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ПРЕДИСЛОВИЕ 

В последние десятилетия микробные экзополисахариды (ЭИС) стали 
объектом интенсивных исследований не только из-за их важного зна-
чения в строении и метаболизме микроорганизмов, но и в связи с раз-
нообразием физико-химической структуры, определяющей свойства 
этих биополимеров и позволяющей отнести их к промышленно ценным 
продуктам. Растворы микробных ЭПС характеризуются высокой вяз-
костью при низких концентрациях, сохранением стабильности в ши-
роком диапазоне значений температуры и рН, устойчивостью к меха-
нической и окислительной деструкции. 

Полисахариды традиционно применяют в различных отраслях 
народного хозяйства. Сферы возможного применения микробных 
ЭПС чрезвычайно многообразны: нефте- и горнодобывающая, текс-
тильная, пищевая, фармацевтическая, химическая промышленность 
и медицина. В основном это полимеры растительного происхожде-
ния (крахмал, целлюлоза, альгиновая кислота, агар и др.) , а также 
полученные путем химического синтеза - метилцеллюлоза, карбок-
симетилцеллюлоза). Микробные ЭПС можно использовать как аль-
тернативные синтетическим или природным полимерам, а также рас-
сматривать как новые полимеры, применяемые в качестве суспенди-
рующих, желирукнцих, эмульгирующих, изменяющих реологические 
свойства водных систем реагентов. 

Микробные полисахариды в отличие от традиционно применяв-. 
мых полимеров не подвержены изменениям в зависимости от кли-
матических условий, получать их можно непрерывно и надежно ме-
тодом ферментации. В 60-е годы успехи биотехнологии обеспечили 
появление в ряде стран промышленного производства бактериаль-
ного полисахарида — ксантана (продуцент ХапШотопаа с а т р е з ^ ) . 
Уникальные свойства этого ЭПС предопределили его широкое при-
менение в самых разных отраслях промышленности. Основные про-
изводители ксантана — "Келко" (США), "Рон-Пулен" (Франция), 
"Пфицер" (США). Фирма "Меро-Руссело-Сатиа" (Франция), вспо-
могательная фирма "Санофи-Элф-Биоиндустриз" начали производ-
ство ксантана пищевого назначения с 1985 г. 

На мировом рынке появились и другие кикробные ЗПС, напри-
мер биозан (продуцент АкаНдепев ер.), склерглюкан (продуценты — 
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Sclerotium rolfsii, Sclerotium sp.), геллан (продуцент — Pseudomonas elo-
dea) [136 ,235 ,283] . 

Увеличивается число видов микроорганизмов, используемых для 
промышленного получения ЭПС и, как следствие, возрастает количе-
ство биополимеров, отличающихся по структурным и физико-хими-
ческим свойствам и находящих применение в различных отраслях 
народного хозяйства. 

Потребность в этих биополимерах постоянно растет. Так, если 
в 1984 г. сумма от продажи их составляла 200 млн долларов, то пред-
полагается, что к 1992 г. она составит 476,9 млн долларов [158]. 
Однако спрос на ЭПС удовлетворяется не полностью. 

Одной из основных причин, тормозящих рост их промышлен-
ного производства, является дефицит углеводсодержащего сырья 
(глюкозы или сахарозы), лежащего в основе микробиологическо-
го синтеза ЭПС. Необходимость расширения сырьевой базы стиму-
лирует поиск микроорганизмов, способных утилизировать разно-
образные непищевые углеродные соединения и синтезировать в зна-
чительных количествах ЭПС. Особое внимание привлекают микро-
организмы, продуцирующие ЭПС на основе C j-C j-соединений. В этом 
плане представляют интерес метилотрофные бактерии — продуцен-
ты ЭПС, утилизирующие содержащие и не содержащие кислород ис-
точники углерода такие, как метанол, метан и др. 

Метилотрофные микроорганизмы привлекают внимание ши-
рокого круга исследователей в связи с возможностью примене-
ния их в области биотехнологии. Согласно сообщению Dstlrling -
представителя фирмы "Селджин Корпарейшин" (США), 8 круп-
нейших компаний занимаются исследованиями получения раз-
личных продуктов (белка, ферментов, пропионовой кислоты, ацет-
альдегида, полисахаридов, витамина В 1 2 ) с помощью метилотрофов 
[276]. К их числу относятся "Ай Си Ай", "Бритиш Петролеум", "Экс-

кон", "Шелл", "Дау Кемикел" и др. Одним из наиболее перспектив-
ных направлений использования метилотрофов является получение 
ЭПС. 

