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Изучено действие отрицательной температуры (-20оС) 
на жизнеспособность и продуктивность микроорганизмов 
Medusomyces gisevii. Показано, что действие низкотемпера-
турного фактора проявляет индивидуальные свойства сим-
бионта, культивируемых в экстрактах черного чая или кофе. 
Выявлено, что жизнеспособность и продуктивность сим-
бионта зависят от продолжительности действия отрица-
тельной температуры. При этом симбионты в экстрактах 
черного чая после действия отрицательной температуры 
медленнее восстанавливают свою продуктивность, прояв-
ляя низкую активность ферментативных систем, участвую-
щих в синтезе бактериальной целлюлозы. В экстрактах ко-
фе микроорганизмы симбионта при -20оС обладали высокой 
стабильностью и после окончания действия низкотемпера-
турного фактора проявляли повышенную активность фер-
ментов метаболических систем. 

The effect of subfreezing temperature (-20°C) on the viabil-

ity and productivity of microorganisms of Medusomyces gisevii 

was studied. It is shown that the action of the low-temperature 

factor reveals the individual properties of the symbiont cultivated 

in black tea or coffee extracts. It has been found that viability 

and productivity of the symbiont depends on the duration of the 

exposure to subfreezing temperature. Moreover, after the expo-

sure to subfreezing temperature, the symbionts in black tea 

extract restore their productivity slower, showing low activity of 

enzymatic systems involved in the synthesis of bacterial cellu-

lose. In coffee extracts, the symbiont microorganisms at -20°C 

had high stability, and after the exposure to subfreezing tem-

perature factor, they exhibited increased activity of enzymes of 

metabolic systems. 
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Введение 
Medusomyces gisevii J. Lindau представляет собой 

симбиотическое сообщество микроорганизмов, состо-
ящее преимущественно из различных видов бактерий 
и дрожжей [1]. При этом дрожжи и уксуснокислые бак-
терии вступают в симбиотические отношения уже в 
первые сутки совместного культивирования, используя 
в своей жизнедеятельности свои метаболиты. Видо-
вой состав Medusomyces gisevii очень разнообразен и 
зависит от условий, места и времени культивирова-
ния. Составными частями симбионта Medusomyces 
gisevii являются культуральная жидкость, зооглея, 
мезоглея и осадок.  

Культуральная жидкость состоит из питательных 
субстратов, продуктов жизнедеятельности микроорга-
низмов и отдельных бактерий, перемещающихся в 
пространстве за счет диффузии. Поэтому в культу-
ральной среде присутствуют органические и неорга-
нические кислоты, белки, липиды, углеводы, витами-
ны, ферменты, пигменты, нуклеиновые кислоты, азо-
тистые основания, этанол и др. [2, 3]. Спектр органи-
ческих кислот очень широк и в его составе можно вы-
делить, прежде всего, уксусную, глюконовую, лимон-
ную, щавелевую, молочную, койевую и яблочную кис-
лоты [4].  

Зооглея Medusomyces gisevii представляет собой 
сложное структурное образование, служащее местом 
локализации различных микроорганизмов, иммобили-
зованных преимущественно на волокнах целлюлозы, 
которая располагается на поверхности культуральной 
жидкости [5]. Основу зооглеи Medusomyces gisevii со-
ставляют колонии уксуснокислых бактерий Glucona-
cetobacterim xylinum, Acetobacterim aceti, а также 
дрожжи Saccharomyces sp., Torulopsis dattilf и др.  

[6-10]. Основу мезоглеи составляют нитевидные обра-
зования биоцеллюлозы, в составе которой присут-
ствуют микроорганизмы симбиота. Осадок культу-
ральной среды обычно представлен в виде плотной 
массы, которая локализуется на дне сосуда, состоя-
щим преимущественно из дрожжевых клеток и компо-
нентов чая или кофе. 

