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Влияние способа приготовления посевного материала
на синтез экзополисахарида этаполана

Исследованы зависимость уровня синтеза микробною экзополисахарииа эгаполана
при культивировании ЛсйегоЬасгвр' sр. на средд1с различными субстратами (эта-
нол, ацм'аг, гшфкоза, этанол+глюкоза) от способа получения посевного материала.
Увеличение синтеза ЭПС на среде с глюксозой при использовании инокулята, выра-
женного на этакая- или ацетагсодержащей среде, обуславдено индукцией глюконе-
огенеза, о чем свидетельствует повышение активности (l)ерментов глиоксилатнопю
цикла(изоцитратяиазы и малмсинтазы), а гакже мючевого !фермента глюкокеоге-
}зеза фее€l)оеноявируваlсинтетвы. Применение восевжою материаllа, вь:ращенно-
ю с использованием аца'ата, при культивировании Лс/пе/оЬвс/ег $р. В-7005 на сре-
де, содержащей этанол или смесь этанола и глюкозы, сопровождалось утранением
ограничений по вкл1оченио аца'м'а в баккриальный метаболйзм, повышением ак-
тивности ацйил-КоА-синтетазы, изоцитраглиазы, малатсинтазы и увеличением
синтеза ЭПС. Обсуэкс.Ёаюгся возможжь:е мехажизмь ведь шевия аюивжости аветивх-
КоА-бинты'азы при использовании инокулята, выращеиного на среде с ацитом.

Хlгючевые снова: биосижез, [ниокскяатжь й цикл, гяюкежlеогекез, С2-метабояизм, микробкь е эюфяояжсжарцхдь{, спд
соб получения инокулята.

Штамм .4сlпе/о&вс/гг $р. В-7005 является
продуцентом комплексного полисахаридного пре-
парата этаполана [1]. В состав препарата входят
нейтральный и два кислых компонента, один из ко-
юрых ацилирован. Аци1.пированный и неацилиро'
важный полисахариды идентичны по молярному
=эотношению])-глюкозы, 1)-маннозы, 1)-галакюзы,
. -рамнозы, 1)-глюкуроновой и пировиноградной
йlщот (3:2: 1 : 1 ; 1 ]) и по струкгуре повторяющей-
] единицы углеводной цепи. Различие между эти-
и ЭПС состоит в том, что аци1лированный поли-
-ящгнц содержит жирные кислоты (С 12--С IВ) [2].

.Эгаполан является полисахаридом мною-
'+прнк=ыонального назначения и может быть ис-

ван в нефтедобывающей, пищевой и хими-

ческой отраслях промышленности в качестве загу-
щающего, стабилизирующего, эмульгирующего
и суспендирующего агента [1 , 2].

Ранее нами бьша покаlзана возможность син-
теза этаполана с использованием широкого набо-
ра С2---Сб-субстратов(этанол, ацетат, пируват,
С4 дикарбоновые кислоты, мона- и дисахариды,
меласса, крахмгЕл) [l--З]. При разработке подхо-
дов к интенсификации образования этого ЭПС йа
среде со смесью этанола и глюкозы нами были сде-
ланы следующие наблюдения. При кулыивирова-
нии продуцента на глюкозосодержащей среде с ис-
пользованием поеевного материала, выращенно-
го на этаноле, набшодали ускорение роста бакте-
рий и увеличение количества оинтезированных

.=:.дтснlвжий. АСБ -- абсолюгно сухая биомасса; ОП -- оптическая плотнос1'ь; ЭПС -- экзополисахари.д(ы)
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ЭПС по сравнению с параметрами, полученными
при использовании инокулята, выраженного на
среде с глюкозой [4]. В этой же работе было пока-
зано, что при использовании посевного материа-
ла, выра1ценного на среде с этанолом, повышает-
ся количество ЭПС при последующем росте про-
дуцента на смешанным субстрате (этанол+глюко-
за), а также выход ЭПС-просительно биомассы и
субстрата. В то же время, прйТ1рртенении иноку-
лята, выращенного на глюкозосодержащей среде,
эти показатели снижыотся. Механизмы, обуслов-
ливающие повышение синтва ЭПС в зависимос-
ти от способа приготовления посввного материа-
ла, остались неисследоваlшыми.