Экзополисахариды метилотрофных бактерий проявляют свой-
ства, аналогичные ЭПС, полученным на углеводсодержащем сырье: 
высокая вязкость растворов [167, 175, 331] ; способность к геле-
образованию [13, 322]; псевдопластичность; тиксотропность [107, 
108]. ЭПС метилотрофов характеризуются также новыми уникаль-
ными свойствами [50, 167, 285, 322] . 

Сравнительно недавно разработан новый класс микробных ЭПС -
биоэмульгаторы [100, 166]. Наиболее изученным представителем 
этого класса биополимеров является эмульсан, продуцируемый Aci-
netobacter calcoaceticus RAG-1 на основе этанола. Эмульсан - один 
из наиболее эффективных эмульгаторов, высокоспецифичен при 
эмульгировании углеводородных субстратов, содержащих алифа-
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тические, ароматические или циклические ком оненты. В настоящее 
время эмульсан является коммерческим продуктом, производимым 
в промышленном масштабе фирмой "Петроферм" (США). 

Расширение сырьевой базы микробиологического производства 
ЭПС за счет стабильного сырья непищевого достоинства — одна из 
актуальных задач интенсивно развивающейся области биотехноло-
гии ЭПС. Исследования по получению эмульсана на основе этанола 
и углеводородов, а также ЭПС на основе метанола убедительно по-
казывают возможность расширения сырьевой базы для производ-
ства практически ценных ЭПС. Другая задача - поиск новых типов 
биополимеров, обладающих свойствами, расширяющими возмож-
ность их практического использования. 

Для организации производства биополимеров необходимо соз-
дать банк культур микроорганизмов - продуцентов ЭПС — с опре-
деленными свойствами, не уступающих полимерам, получаемым из 
растений и водорослей, а также путем химического синтеза. 

Если биосинтезу ЭПС бактериями и дрожжами На углеводных суб-
стратах, вопросам его ррегуляции, изучению продуцента ксантана и 
свойсв этого биополимера применению микробных ЭПС в промышлен-
ности посвящено значительное количество обзоров и монографий [5,6, 
10, 42, 182, 215, 229, 235, 257, 258, 270, 279-283, 313],то микробный 
синтез ЭПС на С ! - С 2 -соединениях представлен только в двух обзо-
рах и отдельных оригинальных работах (17, 21, 75, 134, 151, 166, 
167, 175,207,224,271] . 

Цель настоящей монографии — обобщить имеющиеся сведения 
по биосинтезу ЭПС на С ) - С 2 -субстратах с учетом собственных экс-
периментальных работ и показать перспективность использования 
ЭПС в промышленности. 



Г л а в а 1 
ХАРАКТЕРИСТИКА 
АССИМИЛИРУЮЩИХ 
С,-С2-СОЕДИНЕНИЯ 
МИКРООРГАНИЗМОВ -
ПРОДУЦЕНТОВ 
ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ 

Микроорганизмы различных таксономических и физиологических 
групп синтезируют ЭПС — полимеры, локализованные снаружи кле-
точной стенки и образующие капсулу либо свободную слизь, либо 
и то и другое (рис. 1). Особенно обильное образование ЭПС наблю-
дается у микроорганизмов при росте на средах, содержащих саха-
розу [99]. 

Известно, что метан и метанол являются перспективными источ-
никами углеродного сырья для получения белка и биологически ак-
тивных веществ с помощью микроорганизмов. Особый интерес вы-
зывает возможность использования этих соединений для получения 
на их основе экзогенных полиуглеродных веществ, в частности ЭПС. 

Метилотрофные бактерии ассимилируют содержащие и не содер-
жащие кислород С1-источники углерода, такие как метан, метанол, 
метиламины, формальдегид, муравьиную кислоту и ее соли [5^ . 
Наиболее перспективными субстратами являются метан и метанол 
благодаря их доступности, дешевизне, химической чистоте и энер-
гетической выгоде. 