Medusomyces gisevii очень широко используется в 
пищевых и фармацевтических производствах, а также 
в медицинской практике. В пищевой промышленности 
культуральную жидкость активно используют при про-
изводстве различных безалкогольных напитков [11], а 
также в качестве добавки при выпечке хлебобулочных 
изделий [12] и получении уксусной кислоты [13].  

Биоцеллюлоза находит применение в технических 
и химических производствах, в частности, в целлю-
лозно-бумажной, лакокрасочной и тонкой химической 
промышленности, электронике. Из бактериальной 
целлюлозы в биотехнологической промышленности 
получают тонкодисперсные порошки, которые исполь-
зуют в пищевой промышленности в качестве загусти-
телей и гелеобразователей [14].  

В медицинской практике бактериальная целлюлоза 
используется в качестве матрицы для иммобилизации 
различных неорганических соединений (ионов сереб-
ра, селена, магния, кобальта, марганца и др.), а также 
биогенных молекул (пептидов, аминокислот, белков, 
ферментов, витаминов, гормонов, антибиотиков и др.) 
[15]. Биопленки, насыщенные различными элемента-
ми и биогенными молекулами, находят применение 
при лечении ожогов и язв, а также послеоперацион-
ных, гнойных и травматических ран [16]. Кроме того, 
биопленки с иммобилизованными веществами ис-
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пользуются в косметологии, для оздоровления и вос-
становления эластичности кожи.  

Широкое использование Medusomyces gisevii в 
различных производствах обуславливает актуаль-
ность проводимых исследований по разработке тех-
нологий получения бактериальной целлюлозы и изу-
чение условий культивирования симбионта. 

На продуктивность Medusomyces gisevii оказывают 
влияние очень многие физические факторы среды, 
среди которых следует выделить действие как низких 
положительных, так и отрицательных температур. 
Низкие положительные температуры способствуют 
угнетению активности ферментативных систем живых 
организмов, понижая метаболизм и синтетическую 
деятельность ферментов симбионта, осуществляю-
щих синтез бактериальной целлюлозы, но при этом 
сохраняется их жизнеспособность.  

Особенно сильное разрушительное действие на 
микроорганизмы оказывают отрицательные темпера-
туры, так как при температуре ниже 0оС вода в биоло-
гических системах переходит в твердое агрегатное 
состояние, увеличиваясь в объеме. Эти изменения в 
структуре воды в живых организмах обычно сопро-
вождаются разрушением их мембран, что в конечном 
результате может привести к их гибели. Однако мик-
роорганизмы способны переносить действия отрица-
тельных температур. Выживаемость и возможности 
быстрого восстановления численности популяции бак-
терий симбионта зависит от наличия в составе сооб-
щества жизнеспособных, но мало активных форм мик-
роорганизмов – персистеров (persister’s cell) [17-19]. 
Последние при комнатной температуре обычно пред-
ставляют собой небольшую группу клеток симбиоти-
ческого сообщества (1-10%), находящихся во время 
культивирования в пассивном состоянии, которую в 
данных условиях можно охарактеризовать как защит-
но-приспособительную жизненную форму, временно 
находящуюся в состоянии анабиоза. При этом актив-
ность многих генов персистеров подавлена за счет 
собственных регуляторных молекул и обусловлена 
действием специализированного механизма «токсин-
антитоксин». 

Однако при отрицательных температурах происхо-
дит естественное подавление систем активной жизне-
деятельности симбионта, что проявляется в возраста-
нии в культуральной жидкости количества микроорга-
низмов, переходящих в состояние вынужденного по-
коя, количественный показатель которых и будет 
определять возможности восстановления продуктив-
ности Medusomyces gisevii. 

Целью работы – изучить действие отрицательных 
температур на жизнеспособность и продуктивность 
микроорганизмов Medusomyces gisevii и установить 
влияние экстрактов черного чая и кофе на восстанови-
тельную активность симбионта. 

Материалы и методы исследований 
Исследования по определению электропроводимо-

сти (W) были выполнены на кондуктометре СОМ-100, 
фирмы HM Digital (Южная Корея). рН растворов изме-
ряли на рН-метре ОР-211/1 (Венгрия), а массу био-
пленок определяли на весах фирмы Ohaus Corporation 
(США).  