Извесгно, 'по продолжительность лаг-фазы
при периодическом купбтивировании микроорга'
низмов зависит ог пр€дшествующ1ж условий куль
тивирования [5, 6]. Так, если источники углерода
и энергии в новой среде отличаются от тех, что
были в предшествующей среде, приспособление к
новым условиям может быть связано с синтезом
новых ферментов, 1©горые ранее не были нужны
и поэтому не сингезировались. С целью снижения
продолжительности лаг-фазы и сокращения дпи-
'юдьнои'к процессов при получении поивною мь
териала и производственной ферментации исполь-
зуют, как пра8то, среды с одинаковым исючни-
юом углерода.

Целью настоящей работы было исследовать
зависимость синтеза и'аполана на рюличных суб-
стржах щ' природы источника углерода в срще
для получения инокулята, а 'также выяснить меха-
низмы, обусловливающие повышение синтеза
ЭПС при различных способах получения пасевно-
ю материка.

(по объему) дрыюкевого автолизата и 0,0006
пантотена:га кальция.

В канеиве источника углерода и энергии
пользовали ацил' калия в концентрации 1 ,6%, :
нол в концентрации ] ,0 06.%, глюкозу в кончен'т
ции 1,0%, а такэке смесь этанола и глюкозы в сс
ношение 1 : 1 (об./масса). При выращивание бм
рий на смешанном субстрате концентрация эта
ла состамяла 0,5 и 1 об.%, глюкозы -- 0,5 и
Содержание ацмата калия в среде(1,6%) соотн
вовало по содержанию углерода концемраи
этанола 1,0 06.%. Ацетат калия вносили в сред
виде 20%-ною раствора.

Кулбтивирование бактерий осущес1вш
также на среде, содержащей 1% глюкозы, в кс

рую дополнительно вносили этанол в кокцеж
ции 0,01 06.%.

Лйлв/огрвс/вг $р. кулыивировали в кол(
на качалке (220 06/мин) при 30' и рН 6,8--7,0 н
чение 16--96 ч.

В качестве посевного материала использ(
ли цлыуру в экспоненциальной фазе (1&-2'
роста), выращенную на среде Л с различными
то'ип1ками утерода: э'тнап -- 0,5 06.%; тlпокоза
0,5%; ацетм' -- 0,8%. Концентрация посевного
териала соа'авляла 5% от объема инокулируел
сретК

Концентрацию биомассы определяли по
тической плотности клеточной суспензии с по
дующим пересчетом на АСБ по калибровочн(
графику. Показжели синтеза этаполана(колич
во синтиированных ЭПС, выход ЭПС от субс
та и ЭПС«юпиируюиФ'ю способность) изм
ли, как описано в рабом [4]. Концентрацию аи
та в 1д.пьтуральной жидюсги опредоили энз]
тически с использованием ацетаткиназыЕ7] .

Получение бесклеточиых экстракт
При получении бесклеючньж экстрактов Л
/оДг1с/ег $р. В-7005 Осуществляли предварш
ную ультразвуковую обработку культураль
жидкости, содержащей бактериальные клетк
ЭПС. Применение такого приема обусловл
тем, что вязкой этаполан с высокой молекуляр
массой практически невозможно отделить 01'
ток щадя1цими методами. (Именно по этой пр
не в предыдущих работах для проведения энз
логических исследований использовали му'1
ный штамм 1 НГ, не 9бразующий ЭПС [3, 4]). 1
туральную жцдюсть в экспоненциальной г
роста Лапе/обвс/ег $р. В-7005 0брабтывали
(22 кГц) в течение 60 с, после чего центрифух
вали (5000 8, ю мин, 4'). Осадок клеток три
отмывми от остмков среды и ЭПС 0,0:
трио-НС1-буфером(рН 7,0) с последующим 1

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

ОМ.актом исследований являлся щтам
,4сlпе/обвс/ег $р. -- продуцент комплексного поли-
сахаридною препарта этаполана, описанный нами
ранее[ 1--4]. Штамм депонирован в Украинской кол-
лекции микроорганизмов под номером В-7005.