Метилотрофные бактерии разделяют на облигатные и факульта-
тивные [59]. Облигатные метилотрофы - это уникальная группа мик-
роорганизмов, способных расти только на С,-субстратах, которые 
метаболизируются клеточной популяцией преимущественно рибу-
лозомонофосфатным либо сериновым путем. К ним относятся ме-
танокисляющие, а также ряд метанол- и метиламинокисляющих бак-
терий. По мнению Ю.Р.Малашенко и соавт., облигатная зависимость 
бактерий от восстановленных С! -соединений, уникальная способность 
синтезировать из последних все компоненты клетки позволяют от-
нести их к физиологически и таксономически единой группе. Боль-
шинство факультативных метилотрофов, ассимилирующих кроме 
С!-субстратов и другие полиуглеродные соединения, способны рас-
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Т а б л и ц а 1. Эффективность м и к р о б н о г о превращения различных субстра-
тов в ЭПС 

Выход ЭПС Исгодаик 
Вид и штамм бактерий Субстрат по субстра-

ту, % 
литературы 

Xanthomonas campestris Глюкоза 6 0 , 0 - 7 5 , 0 | 2 2 6 | 
NRRL В-1459 Лактоза 38,3 1 2751 
X.campestris 8162 Меласса 5 0 , 0 - 6 0 , 0 1 Ю | 
Azotobacter vinelandii Сахароза 45 ,0 1 1431 
Pseudomonas aeruginosa Глюкоза 5 6 , 0 - 64,0 | 2 2 1 | 
Alcaligenes faecalis var. myxogens " 50,0 12151 
Zoogloea ramigera NNR B-3669 Лактоза 55,6 [ 2 7 5 ] 
Pseudomonas sp. Этанол 1 5 , 0 - 3 3 , 0 [ 2881 
Acinetobactrer calcoaceticus RAG-1 " 2 0 , 0 - 2 5 , 0 I 3 3 6 ) 
Methylomonas mucosa NRRL B-5696 Метанол 45 ,0 1 287] 
Mctliylocystis parvus OBBP 26,0 1 1751 
Pseudomonas polysaccharogenes M-30 44 ,0 1 3241 
P. viScogena TS-1004 

11 
21,0 I 2 2 5 , 3 2 2 | 

ти на метаноле и метиламине. Они реализуют различные пути ассими-
ляции Cj-соединений: рибулозодифосфатный, рибулозомонофосфат-
ный, сериновый; диоксиацетоновый путь характерен только для 
дрожжей. 

Способность синтезировать в значительных количествах ЭПС 
обнаружена как у облигатных метилотрофов, в частности родов Met-
hylomonas [171, 287, 323], Methylococcus [12, 13, 15, 61, 304], Met-
hylocystis [193], Methylophilus [271], Methylobacillus [28, 3 0 , 4 7 , 8 6 ] , 
Hyphomicrobium [186], так и у факультативных - Pseudomonas [13, 
50, 108, 224, 225], Blastobacter [56]. Новый источник получения ЭПС 
метилотрофных бактерий — смешанные культуры микроорганизмов 
(ассоциации), выделенные из природных источников (таких, как ак-
тивный ил) либо созданные искусственно [16, 131, 141, 176]. 

При росте микроорганизмов на средах с С)- и С2-субстратами 
необходимы дополнительные метаболические пути для образования 
промежуточных продуктов, используемых при биосинтезе Сахаров 
(глюконеогенез). 

Способность ассимилировать этанол в качестве единственного 
источника углерода и энергии присуща многим микроорганизмам 
различного таксономического положения. Известны бактерии, про-
дуцирующие ЭПС при культивировании на минеральных средах с 
этанолом [18, 288, 336]. Наиболее перспективными для промыш-
ленного получения ЭПС из исследованных в настоящее время про-
дуцентов их на этаноле являются Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 
[336] и Acinetobacter sp. [18]. 

В табл. 1 приведены данные по выходу и концентрации ЭПС, син-
тезируемых метилотрофными и этанолиспользующими микроорга-
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низмами по сравнению с аналогичными данными для микроорганиз-
мов, ассимилирующих углеводные источники питания. Очевидно, у 
бактерий, растущих на С1-С2-соединениях, продуктивность ниже, 
чем у углеводокисляющих. Тем не менее низкая стоимость таких 
субстратов, как метан, метанол, этанол, их доступность, химиче-
ская чистота, стабильность состава компенсируют этот недостаток 
[17, 170, 186]. В связи с этим вопросы скрининга культур - про-

дуцентов ЭПС на С]—С2-соединениях - и разработка вопросов ре-
гуляции синтеза полимеров представляются чрезвычайно важными. 