В экспериментах использовалась искусственная 
питательная среда объемом 0,25 л с содержанием 
20% инокулята. В качестве углевода в среду культиви-
рования микроорганизмов добавляли сахар (50 г/л), а 
также экстракты черного чая (2 г/л) или кофе (2 г/л). 
Все экстракты были приготовлены на дистиллирован-
ной воде. Значения рН и W исходных растворов пита-
тельных сред и инокулятов показаны в таблице 1. Для 
калибровки кондуктометра использовали растворы 
KCl. В измерениях электропроводимости растворов 
использовались величины ppm (мг/л). 

Таблица 1 
Величины рН и электропроводимости (W)  

исходных растворов и инокулятов 
 

Компонент  
среды 

Исходные растворы Инокуляты 

рН W рН W 

Черный чай 5,11 56 2,34 532 

Кофе 5,06 101 2,39 548 

 
В качестве инокулятов использовались симбиоти-

ческие культуры Medusomyces gisevii, выращенные на 
сахаре в соответствующем экстракте. Все пробы по-
мещали в морозильную камеру холодильника и со-
держали при -20оС в течение 240 сут. Пробы для ана-
лиза извлекали из холодильника через каждые  
30 сут. и затем культивировали при 23-25оС в течение 
30 сут., определяя величины рН и электропроводимо-
сти. В зависимости исследований с поверхности куль-
туральной жидкости извлекали зооглею. Массы влаж-
ных зооглей определяли путем взвешивания, после 
удаления с их поверхностей избытка влаги. Массы 
сухих зооглей определяли после высушивания влаж-
ных зооглей до постоянной массы в течение 3-4 сут. 
при комнатной температуре. 

Все биологические эксперименты были выполнены 
в четырех аналитических повторностях. Статистиче-
скую обработку результатов осуществляли с помощью 
программы «Statistica». 

 
Результаты и их обсуждение 

Пребывание Medusomyces gisevii при отрицатель-
ной температуре (-20оС) проявляется полным подав-
лением метаболической активности микроорганизмов, 
так как при этой температуре вся вода культуральной 
жидкости переходит в твердое состояние. При этом 
микроорганизмы для сохранения своей жизнеспособ-
ности должны пребывать в состоянии вынужденного 
покоя. Однако после прекращения действия низкотем-
пературного фактора часть микроорганизмов сим-
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бионта, сохранивших жизнеспособность, могут полно-
стью или частично восстановить свою метаболиче-
скую активность. На количество сохранивших жизне-
способность микроорганизмов оказывает влияние не 
только величина отрицательной температуры, но и 
продолжительность ее действия на симбионт. Кроме 
того, сохранность микроорганизмов при действии от-
рицательной температуры может зависеть от природы 
и концентрации в культуральной жидкости инокулята и 
питательного субстрата, а также компонентов экстрак-
тов чаев и кофе. Поэтому в культуральной жидкости 
Medusomyces gisevii во всех пробах содержалось 5% 
сахара и 20% инокулята, а для поддержания метабо-
лической активности симбионта в питательной среде 
присутствовали компоненты черного чая или кофе. 
Углеводы, содержащиеся в культуральной жидкости, 
могут выполнять роль криопротекторов.  

