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МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ МОЛЕКУЛЯРНО МАССОВОГО
РАСПРЕДЕЛЕНИЯ МИКРОБНЫХ ЭКЗОПОЛИСДХДРИДОВ

Разработаl{ экспресс-метод определения молекулярно массового распреде-
ления ьмкробных экзополисахаридов (ЭПС) путем их аналитического центри-
фугирфвания в комбинированной градиенте плотности солей Масс и С$С] с
использоваю1ем в качестве стандартов молекуляриых масс декщ'ртов.

ОАновремыыо гражиежткое цеж'!рифугировавие дек€'граllов ж исследуемых
ЭПС позволяет значительно упростить и ускорил'гь определите молекулярные
масс ииледуемых фракций ЭПС.

Разработанный метод позволяет анализировать нативные ЭПС с молеку'
лярной массой. находящейся в диапмоне В,7 тыс. - 2 млн.

Метод может быть использован в научно-исследовательских работах, а также
в условиях производства ЭПС:

Широкий интерес .к мцкробным экзаполисахаридам (ЭПС) обусловлен их био-
логически активными и физико-химическими свойствами, которые определяются
структурой биополимера в целом, но в значительной степени зависят от соотношения
в составе ЭПС фракций различной молекулярной массы, т.е. их молекулярно-массовой
неоднородности. При оценке синтезирующей способности штаммов -- продуцентов
ЭПС. отработке режимов культивирования и выделения ЭПС с целью получения
препаратов с различными свойствами необходимо контролировать их молекулярно-
массовые параметры. При этом исследователю приходи:гся анализировать большое
количество образцов, что диктует необходимость разработки специфических и более
«быстрых>> ме'вдов, чем существующие(электрофорез, гель-хроматография и др.).

Для анализа молекулярных масс белков. нуклеиновых кислот. вирусов применяют
методы аналитического центрифугирования в градиенте плотности сахарозы[4],
хлористого цезия[8]. С целью повышения качества разделения компонентов исше-
дуемоп) вещества по молекулярной массе используют градиент тиотиосги С$С1 и трис-
буфера с ЭДТА, смесь вольфраматов щелочных и щелочно-земельных металлов н
ЫаСt М8С12 [5].

Однако методы градиентного центрифугирования не нашли широкого применения
при изучении микробных ЭПС. Так, в литературе приводятся данные по исполь-
зованию этого метода для определения молекулярно-массовой неоднородности
ксангана [7]. Описашгьй метод включает следуюпще этапы: фракцио1шрование ксан-
тана. получение флуоресцентных прошводных и ценгрифут'ироваlше отдельных фрак-
Фй ЭПС в градиенте плотности хлорииого натрш (Ь03-1,05 г/смз). определение
положения фракций в градиенте с помо1цью флуоресцентного спектрофотометра,
расчет коэффициенгтов седиментащш и диффузии. расчет молекулярных масс фракций:
ЭПС. Таким образом. недоматком данного методического подхода является дли-
тельность анализа нз-за необходимости фракционирования ЭПС и исследования
отдельных его фраифй. проведение громоздких расчетов для определения моле-
кулярной массы. Кроме тою. метод позволяет определить молекулярную массу ЭПС в
недостаточно пороком интервале ее значений.
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Целью напшх исмедований являлась разработка метода молекулярно-массового
распределения(ММР) нативных ЭПС в интервале значений мщекулярной массы от
Ю,7 тыс. д0 2 млн.

Материалы и ютоды исследования
Методические подходом для решения поставленной задачи было избрано

центрифу1'ироваше в комбиитрованном градиенте плотности «)лей ЫаС1 и С$С1[1].
Об'ьектом исследований являлись ЭПС. синтезируемые смешанной культурой

бактерий Дсйгв(огрвс/ег $р.. Л/1сгососап $р и дрояокей Свргйlйсг /горlса/& на основе
этанола [2]. препарат ксактана. полученный йз Хвл/Лотопгв1 сатрв$/г1у ру. свтрв /йд
8162 [3], а таlоке ксантан фирмы «Я8та>>. В качеиве стандартов молекулярные масс
применяли дексгранб1 фирмы«НиКн> с молекулярной массой 13,7; 20; 40; И0; 500 тыс.

