах для одержання перспективних енергоносіїв та термо�
стабільних ензимів.
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Отже, такі важливі властивості термофіль�
них бактерій, як оптимум температури, термо�
стабільність целюлазного ензимного комплек�
су, здатність до ферментування пентоз можна
поліпшити в результаті пошуку нових при�
родних штамів бактерій [10].

До сьогодні проведено достатньо детальні
дослідження, що висвітлюють окремі сторо�
ни фізіолого�біохімічних, морфологічних
властивостей целюлолітичних мікроорга�
нізмів, їх таксономії. Водночас селекція
чистих термофільних спороутворювальних
целюлолітичних анаеробів, їхні фізіологічні
та біохімічні характеристики ще недос�
татньо з’ясовано у зв’язку зі складнощами
їх виділення і культивування.

Метою роботи є селекція анаеробного це�
люлолітичного термофільного штаму C. ther,
mocellum 5СТ та дослідження його резисте�
нтності до екзогенних хімічних сполук для
використання в біотехнологічних процесах.

Матеріали і методи

Предметом дослідження був анаеробний
целюлолітичний термофільний штам C.
thermocellum 5СТ, ізольований з активного
мулу метантенка станції біологічного очи�
щення стічних вод (м. Київ, Бортничі) [11].

Для культивування штаму використову�
вали мінеральне середовище «P» такого
складу (г/л):

KH2PO4 — 0,4; K2HPO4•3H2O — 0,4; NH4Cl —
1,0; MgCl2•6H2O — 0,1; CaCl2•2H2O — 0,02;
NaHCO3 — 1,0; Na2S•9H2O — 0,5; 0,2%�й роз�
чин індикатора резазурину — 1 мл; розчин
мікроелементів — 1 мл/л; розчин вітамінів —
1 мл/л; вода дистильована — 1 л; pН середо�
вища 7,0–7,5. Автоклавували при 1,5 атм
[11]. Як джерело вуглецю застосовували це�
люлозу (фільтрувальний папір) — 1% об.,
целобіозу (0,5%). 

Розчини вітамінів, вуглеводів стерилізу�
вали фільтруванням через фільтри «Синпор»
№ 8, 9, зберігали окремо в анаеробних умовах
і вносили стерильно в середовище культиву�
вання шприцом безпосередньо перед посівом
[12]. Окремо готували робочий розчин індика�
тора резазурину та розчини відновників [12].

Середовище розливали анаеробно в куль�
тиватор об’ємом 500 мл зі штуцерами, в які
вставляли вимірювальні електроди для виз�
начення рН [13]. Для дегазації середовищ
використовували інертний газ аргон (ДСТУ
10157–79), що містить O2 у концентрації не
вище 0,0007%. Водень одержували в апараті
СГС�2 електрохімічним розкладанням 25%�
го розчину КОН [14]. 

Ацетат натрію, етанол і водень уводили
в культиватор анаеробно шприцом в стерильних
умовах в експоненційній фазі росту культури.

Ріст целюлолітичних бактерій оцінювали
за величиною оптичної густини клітинної
суспензії, яку визначали на фотоелектрока�
лориметрі ФЕК�56П за λ =540 нм у кюветі
0,5 см, візуально — за ступенем руйнування
целюлози (фільтрувального паперу) і граві�
метрично [14],  а також за виділенням
газів — Н2, СО2. Склад газів аналізували на
хроматографі ЛХМ�8МД. Для визначення
водню та азоту використовували сталеву ко�
лонку 1,5 м, діаметром 3 мм, заповнену мо�
лекулярними ситами 5А, фракції 0,25, для
визначення СО2 — сталеву колонку 2,5 м,
діаметром 3 мм, заповнену полісорбом�1.
Температура колонок 30 °С, газ�носій — ар�
гон, швидкість протоку — 30 мл/хв, детек�
тор — катарометр, струм детектора — 100 мА.
Проби газової фази відбирали шприцом,
об’єм уведеної проби — 0,5 мл.

Кислоти і спирти визначали на хромато�
графі Chrom�5. Для визначення ацетату,
етанолу й лактату застосовували скляну ко�
лонку завдовжки 2,4 м, діаметром 3 мм, за�
повнену носієм паропаком�Q. Температура
колонок –190 °С, випарника — 220 °С, детек�
тора — 200 °С. Газ�носій — гелій, швидкість
протоку — 30 мл/хв, детектор — полум’яно�
іонізаційний, струм детектора — 150 мА.
Проби центрифугували за 10 000 g упродовж
20 хв, кислоти і спирти визначали в супер�
натанті. Об’єм проб — 5–10 мкл.

Результати та обговорення

Анаеробний термофільний целюлолітич�
ний штам C. thermocellum 5СТ культивували
на целюлозі та целобіозі як основних
субстратах. Штам гідролізував органічні ре�
човини з утворенням метаболітів — етанолу,
ацетату, лактату, водню, вуглекислоти.
Приріст біомаси спостерігався через 12 год
культивування. Ацетату накопичувалось у 2
рази більше, ніж етанолу (табл.). 