Из рисунков 1-8 видно, что после прекращения 
действия отрицательной температуры на кривых рН и 
электропроводимости проявляется лаг-период. Это 
временной интервал, в течение которого в контроле 

проявляется синтетическая активность ферментатив-
ных систем симбионта, инициирующих и осуществля-
ющих синтез бактериальной целлюлозы. Продолжи-
тельность этого лаг-периода для симбионтов, культи-
вируемых при 23-25оС, обычно составляет 3-7 сут. В 
этот период культивирования Medusomyces gisevii 
формируется основная часть зооглеи, которая распо-
лагается на поверхности культуральной жидкости. 
После этого на кривых продуктивности симбионта 
обычно отмечаются периодическое понижение рН и 
возрастание электропроводимости культуральной 
жидкости, обусловленные высокой метаболической 
активностью микроорганизмов Medusomyces gisevii. 
Так, в течение 30 сут. культивирования симбионта 
контрольного образца рН культуральной жидкости 
понижалось с 2,34 (100%) до 1,98 (84,6%), т.е. пониже-
ние рН составило 15,4%. Тогда как электропроводи-
мость среды в этот период времени возрастала с 526 
(100%) до 1030 (195,8%), т.е. увеличивалось практиче-
ски в 2 раза. 

 

  
Рис. 1. Динамика рН культуральной жидкости  
Medusomyces gisevii экстрактов черного чая  

от времени культивирования симбионта при 23-25оС, 
после его пребывания при -20оС в течение 0-240 сут. 

Рис. 2. Динамика процента к контролю величин рН 
культуральной жидкости Medusomyces gisevii  

экстрактов черного чая от времени культивирования  
симбионта при 23-25оС, после его пребывания  

при -20оС в течение 0-240 сут. 
 

  
Рис. 3. Динамика электропроводимости  

культуральной жидкости Medusomyces gisevii  
экстрактов черного чая от времени культивирования  

симбионта при 23-25оС, после его пребывания  
при -20оС в течение 0-240 сут. 

Рис. 4. Динамика процента к контролю величин  
электропроводимости культуральной жидкости 

Medusomyces gisevii экстрактов черного чая  
от времени культивирования симбионта при 23-25оС, 
после его пребывания при -20оС в течение 0-240 сут. 
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Рис. 5. Динамика рН культуральной жидкости  
Medusomyces gisevii экстрактов кофе от времени  

культивирования симбионта при 23-25оС,  
после его пребывания при -20оС в течение 0-240 сут. 

Рис. 6. Динамика процента к контролю величин рН  
культуральной жидкости Medusomyces gisevii  

экстрактов кофе от времени культивирования  
симбионта при 23-25оС, после его пребывания  

при -20оС в течение 0-240 сут. 
 

  

Рис. 7. Динамика электропроводимости  
культуральной жидкости Medusomyces gisevii  

экстрактов кофе от времени культивирования  
симбионта при 23-25оС, после его пребывания  

при -20оС в течение 0-240 сут. 
 

Рис. 8. Динамика процента к контролю величин  
электропроводимости культуральной жидкости  
Medusomyces gisevii экстрактов кофе от времени  

культивирования симбионта при 23-25оС, после его  
пребывания при -20оС в течение 0-240 сут. 

 

Однако действие отрицательной температуры  
(-20оС) на симбионт в экстрактах черного чая проявля-
лось в своеобразной динамике кривых рН и электро-
проводимости (рис. 1-4). Следует выделить следую-
щие особенности поведения микроорганизмов 
Medusomyces gisevii после действия низкотемператур-
ного фактора. 

1. На всех кривых продуктивности симбионта про-
является наличие в начальный период времени куль-
тивирования Medusomyces gisevii лаг-периода, протя-
женность которого зависит от времени действия отри-
цательной температуры и обусловленного способно-
стью микроорганизмов выйти из состояния покоя и 
восстановить метаболическую активность фермента-
тивных систем. 

2. Действие низкой температуры может проявлять-
ся как в повышении метаболической активности сим-
бионта, так и понижении его жизнеспособности, что 
зависит от продолжительности действия низкотемпе-
ратурного фактора. 

3. Наличие в культуральной жидкости компонентов 
экстрактов чая черного и кофе обусловливало их ин-
дивидуальное влияние на жизнеспособность симбион-
та, проявляя особенности в динамике кривых продук-

тивности, характеризующих восстановительную и ме-
таболическую активность микроорганизмов. 