В работе использовали 0.05@о-ные растворы ЭПС и 0,02@ю-нила растворы декстранрв
в количестве 1.5-5.5 мл. Центрифугирование осуществляли в комбипированном
градиенте плотноти солей Ыаа (р = 1,03--1,2 г/сйз) и С$С1 (1,2-1 ,б г/смЗ), взятых в
соотношении 5Д -- Ь 1 при постоянном суммарном об'теме на центрифугах К-32. К-32М
(ротор С-30-6-66, объем пробирок 11 мл; ротор У-30-26-384, объем пробирок 38,1 мл),
а тмоке на центрифуге «Вес1стап 1,-60)> (ротор $'Иг-40; Объем пробирок П,5 Жл) прк
30 000 06/мик в теченlие 4-19 ч.

Для определения лоложышя дексгранов различных молекуляряйлх масс в градиенте
осуществляли градиентное ценгрифугированше как каждого дексц)ана в отдельности,
так и смеси дексгранов. Положение дексгранов в обоих случаях было одинаковым.
При цендрифугировахми ЭПС в две центрифужные пробирки(из шести) вносили смесь
декстранов различных молекулярных масс, в оа'авпшеся четыре пробирки - анализк-
руемые образцы ЭПС. т.е. в каждом опыте исследовали одновремеlшо раслределеlше
в градиенте декстранов, IФименяемых в качеиве иыщартов молекулярные масс. и
исследуемых ЭПС.

После цеlггрифугирования анализировали содерхате углеводов во фракциях(0,25-
0.50 мл) по реакции с фенолом и серной кихот'ой[6].

Для проверки качесюа молекулярно-массового распределения ЭПС, полученных
при аналитическом градиентном центрифупфовании, параллшьно осущесгвляли гель-
хрома'Гографию исмедуемых ЭПС. Гель-хроматографию выполняли на колонке
(0,9х80 см) с сефарозой 4В. В работе использовали 0.05%-ные растворы ЭПС в
количестве 1-2 мл. Элюцию проводили 0.ЗМ ЫаСt Содержание углеводов в соби-
раемых фракхиях(1 мл) определяли по реакщт с фенолом и серной кислотой. Колоюсу
калибровали по иандаргн1ым дексгранам фирмы«Г1иКш>.

Для определения индивидуальности фракций ЭПС, полученных в результате
градиентного центрйфугирования. осущеивляли фракционированме ксантана фирмы
<($18та» на центрифуге К-32 в комбинированной градиенте М8С1 и С$С1, взятых в
соотношекш 5Д прк л = 30 000 об/мин в течение 19 ч(пробирки об'немом 38,1 мл).
Объединенные ш трех опытов объемы соответствующих фракций диализировали
против дистиллироваююй воды в течение 5 сут с последующим концентрирова1шем в
вакууме. Получею61е фракции 8налшировали методом гшь-хроматографии.

и2 млн

Результаты и обсуждение

Как шедует ш дакнв1х. предиавлею61х на рис. 1-3. изменяя соотношение объемов
растворов солей ]ЧаС1 ц С$С1 в зависимости от поставленной исследователей задачи,
можно четко раздели'гь натввньй ЭПС на фрашии различной молекулярной массы.
Так. увешчение объема растворов Ыаа(соотношеше ЫаС1 и С$С1 5Д) дает возмож-
ность разделения относительно шзкомолекушрных сопавляющш(до 500 тыс.)(рна
3), в то время как увелкче1ие объемов растворов С$С1(соотношыше Масс н С$С1 2Д,
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Рис. 1. Молекулярна''массовое рашределекие декпршов (/). ки1пагю 618тар
(2). ЭПС. сш1шируеиых Х. евтт$/гф 8162(3). ассоциацией бактерий к дрожжей
(4) в комбинировшк(ж грщиеню пдсршости солей Ы8а к С$а(соотношеше Ы8а
и С$С1 [1. п = 30 000 об/йин. 19 ч)
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Фракция
Рис. 2. Молекулярно'массовое распределеше декирщов(/). лкштма «$]8та»(2).
ЭПС. сштезируемых Х. св11Фи#ф 8162 (3), ассоциацией бактерий и дрохокей (4) в
комбинированном градиенте плотности солей ЫаС1 и С$СЦсоиношение Масс и
С$С1 2], р} в 30 000об/мин. 19 ч)
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Рис. З. Молекулярно'масювое раиредмете декстрщов(/). юштат 4]8:па» (2).
ЭПС. сштизируежьи Х. св11Тэш#ф 8162(3), ассоциацией бактерий и дрожжей (4) в
комбишровшном !раменю плсужосж смей Ы8С1 н С8С! (соо'гношеяие Ы8С! и
С$а 5д. л = 30 000оф-мн. 19 ч)