ПРОДУЦЕНТЫ ЭПС 
НА МЕТАНЕ И МЕТАНОЛЕ 

Исследована способность облигатных метанокисляющих микроор-
ганизмов синтезировать ЭПС. Установлено, что в различной степе-
ни она присуща всем изученным нами метилотрофам. Так, исследо-
ванные штаммы облигатных метанокисляющих бактерий Methylo-
monas rubra, M.methanica, M.gracilis, Methylomonas sp., Methylococcus 
thermophilus, M.luteus и M.ucrainicus синтезируют 0 ,05-0 ,23 г ЭПС 
на 1 г биомассы при культивировании в жидких средах в периоди-
ческом процессе. Представители виброидных метанокисляющих бак-
терий Methylosinus trichosporium, M.sporium, Methylocystis sp. и M.par-
vus образуют следовые количества ЭПС в этих же условиях (табл.2). 

Известно, что ассимиляция бактериями углерода восстановлен-
ных Сj-соединений осуществляется тремя путями: рибулозомоно-
фосфатным, сериновым и рибулозодифосфатным (59] . Реализация 
метилотрофами рибулозомонофосфатного и рибулозодифосфатного 
путей в отличие от серинового связана с функционированием цик-
лов превращения фосфатов Сахаров, являющихся предшественни-
ками при синтезе полисахаридов. Поэтому можно предположить, 
что микроорганизмы с рибулоэомонофосфатным или рибулозоди-
фосфатным путем ассимиляции С j -соединений должны оказаться 
более перспективными продуцентами ЭПС. В связи с этим у ряда 
штаммов облигатных метилотрофов, ассимилирующих метан, изу-
чен путь утилизации этих соединений. С этой целью определяли ак-
тивность ключевых ферментов серинового (оксипируватредукта-
зы, серинглиоксилатаминотрансферазы) и рибулозомонофосфатно-
го (гексулозофосфатсинтазы) путей ассимиляции С i-соединений 
( г м . табл.2). Как видно из представленных данных, наиболее актив-
ные продуценты ЭПС выявлены среди облигатных метанокисляю-
щих штаммов с рибулоэомонофосфатным путем ассимиляции Cj -
соединений. Описанные в литературе метилотрофные микроорганиз-
мы - продуценты ЭПС - реализуют в основном рибулозомонофос-
фатный или рибулозодифосфатный путь. 
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Р и с . / . К а п с у л ы а з о т ф и к с и р у ю щ е н б а к т е р и и Агр1оЬас1ег 
еИгоососсиз. 
К л е т к и с у с п е н д и р о в а н ы в туши, X I 6 0 0 

Рис. 6. Н е г а т и в н о к о н т р а с т и р о в а н н ы е б а к т е р и и МеИ1у1осос-
сив (а), у л ь т р а т о н к и е срезы к л е т о к (6, в ) ; ф а з о в о - к о н т р а с т -
нан м и к р о с к о п и я ( г ) : 
Х : а — 15 000, 6 — 50 000, в — 4 0 000, г— 1600 ; В Ц М — в н у -
т р н п л а з м а т и ч е с к и е м е м б р а н ы 
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Рис 12. Н е г а т и в н о к о н т р а с т и р о в а н н ы е (а, б) и у л ь т р а т о н к и й срез (а) 
АЫпе1оЬас1ег ер. 
К у л ь т у р а в ы р а щ е н а на а г а р и з о в а н н о й сусловой с р е д е в течение 18 ч; 
Х : а , б 19 000, в — 25 000; Н М — н а р у ж н а я м е м б р а н а , Э П С 
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Таблица 2. Синтез ЭГ1С и активность ключевых ферментов гек-
сулозофосфатного и серинового путей ассимиляции СН4 у метан-
окисляющих бактерий 

Вид и штамм бактерий 
ЗПС, 
г/л 

Активность ферментов, 
н моль/мин на 1 мг белка Вид и штамм бактерий 

ЗПС, 
г/л 

ГФ СГАТ ОПР 

Methylomonas rubra 
15ш 0,05 650 0 4,4 
75ш 0,08 624 0 0 

M.methanica 
63ш 0,08 530 0 0 
77ш 0,20 624 1,3 2,7 

0 ,10 643 0 10,9 
Mm.gracilis SI 141 0,05 343 12,9 49,8 

Methylomonas sp. H23S 0,17 451 0 0 

Methylococcui thermophilui 
n o 0,10 680 24,0 130,0 
111 0,20 675 24,1 147,9 
32k 0,15 720 23,2 110,4 
2ю 0,23 765 0 130,1 
28к 0,11 140 0 66,7 