Следует отметить некоторые особенности проявле-
ния продуктивности Medusomyces gisevii в зависимости 
от присутствия в культуральной жидкости компонентов 
черного чая и кофе. Так, симбионт в экстракте кофе 
проявлял более высокие способности к восстановле-
нию метаболической активности, чем в экстрактах чер-
ного чая. Это проявлялось в том, что в динамике кри-
вых симбионта экстрактов кофе лаг-период уменьшал-
ся в случае контроля до 2-3 сут., а для опытных образ-
цов его продолжительность составляла всего 0-5 сут. 
После этого на кривых продуктивности отмечался рост 
активности метаболических систем симбионта, который 
мог продолжаться в течение всего периода наблюде-
ний. Ход кривых продуктивности проявляют колеба-
тельный характер метаболической активности сим-
бионта, что обусловлено появлением во время культи-
вирования Medusomyces gisevii периодов покоя и высо-
кой активности метаболических систем симбионта. рН 
культивируемой жидкости Medusomyces gisevii в экс-
тракте черного чая после снятия действия низкотемпе-
ратурного фактора могло понизиться на 11,2-23,6%, а 
электропроводимость при этом возрастала на 32,6-
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116,9%. Причем самые высокие значения закисления 
среды и электропроводимости наблюдались после 90-
150 сут. пребывания симбионта при -20оС. Более дли-
тельный срок нахождения симбионта при отрицатель-
ной температуре сопровождался снижением активности 
его метаболических систем. 

В целом действие отрицательной температуры  
(-20оС) негативно отражается на жизнеспособности 
микроорганизмов Medusomyces gisevii экстрактов чая 
черного и кофе, что проявляется во время их культи-
вирования при комнатной температуре в повышении 
величин рН и понижении значений электропроводимо-
сти культуральных жидкостей (рис. 9, 10).  

Так, пребывание Medusomyces gisevii в течение 
240 суток при отрицательной температуре способно 
понизить продуктивность симбионта в экстрактах чая 
черного на 44,7%, а в экстрактах кофе – на 31,1%. 
Видно, что в экстрактах кофе активность метаболиче-
ских систем Medusomyces gisevii при 23-25оС культи-
вирования симбионта выше (рис. 10), чем симбионта в 
экстрактах черного чая (рис. 9). По-видимому, компо-
ненты кофе обладают не только способностью повы-
шать стабильность ферментативных систем симбион-
та, но и активировать их, после прекращения действия 
низкотемпературного фактора (рис. 11).  

Проявлением синтетической активности метаболи-
ческих систем Medusomyces gisevii служат показатели 
влажной и сухой массы бактериальной целлюлозы 
(табл. 2). Видно, что низкая температура отрицательно 
влияет на процесс синтеза БЦ бактериями симбионта 
в экстрактах черного чая, что проявляется в уменьше-
нии масс влажной и сухой зооглеи, коррелирующей с 
продолжительностью действия низкотемпературного 
фактора (r=-0,88). Тогда как в экстрактах кофе после 
действия низкотемпературного фактора синтез БЦ 
идет очень активно, что проявляется в возрастании 
масс влажной и сухой зооглеи в 1,84-3,92 раза  
(рис. 11). При этом следует отметить, что в контроль-
ных образцах экстракта черного чая синтез БЦ бакте-
риями протекает в 2-10 раз быстрее, чем этот же про-
цесс в экстрактах кофе. Самый высокий прирост мас-
сы зооглеи в экстрактах кофе наблюдался в образцах 
после 90 суток пребывания симбионта при -20оС. За-
тем отмечается снижение массы зооглеи, обуслов-
ленное продолжительным действием низкотемпера-
турного фактора. Минимальное содержание воды и 
максимальный прирост сухой массы зооглеи в экс-
трактах черного чая и кофе наблюдается только для 
периода в 90-120 сут. действия низкотемпературного 
фактора (табл. 2).  