Кульп1впрованпе Лс/иио&лсйг др. В-7005.
Бактерии выращивали нажидких минеральньжсре-
дах медующею сосмва, г/л:(среда Л) КН2РО4 --
6,8, КОН -- [8, ЫН4Ыоз -- о,б, М8$04'7Н20 --
0,4, СаС12'2Н20 -- 0, Ь Ре$О4'7Н20 -- 0,00 Ь (срв
дв .Б) КН2Р04 --'3,4, КОН -- 0,9, ЫН4ЫоЗ -- о,б,
М8$О47Н20 -- 0,4, СаС12'2Н20 -- 0,1,
Ге$О4'7Н20 -- 0,001 . Емкость фосфатною буфе-
ра в средам.4 и .Бсоаав.пяла соогветс1'винно 0,05 М
и 0,025 М. В среды дополнительно вносили 0,5%
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Зависимость синтеза этаиолана на разл11чныж сгбы'рядах ол НФНФодбх кедочнкка1пде»ода
ъ 'е:ФГВ$ «ЦК'пв$Ч-цвкцч. 'ппеев;цвт« злхкфцаяа

1 г =. ица

/7ттечанг1е: культивирование осущеа'вляли на среде Л.

снижении емкости буфера в этанолсодержащей
среде культивирования ,4с1пв/оЬас/вг $р. было ус'
тановлено нами ранее [14]. Использование аце
татного инокулята (вместо этанольного) для син
тела этаполана:на смеси этанола и глюкозы позво
лили повысить количество синтезированного ЭПС
и его выход по отношению к биомассе и субстра.
ту как на среде Л, так и на среде Б (см. табл. 2).

При этом конечные значение.р/[ ЛЭспь7)рглых01
жидкости на обоих средам составляло 6,8---6,85, 1

в культуральной жидкости отсутствовип ацета'
Следует отмемть, что применение аце'итого л(
севцого материи)1а при получении этаполана н
среде .Б позволяло достичь практически 'тких ж
показателей синтеза ЭПС, как и в случае этнол
ного инокулята на среде Л (см. табл. 2).

Образовы
Таблица

не этаполана на среде, содержащей смесь этанола и глюкозы (1 об.% + 1 %)
в зависимости от источника углей?р? в среде для п0'1учення посевного материала

Источник углеро
Среда куль- та в среде дм вы.
тивирования l ращивакия посев

ного материала, %

ЭПС.си1ие-
зируюЕ:зя

способное:::,
г ЭПС!:г бl!>

рН... Биомасса,
г/я ЭПС. г/л

Ззппэ;2 ЭПС
$8::дЧН0Г(

;У'Еlарай, о?

Л

В

Эганол, 0,5 2,10

2,00

2,25

},95

3,98

4,58
2.55

Ацетат калия, 0,8

Этнол, 0,5

Д<Д

дlщт IЩЩ: 9В

/7пимечанме: состав а)ед Л и .Б' указан в разделе {€Уёловия эксперимент?»>

Источник углерода
в среде дпя подуче-
ши посевного ма-

терика, %

Источник углерода в среде
культивирования

ЭПС, г/л
ЭПС-сиывирук
щая епособност1
г ЭПС/г бйомасс

Глюкоза, е,5

Глюкоза, 1,0 %
Этнол, 1,0 об.%

Глюкоза, 0,5 % + этанол, 0,5 06.%
Глюкоза, 1,0 % + этанол. 1,0 06.%  

2,67

2.48

3,86

З $7

Этанол, 0,5

Глюкоза, 1,0 %

Эганол, 1,Oоб.% 1

Глюкоза, 0,5 % + этанол, 0,5 06.%
Глюкоза, 1,0 % + этанод. 1.0 об.%    
Глюкоза,1,0% : l 5,65 l 4,53