г 8 Ц ге г6
Врфкцця

?ис. 4. Модехуаярна'"иассовае распревегение ЭПС. снят'еэвруемнх Х. гвяфе$#г&
8162. в :Койбтироватомгрщиектемотноии солей ы8а. и сва (л =
= 30 000 обман. 19 ч). / ношение ЫаС1 н С$а 5:Ь 2 - соотношение Наа й
С$а 1.4Д; З соотношение Наса и С8С1 2Д
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Рис. 5. Молекулярно'массовое р8слрейеление ЭЛС. синтеэируемых вссоцивцией
бактерий и дрожжей. в градиен'ге плотности М8(=(в). л в 30 000 0фнин, 4 ч(/),
19 ч(2) и в комбнкировшном Ч)8дкенте плотности солей ЫаС1 к С$а(6),
соотношение солей }1аа и С$С1 2Д(3). М(4), м в 30 000 обман, 19 ч

ФрегП€гИ

Рис. б. Моllекулярмо-мв€ивое распределение дехстранов.(/) и ЭПС, синте-
зируемьlх аеюциацней батерйй и дрожжей (2), в комбинироввнком гр8диеите
пяЬ'юности солей Ыаа и ёва(соотношение солей МвЙ и С$а 5Д. л 4
= 30 000 об/мин. 19 ч)

Ь1), обладающих более выткой плотностью, позволяет успепшо разделить высоко-
молекуляршю фракции от 500тыс. до 2 млн.(рис. Ь 2). Аналогичшю выводы моэкно
сделать, аналшируя данию молекулярио'массовом распределения, предо'гавленшю
на иис. ч.

Увеличение мощности растворов ЫаС1 до 1,20 г/смэ позволяет получить молеку-
лярно-массовое распределен1ие компонентов ЭПС с молекулярной массой 20-500 тыс.,
т.е. в этом случае удается расширить нижнюю 1'ра1м1И оаределяемьж молекулирных
масс от 180 тыс. до 20 тыс.(рис. 5) по сравнению с методом. опшсанным в литературе
[7]. Время центрифугирования, равное 4 ч, является недоиаточным для разделения
компонентов различных молекулярных масс по Фавнению с центрифугированием в
течение 19 ч (рис. 5). Следует отметить. что время центрифугирования может
соф'авлять 6-19 ч в зависимости от мепени неоднородности по молекулярной масс
исыедуемых ЭПС.
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Рис. 7. Элюционный пр«Риlль кинтанв «д8т8» при кль
хроматофафии на коохонке с сефароэой 4В (0.9х80 см)

Рис. 8. Зависимопь объема выхода декстранов от их мо
декулярньж масс на колонке с сефароэой 4В(0.9х80 см).
/ -- 2 мли. 2 - 520 тыс., З ПО тыс., 4 - 70 тыс. 5+
40 ?!жlс.

Для разделения фракций ЭПС с молекулярной массой более 500 тыс. использовали
расгворы С$С1 плотное'ью 1,20-1.60 с/смз (рис. 5). Применение растворов С$С1 более
выа)кой плотности при создании комбинlированною ц)адиента, равно как и увеличение
числа оборотов ценгрифуги свыше 30 000 об/мин. ограничено техническими возмож-
ностями отечемвеннпрж к зарубсжнв1х центрифуг.

Использование комбинированной 1радиента плотноыи Масс(1,03-1,20 г/смЗ) и С$С1
(Ь20-Ь60 г/смэ) дает возможность одновременного расширения нижнего и верхнем
пределов диапазона определяемых молекулярные масс(рис. б) (менее 20 тыс, по срав-
нению с использованием градиента плотности только МаСС 500 тыс. -- 2 млн. в резуль-
тате введения в градиент растворов С$С1 плотноаъю до 1,6 г/смЭ).

Результаты. полученные лри использовании разработанного метода определымя
молекулярнЕ)-массовой неоднородносги микробных ЭПС, соответствуют даннв1м гель-
хроматографии (рис. З и 7 для ксантана фирмы «Я8т©>).