У разі культивування на целюлозі целю�
лолітична активність штаму збільшувалась
під час періодичних пересівань від’ємно�
доливним способом за рН не нижче 6,5 і зале�
жала від кількості субстрату та часу культиву�
вання (рис. 1, а). Зі внесенням у середовище
1% об.  целюлози спостерігали майже повний
її гідроліз (80–100% об.), за концентрації
2–3% не утилізованими залишаються 
50–60% об. її кількості. Періодичними пересі�
ваннями (п’ять — шість) можна скоротити час
розкладання целюлози до 2–3 діб (рис. 1, б).
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Отриманий селекціонований штам
C. thermocellum 5СТ використовували для
спільного культивування з різними видами
бактерій: сахаролітичним C. thermosaccha,
rolytіcum 1S та метаногенними археями
Methanobacterium sp.13М, Methanosarcina
sp.84 MS [15]. Це підвищило вихід етанолу,
водню і метану в два рази. 

Для дослідження резистентності селек�
ціонованого штаму C. thermocellum 5СТ до
екзогенних хімічних сполук в дегазоване
живильне середовище з целобіозою як дже�
релом енергії вносили зростаючі концент�
рації водню, ацетату натрію та етанолу і виз�
начали їх вплив на накопичення біомаси й
утворення основних метаболітів.

В експоненційній фазі росту культури
(10–12 год) у газову фазу культиватора вводи�
ли: 1) водень у концентрації від 30 до 100% об.;
2) ацетат натрію в концентрації 0,1–50%;
3) етанол у концентрації 0,1–3,0% об.

Водень — один з основних метаболітів,
що накопичується у процесі трансформації
органічних речовин целюлолітичними куль�
турами. Утворення молекулярного водню
відбувається в результаті окиснення пірувату
за участю піруват:фередоксин�оксидоредук�
тази; пригнічення утворення водню може
призвести до зупинки розвитку культури [16]. 

Вплив водню. Показано, що зі зростанням
концентрації водню в газовій фазі спостері�
гається збільшення лаг�фази росту культури
до 18–24 год, підвищення утворення етанолу
в 2 рази (до 38,9 ммоль/л) і зниження в 2,5
раза кількості ацетату (до 20,0 ммоль/л)
(рис. 2).

Екзогенно введений водень не пригнічує
утворення біомаси целюлолітичного штаму
5СТ (рис. 3). За надлишку H2 у середовищі
може відбуватися відновлення НАДФ, що
блокує реакції ензиматичного окиснення
в клітині. 

Вплив ацетату. Встановлено, що вне�
сення ацетату в кількості 0,1–0,5% не
пригнічує гідроліз целюлози і утворення
водню штамом 5СТ. Унесення 50% ацетату
натрію знижує гідроліз целюлози й утворен�
ня водню в 1,5 раза (рис. 4). 

Вплив етанолу. Показано, що внесення
етанолу в концентрації від 0,1 до 0,5% об.
призводить до зростання тривалості лаг�фа�
зи росту до 26 год. Внесення 1,0% об. етано�
лу збільшує лаг�фазу до 50 год і майже не
впливає на ріст. Концентрація етанолу, ви�
ща за 2,0% об., спричинювала пригнічення
росту культури й значне подовження лаг�
фази (до 72 год) (рис. 5).

Утворення метаболітів під час культивування C. thermocellum 5CT на середовищі з целобіозою

Час
росту,

год

Оптична
густина,

D540нм

Н2 СО2 Етанол Ацетат Лактат Питома
швидкість

росту μμ, год–1ммоль/л  

0 0,05±0,001 0 0 0 0 0 0 

12 0,10±0,003 3,0±0,01 2,50±0,01 8,75±0,01 25,5±0,01 0,15±0,03 0,057±0,001  

24 0,28±0,001 6,2±0,01 3,85±0,01 16,9±0,01 35,6±0,01 2,0±0,01 0,086±0,00  

48 0,30±0,001 6,2±0,01 3,80±0,02 17,0±0,01 35,6±0,01 2,0±0,01 0,003±0,00  

72 0,30±0,001 6,3±0,02 3,80±0,02 17,0±0,01 35,6±0,01 2,0±0,01 0,003±0,00  

Рис. 1. Розклад целюлози штамом 5СТ залежно: а — від її концентрації в середовищі (% об.): 1 — 4,0; 2
— 3,0; 3 — 2,0; 4 — 1,0;  б — від періодичних пересівів: 1 — 1–2 пересіви; 2 — 5–6 пересівів
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Отримані результати підтверджують дані
авторів, які показали, що поява резистент�
ності до етанолу супроводжується значними
змінами в складі мембран C. thermocellum;
досягти істотної толерантності бактерій до
етанолу неможливо через значне  порушення
ним структурної цілісності мембрани, що
призводить до летального наслідку [17].

Отже, шляхом багаторазових пересівань
селекціоновано штам C.thermocellum 5СТ
з високою целюлолітичною активністю.
Встановлено, що целюлолітичну активність
штаму 5СТ можна збільшувати під час
періодичних пересівів від’ємно�доливним
способом. 