Этанол, ],Oоб.% l 4,95 l 2,75

Ацетаткалия,0,8 l ['люкоза,о,$%'гэтанол,0,5ой.%' / бlЗ / 430
'люкоза,},о%+этанол,],Oоб.%\ l 9,15 \l 4,5В
Ацетаткалия, 1,6% l 4.4 l яд



ВЛ}ИНИЕ СПОСОБА ПРИГОТОВЛЕНИЯ ПОСЕВНОГО МАТЕРИАЛА НА СИНТЕЗ ЭКЗОПОЛИСАХАРllДА

Следующий этап наши исмедований бьи
посвящен выяснению причин, обумовлив8ющих
повышение синтеза ЭПС лри риличных спосо-
бах получения посевного маюрима.

В работы [3, 4] нами было высказано мецг-
ющев предположение: при выращивание
.4сlпе/ограсюр' др. на среде с гтоюзой из эмномною
инокулята или при внесении в Среду с глююзой ми-
норньж юнцентр8ций С2-соединений увеличение
синтеза ЭПС маки' бьгв обусловлено одной и той
же причиной: присутствие С2'соединений в среде с
глююзой может индуцировть ппоконеоюни. В
полку тают механшма и1пенсификиши синпэа
ЭПС свидетемсгвовали и получению ранее .цш-
ные энзимагическ1п исмедомний: при наличю1
низких концентрмгй этанола или щекам в среде с
глюкозой активной'ь изоцитраглиазы -- фермента,
восполняющегю пул С4'дикарбоновьж киспод пред-
шественников глю1фнеогенеза -- повышалась поч-
ти в 15 раз по сравнению с акмвностъю данном
фермента при выращивание на среде с ЕлююзоЙ[3].
В табл. З приведены данные по акгивноам фермен-
тов центральное мегаболизма и 1тпоюнеогенеза
при выращивании бакврий на средах с этанолом и
глюкозой и различньк способах получения посевно-

го меприма. Ренн нами было покюано, 'по У
щтммв Лс/р1«о&вдег $р.. рамущею на среде е эта'
колом. сити фосфоенолптрувам обеепечиваекя
двумя ключевыми фермежтми глюконеог'енеэа -
РЕР-карбоксикжвой и РЕР-оинтвмзой, еоотноше.
ние ки'орьж менялось при переходе б8кюрий из экс-
поненци;мной в дмционарную фазу роиаЕ15].

Как видно из данных, представленных в
табл. З, ПРИ идпфлюовании этанольною ти аце'
татною инохдлята .в)тя посева в глюкозосодержа'
щую среду или при внесении в среду с гпюкозой
минорных концепраций этанола набшодали сни-
жение активности изоцитра1дегидрогенмы и уве-
личеше активности ферментов глиоксилатного
цикла(изоцитрмшшы и ммалсинтшы), а также
РЕР-син'1иазы -- одно1ю из ключевых ферментов
глююнеогенеза по сравнению с ис активностью 8
случае применения глюкозною посевиого матери'
ала. При этом аю'ивность остальных исследуе-
мьж ферментов практически не изменилась. Та-
ким образом, приведенные в настоящей работе ре-
зультмы энзимагических исследований подтвер-
дили наше предположение об индукции глюконео-
генеза при выращивание Лспгв/оЬас/вг $р. на глю-
козе в присутствии С2'соединений.

Таблица З
Влияние способа приготовления посевного материала на активность ферментов цикла
трикарбоновых кислот, анаплеротических путей и глюконеогенеза при выращивании
,4сй«одлс/ег $р. В-7005 на средам с этанолом и глюкозой

!о-
{а
ке
пь-

'о

/7тшвчвнги; культивировакие осушеф'взяли на среде Л; к.о. -- не определяли

Источник
углерода
при полу'
чили по-
севного

материала,
%

Источник уг-
лерода в сре-
де культиви-
рования, %

Активность, нмоль/мин.мг белка

                     
Этанол, 0,5

Этанол, 0,5

Глюкоза, 0,5

Н.о.