M.luteus S3 0,09 1482 0 8,8 

M.ucrainicus 
160 0,12 1240 31,7 125,0 
49b 0,15 1205 41,8 208,0 

Methylounus tricho-
sporium 

ОВЗв Следы 0 165,0 667,0 
PC и 0 158,0 660,0 
OB5b 0 160,0 654,0 

M.iporium 
5 •I 0 244,0 895,0 
90 н 0 70,0 1087,0 
A20 »» 0 81,6 1099,0 

Methylocystis parvus OBBP it 0 180,0 560,0 

Methylocystls sp. V21S it 0 220,0 467,0 

П р и м е ч а н и е . ГФ - гексулозофосфагсингаза; СГАТ - серино-
глиоксилатамжотраисфераза; ОПР - оксипируватреяуктаза. 

В соответствии с нашими исследованиями и в подтвержде-
ние их можно привести работу J.D.Linton с соавт. по изучению 
энергетики и кинетики образования ЭПС из С i -соединений мик-
роорганизмами с различными путями ассимиляции Cj-соединений 
(табл.3) 1207]. 

Из представленных теоретических расчетов стехиометрии обра-
зования ЭПС из метана и метанола очевидно, что рибулозомонофос-
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фатный путь ассимиляции С] 
соединений энергетически 
более выгоден. Расход вос-
становленных эквивален-
тов на образование ЭПС из 
метана выше, чем из мета-
нола, так как, согласно 
данным C.Anthony, для ре-
акции метанмонооксигени-
рования при превращении 
метана в метанол требует-
ся НАДН [111]. 

Биоконверсия Cj -сое-
динений в полисахариды 
лимитирована кислородом. 
В то время как выход по-
лисахарида из метанола 
(табл. 3 ) идентичен вы-
ходу его из глюкозы при 
пересчете на углерод, вы-
ход в пересчете на кисло-
род значительно ниже. Рас-
ход кислорода для образо-
вания внеклеточного поли-
сахарида из метанола при-
мерно в 10 раз больше, 
чем для образования его 
из глюкозы. Показано, что 
состав моносахаридов, вхо-
дящих в ЭПС метилотро-
фов, зависит от путей ас-
симиляции С!-соединений. 
Так, ЭПС, продуцируемые 
микроорганизмами с путя-
ми ассимиляции С \ -соеди-
нений, которые лимитиру-
ются НАДН, содержат вос-
становленные сахара типа 
рамнозы и фукозы и в 
большинстве случаев уро-
новые кислоты (табл. 4). 
Образование уроновых 
кислот требует меньших 
затрат НАДН. 
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Т а б л и ц а 4. Моносахаридами состав ЭПС, синтезируемых метило 
т р о ф н ы м и бактериями 

N« 
п/п Продуцент Путь асси-

миляции 
С,-соеди-

нений 

Моиосахаридный состав Источник 
литературы 

1. Methylomonas РМФ Глюкоза: галактоза: манноза: [ 280] 
methanica фукоза:рамноза - 6:2:1:2:1 

2. Methylococcus РМФ Глюкоза, фукоза, манноза, 1 131 
thermophllus рамноза, ксилоза, глюкозамин 

3. Mcthylophilus РМФ Глюкоза, фукоза, манноза, 1Ю71 
sp. галактоза, уроновая кислота 

4. Смешанная Глюкоза:рамноза:манноза: [1761 
культура галактоза:фукоза - 1:0,16: 

:0,19:0,36:0,31 

5. Pseudomonas РМФ Глюкоза, галактоза, ксилоза [ 3 6 1 
oleovorans 

6. Methylocystis Сериновый Глюкоэа:рамноза:манноза: Ц 7 5 1 
parvus OB BP галактоза: фукоза - 8,1:1,4: 

1,9:1,5:0,7 
7. Pseudomonas РМФ Галактоза: манноза: аллоза: 1 225) 

viscogena глюкоза:глюкуроновая кис-
T S - 1 0 0 4 л о т а - 5 ,65:1 ,33:1 ,12:1 ,08:1 ,0 

8. Hyphomlcro- Сериновый Глюкоза: манноза: 2-0-метил- [ 186, 187) 
bium sp. манноза:пируват- 2:1:1:1 

9. Methylomonas РМФ Глюкоза :манноза: галактоза: ( 3 3 1 ) 
mucosa пируват - 2:1:1:2 

10. Pseudomonas РМФ Глюкоза, манноза, галактоза, ( 1 3 ) 
sp. пируват 

11. Methylophilus РМФ Глюкоза:манноза - 3:1 [ 207) 
sp. NCIB-12047 

12. Blastobacter РДФ Глюкоза, манноза, галактоза, ( 5 6 ) 
viscosus уроновые кислоты 

13. Смешанная - Глюк оза талактоза: манноза 1176) 
культура 1:0,67:0,42 

П р и м е ч а н и е . 1 - 4 ЭПС получен на основе метана; 5 - 1 3 ЭПС получен на 
основе метанола. 