 

  
Рис. 9. Динамика рН (1, 3) и электропроводимости  

(2, 4) культуральной жидкости в начале (1, 2)  
и в конце (3, 4) культивирования Medusomyces gisevii  

в экстрактах черного чая от времени пребывания сим-
бионта при -20оС. Условия: 23-25оС,  

время культивирования 30 сут. 
 

Рис. 10. Динамика рН (1, 3) и электропроводимости (2, 4)  
культуральной жидкости в начале (1, 2) и в конце (3, 4)  

культивирования Medusomyces gisevii в экстрактах кофе  
от времени пребывания симбионта при -20оС.  

Условия: 23-25оС, время культивирования 30 сут. 
 

 
Рис. 11. Процент сухой массы (1, 2) и содержание воды (3, 4) в зооглеи Medusomyces gisevii,  

культивируемой в экстрактах черного чая (1, 3) и кофе (2, 4) от времени пребывания симбионта  
при -20оС. Условия: 23-25оС, время культивирования 30 сут. 
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Таблица 2 
Массы зооглей Medusomyces gisevii, культивируемых в экстрактах черного чая и кофе,  

после пребывания симбионта при -20оС. Условия: 23-25оС, время культивирования симбионта 30 сут. 
 

Время пре-
бывания 

симбионта 
при -20оС, 

сут. 

Экстракт черного чая Экстракт кофе 

масса зооглеи, г 
содержание 

воды, % 

содержание 
сухой зо-
оглеи, % 

масса зооглеи, г 
содержание 

воды, % 

содержание 
сухой зо-
оглеи, % 

влажная сухая влажная сухая 

0 14,43 1,115 92,27 7,73 1,139 0,119 89,55 10,45 

30 13,32 1,039 92,20 7,80 2,712 0,286 95,50 10,55 

60 3,06 0,316 89,67 10,33 2,706 0,342 87,36 12,64 

90 3,73 0,499 86,62 13,38 3,935 0,467 88,13 11,87 

120 4,10 0,462 88,73 11,27 3,828 0,410 89,29 10,71 

150 4,17 0,443 96,20 10,62 4,402 0,417 90,53 9,47 

180 1,15 0,114 90,09 9,91 3,870 0,372 90,39 9,61 

210 1,52 0,092 93,95 6,05 4,816 0,255 94,71 5,29 

240 1,03 0,074 92,82 7,18 2,445 0,219 91,04 8,96 

 
Выводы 

1. Продолжительное действие температуры -20оС 
оказывает отрицательное влияние на жизнеспособ-
ность микроорганизмов Medusomyces gisevii, проявляя 
индивидуальные криопротекторные свойства компо-
нентов экстрактов черного чая и кофе. 

2. После пребывания Medusomyces gisevii в экс-
тракте черного чая при отрицательной температуре на 
кривых продуктивности симбионта проявляется лаг-
период, величина которого зависит от продолжитель-
ности действия низкотемпературного фактора. 

3. Действие отрицательной температуры на 
Medusomyces gisevii в экстрактах кофе характеризует-
ся наличием на кривых продуктивности при 23-25оС 
коротких лаг-периодов и проявлением высокой мета-
болической активности ферментативных систем сим-
бионта. 

4. Продолжительное действие отрицательной тем-
пературы на Medusomyces gisevii в экстрактах черного 
чая и кофе способствует понижению жизнеспособно-
сти симбионта после 120-150 сут. действия низкотем-
пературного фактора, что проявлялось в повышении 
величин рН и понижением значений электропроводи-
мости культуральной жидкости. 

5. Действие отрицательной температуры на микро-
организмы Medusomyces gisevii в экстрактах черного 
чая и кофе по-разному влияет на их способность син-
тезировать биоцеллюлозу. Так, пребывание симбион-
та в экстракте черного чая характеризуется снижением 
активности ферментативных систем, участвующих в 
синтезе БЦ, тогда как эти системы симбионта в экс-
тракте кофе после действия низкотемпературного 
фактора обладали высокой активностью, что проявля-
лось в увеличении массы зооглеи в процессе культи-
вирования симбионта в 1,84-3,92 раза. 
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