102, 1

268,0

563,3

630,0

1008,3

93,4

4П,З

В7,5

208,3

186,8

174,2

193,4

2] 0,8

171,2

64,3

165,5

54,5

Н.о.

зоо,з

1029,0

586,0

Ацетат, 0,8 Глюкоза, 0,5 98,7 496,1 954,6 426,0 189,7 165,3 188,6 59,3 60,4 299,6 602,4

Гдюlсоза, 0,5
Глюкоза, 0,5

Глюкоза, 1,0 +
этанол, 0,01

Н2,З

}87,6

700,4

489,7

1410,9

895,8

448,5

398,5

200, 1

} 87,4

1 89,4

!65,3

219,3

195,2    304,4

3}2,4 
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Набшодаемое лимитирование метаболизма
ацетата и снижение показателей синтеза ЭПС при
цльтивировании продуцента этаполана на среде
Б, содержащей этанол и глюкозу, с использовани-
ем этанольного инокулята (см. табл. 2) можно объ-
яснить двумя причинами: ингибированием актив-
ности ацетил-КоА синтетазы продуктами окисле-
ния этанола (ЫА1)Н и ЫА1)РН), как показано .
нами ранее Ц4], а также ингибированиеМ синтеза
этого фермента глюкозой, как это установлено для
дршюкей 8ассйвготусв$ свгеу!$/ае и баккрий
.Вас///и л#ЬгlЛ [1 6, 17]. В работе [14] бьыо показа-
но, что при росте Лс/пе/о&вс/вг $р. В-7005 на среде
с этанолом реакция, катализируемая ацетил-КоА-
синтетазой, является скорость-лимитирующей,
т.е. в клетках бактерий ацетат образуется с более
высокой скоростью, чем вовлекается в дальней-
ший метаболизм. Избыток ацетата выделяется в
19иыуральную )1ащюсв, обухов;иlвая сюфюние рН.
Наличие буфера в среде Л снижает эффект накопле-
ния ацпата в отношении рН. Исходя из этот ясно,
шо при значениях рН, близких к нейтральному, аце'
тат вновь транспортируется в клетки бактерий и
вовпекашея в миаболизм 041. При снижении ем-
кости буфера(среда .Б) поступление ацетм'а в куль-
туральную жидкость вызывает более замет'ные изме-
нения рН и снижение показагелей синтеза ЭПС.

питера:бурные данные свидетельствуют о
том, что ациил-КоА-синтетаза, функционирую-

щая в клм'ках многих про' и эукариот, являете.
индуцибельным ферментом [1 8, 19]. Известн-
что одним из индукторов синтеза ацетил КоА си]

тетазы является ацетат [20]. Таким образом, впо.
не вероятно, что применение посевного матери;
ла, выраженного на ацетате, для культивировани:
.4сйге/оЬас/ег $р. В-7005 на смеси этанола и глюк-
зы позволяет частично устранить репрессиру1'
щее влияние глюкозы на синтез ацетил-КоА-си:
тетазы, а также снять ингибирующее действа
продуктов окисления этанола на активность итог
фермента. Следова:тельно, увеличение силва ЭП
в этом случае (см. табл. ] ) можно объяснить пов1
гением как активности, так и синтеза ацетил-К
А-синтетазы.