Рис. 2. Вплив екзогенного водню на утворення ацетату (а) та  етанолу (б) штамом C. thermocellum 5СТ
на середовищі з целобіозою. 

Концентрація водню (% об.): 1 — 100; 2 — 50; 3 — 30; 4 — без уведення водню (контроль)

Час, год Час, год0        24      48        72     96      1200        24      48     72     96      120

а б 50

40

30

20

10

0

60

50

40

30

20

10

0

Е
т

а
н

о
л

, 
м

м
о

л
ь

/
л

А
ц

е
т

а
т

, 
м

м
о

л
ь

/
л

1

2

1
4

3

2

4
3

Рис. 3. Вплив екзогенного водню на накопиченb
ня біомаси на середовищі з целобіозою штамом

C. thermocellum 5СТ. 
Концентрація водню (% об.): 1 — без уведення
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Клітини селекціонованого штаму Clostri,
dium thermocellum 5СТ резистентні до етанолу
в концентрації 2%. Збільшити утворення
етанолу в 2 рази та знизити кількість ацета�
ту в 2,5 раза в результаті трансформації
субстрату можливо за рахунок підвищення
концентрації введеного в середовище куль�
тивування екзогенного  водню. Тобто водень
може бути регулятором отримання певних
метаболітів у біотехнологічних процесах.

Показано вплив дії введеного екзогенного
ацетату натрію на ріст та гідроліз целюлози

штаму в концентрації 0,1–50% об. Низькі
концентрації ацетату натрію (0,1–0,5% об.)
не впливають на гідроліз целюлози і утво�
рення водню штамом C. thermocellum 5СТ.
Збільшення концентрації ацетату натрію
в 10 разів спричиняє зниження гідролізу це�
люлози в 1,5 раза. 

Селекціонований анаеробний целюлолітич�
ний термофільний штам C. thermocellum 5СТ
може використовуватись у біотехнологічних
процесах для отримання перспективних енер�
гоносіїв та термостабільних ензимів.
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СЕЛЕКЦИЯ АНАЭРОБНОГО 
ЦЕЛЛЮЛОЛИТИЧЕСКОГО 

ТЕРМОФИЛЬНОГО ШТАММА
Clostrіdіum thermocellum 5СТ

Л. С. Ястремская
О. А. Васильченко

Национальный авиационный университет,
Институт экологической безопасности, Киев

Е,mail: lorarem@gmail.com

Проведена селекция анаэробного термо�
фильного целлюлолитического штамма
Clostridium thermocellum 5СТ многократным
пересеванием и действием возрастающих кон�
центраций экзогенных химических соедине�
ний. Рост культуры оценивали по образова�
нию биомассы, накоплению конечных
продуктов метаболизма и интенсивности гид�
ролиза целлюлозы. Полученная культура
Clostridium thermocellum 5СТ резистентна
к этанолу в концентрации 2%. Показано, что
введение водорода в среду культивирования до
концентрации 100% об. не ингибирует рост
культуры, приводит к увеличению образова�
ния этанола в 2 раза и снижению образования
ацетата в 2,5 раза. Введение ацетата натрия в
малых концентрациях также не угнетает рост
культуры, в то время как 50,0% об.  в среде су�
щественно ингибирует его; гидролиз целлюло�
зы в этом случае снижается в 1,5 раза.

Селекционированный анаэробный целлю�
лолитический термофильный штамм C. ther,
mocellum 5СТ может использоваться в биотех�
нологических процессах для получения
перспективных энергоносителей и термоста�
бильных энзимов.

Ключевые слова: анаэробные термофильные
целлюлолитические бактерии, Clostrіdіum
thermocellum, брожение целлюлозы.

SELECTION OF ANAEROBIC 
CELLULOLYTIC THERMOPHILIC 

STRAIN Сlostrіdіum thermocellum 5СT

L. S. Yastremskaya
O. A. Vasylchenko

National Aviation University, Institute
for Environmental Security, Kyiv

Е,mail: lorarem@gmail.com

Selection of anaerobic thermophilic cellu�
lolytic strain of Clostridium thermocellum 5ST
was performed under multiple re�inoculations
and effect of increasing concentrations of the
exogenous compounds. Culture growth was eval�
uated by biomass formation, final metabolite
products accumulation, and intensity of cellu�
lose hydrolysis. Obtained Clostridium thermocel,
lum 5СТ culture was resistant to ethanol at con�
centration 2%. It is shown that hydrogen adding
to culture medium up to 100% vol. doesn’t inhibit
growth of the culture, results in increasing of
ethanol formation in two times, and decreases
acetate formation in 2.5 times. Sodium acetate
adding in low concentrations doesn’t inhibit
growth of the culture, whereas 50.0% vol. in the
media inhibits essentially growth of the culture;
cellulose hydrolysis in this case decreases in 1.5
times.

Selected anaerobic cellulolytic thermophilic
strain C. thermocellum 5СТ can be used in
biotechnological processes for perspective ener�
gy carriers and thermostable enzymes obtaining.

Key words: anaerobic cellulolytic thermophilic
bacteria, Clostrіdіum thermocellum, cellulose
fermentation.