Однако в последнее время появились исследования, в которых 
отмечается способность к синтезу ЭПС микроорганизмами, реали-
зующими сериновый путь. По-видимому, синтез ЭПС у них обуслов-
лен неблагоприятными условиями культивирования, поскольку об-
разование полисахарида наблюдалось у Methylocystis parvus ОВВР при 
росте на метаноле после длительной адаптации к этому субстрату 
{175], у кврбоксидобактерий Pseudomonas gazotropha ZI 156 - при 
ассимиляции метана {81]. 
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Оценивая данные литературы и собственные экспериментальные 
результаты, можно полагать, что путь ассимиляции углерода у мети-
лотрофов в значительной степени определяет интенсивность процес-
са образования ЭПС, хотя при некоторых условиях культивирования 
метилотрофных микроорганизмов этот процесс обусловлен другим 
механизмом. Так, А.И.Нестеров и соавт. [66] на примере четырех 
штаммов метанокисляющих микроорганизмов, из которых два ас-
симилировали метан по гексулозофосфатному пути и два — по се-
риновому, показали, что путь ассимиляции метана существенно не 
влияет на интенсивность синтеза ЭПС. Авторы установили, что ис-
следуемые культуры синтезируют ЭПС от 0,03 до 0,43 г/г АСБ, вы-
ход ЭПС не зависит от пути ассимиляции ими С1-соединений. По их 
мнению, удельный выход ЭПС находится в обратной зависимости 
от скорости роста метанотрофа и обусловлен цитобиохимическими 
особенностями строения клеток исследуемых штаммов. Кроме бел-
ков, ЭПС, нуклеиновых кислот авторы впервые обнаружили в сре-
де культивирования метанотрофов органические соединения липид-
ной природы. 

Среди исследованных метанокисляющих микроорганизмов вы-
делены термофильные штаммы — продуценты ЭПС. Термофильность 
для штаммов, рекомендуемых в качестве промышленных продуцен-
тов, — чрезвычайно важное свойство, так как позволяет сократить 
затраты на охлаждение. 

Термотолерантные облигатные метанокисляющие бактерии Н-2 
[134] на жидкой питательной среде синтезируют два ЭПС в концент-
рации 1,8 г/л, в состав которых входят остатки глюкозы, маннозы, 
галактозамина и глюкуроновой кислоты. Оба полисахарида пред-
ставляют собой по существу гликопротеины; в их состав входит 30 
и 38 % аминокислот. Полисахариды различаются молекулярной мас-
сой - 340 и 120 тыс. Оба полисахарида в присутствии 5 %-ной три-
хлоруксусной кислоты образуют коллоидный раствор и необратимо 
теряют вязкость при обработке 0,1 н. ЫаОН. 

Селекционированные нами различные штаммы МеШуЬсоссш 
ШетторЬНш синтезируют ЭПС, отличающиеся по моносахаридному 
составу. Так, М.ШегторЬИив 10" синтезирует протеогликан и кис-
лый ЭПС, в состав которого входят глюкоза, манноза, рамноза, кси-
лоза, глюкуроновая и пировиноградная кислоты [61]. В составе ЭПС 
М.ИгегшорЬИиз 110 обнаружены глюкоза, манноза, рамноза, ксило-
за, фукоза и глюкозамин [13]. МеШукэтопаБ МегторЬНиз, селек-
ционированный 1.Мтос1а и Т.Капеёа [223] синтезирует два кислых 
ЭПС, в состав которых входят глюкоза, манноза, галактозамин и 
глюкуроновая кислота. Таким образом, на основании приведенных 
данных нельзя говорить о видоспецифичности моносахаридного со-
става ЭПС, а можно предположить существование штаммов ых осо-
бенностей синтеза ЭПС у исследованных культур. 
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Микроорганизмы — продуценты ЭПС на метаноле. В некоторых 
случаях наиболее благоприятным субстратом при получении ЭПС 
оказывается метанол. Известны культуры, утилизирующие различ-
ные источники углерода, но способные синтезировать ЭПС только 
на средах с метанолом [141, 175]. По данным С.Т.Нои с соавт. [175], 
метанокисляющие бактерии Methylocystis parvus (штамм ОВВР) пос-
ле адаптации к метанолу приобрели способность синтезировать ЭПС 
в значительных количествах. 