Следует отметить. что кривые молекулярно-массового распределения, получеюв1е
при градиентном центрифугировании. являются«зеркальным отражением» элюцион-
ных профилей ЭПС при гель-хроматографии, так как при гель-хроматографии высо-
комолекулярные фракции элюируются ранее низкомолекулярных, а при градиентном
центрифугировании наоборот. т.е. выоокомолекулярные компоненты содержатся в
последних фракщзях. Значения молекулярных масс отдельных компонентов ксантана
«$фта». определенные методом гель-хроматографии (рис. 7 и 8) и разработанный
нами методом(рис. З). совпадают.

Определение индивидуальноии фракции ксантана «Нета». получениlых при гра-
диентном центрифугировании, показало, что ка>кдый«пик», соответствую1ций положе-
нию компонента ЭПС определенной молекулярной массы в градиенте. элюируется
отдельным пиком и при гель-хроматографии(рис. З и 9). Кроме того, молекулярная
масса отдельных фракций ксантана, полученных в результате фракционирования на
центрифуге К-32 и определенная методом гель-хроматографии. точно соответствует
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Рис 9. Элюцконные профили фракций 1-1У 'кинтрна «$1Втй» при юль-
хроматографии ма колонке с сефарозой 4В (0,9х80 см)] - 2 млн., П-
500 тысь. П1 - ПО тыс.. IУ - 70 тыс.. У - 40 тыс. У1 тыс.
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значениям, полученным при центрифугировании в комбинированном градиенте
плотности рамворов ЫаС1 и С$С1 нативного ксантана, не разделенного на фракщ1и,
что является подтверждением индивидуальности отдельных фракций ЭПС и до-
казательством тою. что использование разработанного метода не сн1окает качества
анализа ЭПС.

Таким образом. предложенный метод определения молекулярно-массовой
неоднородности микробных ЭПС по сравнению с описанным в литературе имеет ряд
преимуществ:

1. Исследование растворов натшных микробных ЭПС исключает необходимость
предварительного фракционирования ЭПС и их раздельного градиентного центрифу-
гирования.

2. Применение имеющих стандартную молекулярную массу декстранов значи-
тельно упрощает определение молекулярные масс анализируемых образцов, не тре-
бует расчетов гидродинамических параметров.

З. Использование комбикирова1шого градиента плотности растворов ЫаС1 и С$С1
позволяет определить молекулярную массу ЭПС в интервале от В.7 тыс. до 2 млн.

4. Метод позволяет одновремешо анализировать несколько нативных мжробных
полисахаридов(от 4 до 9 проб) в зависимости от возмсвкностей центрифугн.
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УОГТ$Е[КО &К. РТРС Т.Р.. ММ.Д$НЕНКО 'и.П., СВЩВЕПС Т.Д

МЕ'ГНОЙ ОГ ОЕТЕВМIЖДТ10Ж ОГ ТНЕ ЕХОРО[У$ДССНДПIОЕ$
МО[ЕСУ[ДВ МА$$ ОБТВЁ8ИТIОН

Ап ехрк$$'тейоа оГ йе д«етйпайоп оГ IЬс тЬгоЫД ехоро1у$ассЬаНде$(ЕР$) тоКсЫаг тавз
ДЫЛЬийоп Ъу ЫаС1 апа КС1 сотЫпеа аеп$Ку 8гадЬп1 сетгКи8айоп уа$ аеуЫореа. 1)ехимш чу1Ы1

уапои$ п1оЪси1аг Ф1а$$е$ ЧАгеге и$ед а$ $!алдагд$.
ТЬе ЫтиИапеои$ 8га(Пеп1 сепиИи8айоп оГ (1ех1гап$ апа ЕР$ $юд1ед аПоу$ !о йтрНIУ апа

ассе1етв соп1$1дегаЫу йе де1егтапайоп оГ то1есЫаг тм$е$ оГ ЕР$ Пасйоп1$ ипдег Ьуе$йВайоп.
ТЫ$ те1Ьод аИоу$ 10 апЛу2е дайте ЕР$ тоЬсЫаг тмзе$ уНЫп а гап8е Ггот 13.700 !0

2,000,000,
К са!! Ье аррИёа ЬоЛ 1ог зс евйбо ге$еаюЬи ааа ГоЛпаж&lй рюдисйоп оll ЕР$.
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