В табл. 4 приведены данные по определ
нию активности некоторых ферментов С2
болизма при выращивании бактерий на среде, с
держащей этанол или смесь этанола и глюкозы
зависимости от способа приготовления инокуг
та. При культивировании бактерий на среде с эч
полом и использовании ацетатнотю посевного ь
териала наблюдали повышение активности исс;
дуемых ферментов(ацетил-КоА-синтетазы, и:
литр'тлиазы и малатсинтазы) по сравнению щ
активностью при применении этанольного иное
лята. Использование этанольною посевной ма
рвала при выращивание продуцента этаполана )
среде .Б, содержащей этанол и глюкоза, еопров(

Таблица 4
Влияние способа приготовления посевного материала на активность ключевых ферментов
Сl2-метаболизма при выращивания .дсйге/одас/вг $р. В-7005 на среде с этанолом, а также
смесью этанола и глюкозы

+ 1/ч/п1..'гмишплп9иыл върч/пхрг:'1'и пд п1,1 т1я (+пе! пе ]Р;'

Источник углерода
при получении

носевкого
материала, %

Источник углерода
в среде кульи4виро-

вания, %

Активность, нмоль/мин.мг белка

АцаХ'и1}!-КоА-
синтетаза

Ацетаткиназа Изоцитрат-
линза

Мхат-
сиктаза

Эмжоя, 0,5

Ацетат калия, 0,8
Этанол, ЬO

}30,9

180,3   }зо,о

178,4 1 67,3

123,6

Этанол, 0,5 Этанол, 1,0 + глюко-
за, 1,0

85,2 15,7   37,5

Этанол, 0,5

Ацетат ка.яии, 0,8

Этанол, 1,0 + глюко-
за, 1,0+

120,4

65,4      



ВЛИЯНИЕ СПОСОБА ПРИГОТОВЛЕНИЯ ПОСЕВНОГО МАТЕРИА.ПА НА СИНТЕЗ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДА

далось снижением акгивности ферментов С12-ме1й-
болизма по сравнению с их активностью при рос-
те бактерий на среде Л. Однако культивирование
Лсlпв/обасгег $р. В-7005 на среде ео смесью субст-
ратов на среде .Б с использованием ацетатного ино-
кулята способствовало высокой активности иссле-
дуемых ферментов. Таким образом, энзимологи-
ческие исследования (в частности, данные по ак-
тивности ацетил-КоА-синтетазы) могут свиде-
тельствовать о том, что использование посевного
материала, выращенного на ацетате, позволяет ус-
транить лимитирование метаболизма ацетата при
культивировании .4с//ге/обас/ег $р. В 7005 на эта-
ноле, а также смеси этанола и глюкозы.

Механизмы, обусловливающие повышение
активности ацетил-КоА-синтетазы в этом случае,
могут быть различными: прямое влияние аци'ата
на активность этого фермента и возможность ин-
дукции ацетатом его синтеза, а также другие, от-
личные от индукции, механизмы регуляции на
уровне синтеза фермента (действие ацетата как ак-
тиватора катаболитных генов, т.е. активация тран-
скрипции, отличная от индукции; влияние на про-
цессы аттенуации, образование альтернативную
а-фактора и др.) [21].

Таким образом, в результате проведенной
работы установлено, что синтез микробного экзо-
полисахарида этаполана зависит от природы ис-
точника углерода в среде при получении посевно-
го материала. Использование инокулята, выращен-
ного на средах, содержащих С2-субмраты(эта-
нол, ацетат), сопрово'Мается повышением синте-
за этаполана на среде с глюкозой, что обусловлено
стимуляцией глюконеогенеза.

Показана возможность увеличения синтеза
этаполана при культивировании на среде, содержа-
щей этанол или смесь этанола и глюкозы при ис-
пользовании посевной материала, полученного с
использованием ацетата. В таких условиях набок»
дается повышение активности ацетил-КоА синте-
тазы и ферментов глиоксилатного цикла, что мо-
жет свидетельствовать об устранении лимитирова-
ния метаболизма ацетата. Применение посевного
материала, выращенного на среде с ацетатом, поз-
воляет реализовать получение этаполана на среде
с этанолом и глюкозой, буферная емкость которой
снижена в два раза, без снижения показателей син-
теза ЭПС. Это дает возможность сократить рас-
ход компонентов на приготовление питательной
среды и, таким образом, существенно снизить се-
бестоимость конечного продукта.
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