Наиболее активными продуцентами ЭПС среди облигатных ме-
танолассимилирующих бактерий являются Methylomonas mucosa [170, 
171, 331-333] , Methylophilus methylotrophus [271]; среди факульта-
тивных - Pseudomonas polysaccharogenes [108, 321] и P.viscogena [224, 
246]. Эти культуры адаптированы к высоким концентрациям мета-
нола, характеризуются высокой скоростью роста, выход ЭПС состав-
ляет 40—44 % субстрата. Указанные культуры ассимилируют Cj-сое-
динения рибулозомонофосфатным путем. 

Бактерии Methylomonas mucosa NRRb5696 [333] синтезируют 
кислый ЭПС. Кинетика роста клеток, дыхания, образования ЭПС в 
периодическом, непрерывном и полунепрерывном режимах изуче-
на достаточно подробно [287]. Methylomonas mucosa NRRL-5696 ха-
рактеризуется высокой удельной скоростью роста, превышающей 
втрое среднее значение для большинства метанолокисляющих бак-
терий, а также значительной скоростью потребления субстрата. M.mu-
cosa может расти при высоких концентрациях метанола - до 7 %, 
что недоступно большинству метилотрофов [307]. Направленный 
биосинтез полисахарида ведут в периодическом режиме при концент-
рации метанола в среде 1,5 %, через 24 ч вводят дополнительно 1,5 % 
метанола. Время ферментации - 45 ч. В этих условиях выход ЭПС 
достигает 40 % субстрата. ЭПС NRRL-5696 состоит из остатков глю-
козы, галактозы, маннозы и пировиноградной кислоты в соотноше-
нии 2:1:1:2, молекулярная масса около 5 млн. При культивирова-
нии термотолерантного мутанта Methylomonas methanolica MV-13 
[167] на среде с 0,3 %-ным метанолом за 18 ч при низкой аэрации 
и температуре 35 °С в культуральной жидкости накапливается до 
2 г/л ЭПС, способного осаждать клетки продуцента в процессе фер-
ментации. Этот эффект наблюдается при концентрации полисахари-
да в растворе 1,3 г/л. ЭПС MV-13 рекомендуется использовать в ка-
честве флоккулянта микробных клеток [142,167]. 

Селекционирован облигатный метилотроф Methylobacillus met-
hylophilus ВСБ-792, который синтезирует ЭПС, представляющий со-
бой линейный полимер с о,(3-1 -+• 3-связями между входящими в его 
состав остатками D-глюкоэы, ö-маннозы, D-галактозы, L-рамнозы 
и D-глюкуроновой кислоты [28, 30, 47, 86]. Показано, что при ли-
митировании роста культуры азотным источником питаню. синте-
зируется внутриклеточная полиглюкоза, составляющая до 30 % массы 
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высушенных клеток [71]. Предполагают, что сдвиг в сторону образо-
вания полисахарида происходит на уровне 2-кето-3-дезокси-6-фосфо-
глюконатальдолазы, а сахарофосфаты, необходимые для синтеза поли-
сахарида, образуются в результате действия ферментов диссимиляци-
онного рибулозомонофосфатного цикла и ферментов, участвующих 
в перестройке сахарофосфатов. 

Селекционирован штамм обпигатного нейтрофильного метилртро-
фа Methylobacillus viscosus, синтезирующий 0,88 г ЭПС на 1 г биомассы 
[52]. Как показали авторы, сдвиг в сторону образования ЭПС связан 
с уменьшением активностей глюкозофосфатсинтазы, 2-кето-З-дезокси-
6-фосфоглюконатальдолазы, глюкозо-6-фосфатдегидроназы и воз-
растанием уровней фосфоглюкомутазы и АДФ-глюкопирофосфо-
рилазы. 

Результаты, представленные в работе R.G.Southgate и P.M.Good-
win [27], показали, что Methylophilus methylotrophus при культивиро-
вании в периодическом процессе на метаноле синтезируют 9,64±0,5 г/л 
ЭПС; время культивирования 21 ч. Синтезируются два типа ЭПС: вяз-
кий и невязкий. Оба содержат глюкозу, галактозу, маннозу, неиден-
тифицированную 6-дезоксигексозу и имеют ацетатные и пируватные 
группы. Количественное соотношение мономеров не определяли, но 
предполагают, что оно может различаться у синтезированных ЭПС. 
Различия вязкости двух полимеров могут зависить от длины цепи 
и (или) степени ее разветвления. 

Штамм - продуцент гифомикрана-Hyphomicrobium species JTS-811 
[186]. В периодическом процессе на среде, содержащей 1,5 % метано-

ла, в культуральной жидкости накапливается 1,5 г/л полисахарида. 
В состав гифомикрана входят остатки глюкозы, маннозы и 2-0-метил-
4,6-ди-0-пируват-£>-маннозы в соотношении 2:1:1 [187]. Растворы 
гифомикрана обладают высокой вязкостью, стабильны при повыше-
нии температуры, изменении pH среды и в присутствии солей. 

Культура Methylocystis parvus ОВВР была первоначально выделе-
на как метанокисляющая бактерия [175] и адаптирована к метанолу. 
В периодическом процессе на среде с 1 % метанола (начальная кон-
центрация) содержание полисахарида в культуральной жидкости до-
стигает 9 г/л, вязкость суспензии при этом увеличивается до 900 мПа с. 
ЭПС ОВВР представляет собой нейтральный гетерополисахарид, состо-
ит из остатков глюкозы и L-рамнозы в соотношении 6:1. Pseudomo-
nas polysaccharogenes М-30 [108 ] на средах с метанолом синтезирует 
ЭПС с выходом 3 0 - 4 4 % и концентрацией в суспензии 9,5-14,0 г/л. 
ЭПС М-30 - кислый гетерополисахарид, нейтральные сахара пред-
ставлены в нем остатками глюкозы и маннозы в соотношении 3:2. 
Молекулярная масса ЭПС М-30 - 18' 10®. Раствор ЭПС М-30 сохраня-
ет высокую вязкость при pH среды 2 - 1 1 , нагревании до 80 ° С и в 
присутствии KCl, NaCl, MgClj и (NH 4 ) jS0 4 . 
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Pseudomonas sp. GD-96 [326J синтезирует -ейтральный полисаха-
рид. На среде, содержащей 2 % метанола, концентрация ЭПС GD-96 
достигает 4,6 г/л. В состав полисахарида входят остатки глюкозы, 
маннозы и галактозы в соотношении 1,0:1,59:1,24. Вязкость 1 %-ного 
раствора ЭПС GD-96 - 1200 мПа- с. 

Бактерии Pseudomonas species S 46В1 утилизируют различные ис-
точники углерода, но способны синтезировать ЭПС только на средах 
с метанолом [50]. При концентрации метанола 20 мл/л в периоди-
ческом процессе за 48 ч концентрация ЭПС S 46В1 в суспензии — 
3,2 г/л. ЭПС S 46В1 представляет собой кислый полисахарид, со-
стоящий на 76 % из остатков глюкозы. 

При культивировании Pseudomonas sp. IT [13] на метаноле вы-
ход ЭПС составляет 0,8 г на 1 г биомассы. ЭПС 1Т состоит из остат-
ков глюкозы, маннозы, галактозы и пировиноградной кислоты. Pseu-
domonas viscogena Т-1004 (АТСС-31504) на среде с 1,5 % метанола 
синтезирует кислый ЭПС с выходом 30 % субстрата (концентрация 
в суспензии 30 г/л) [224, 318, 324]. Полисахарид состоит из остат-
ков галактозы, маннозы, глюкуроновой кислоты, глюкозы и алло-
зы в соотношении 5,65:1,33:1,12:1,08:1,00. Молекулярная масса ЭПС 
Т-1004 1 104 т Ы О 7 . Раствор полисахарида в присутствии Са2+ при 
pH 10 образует гель. В продуктах гидролиза ЭПС обнаружена D-ал-
лоза, ранее не встречавшаяся в природных источниках [224]. 

LM.R.Syintsakos и D.L.Stirling [285] сообщили о выделении из 
образцов, взятых в районе деятельности предприятия по синтезу ме-
танола, бактериального штамма, образующего на среде с метанолом 
уникальный ЭПС с потенциальной коммерческой ценностью. Штамм 
является факультативным метилотрофом. Состав и структура ЭПС 
не раскрываются. 

В процессе автотрофного роста на минеральной среде с 1 % ме-
танола Blastobacter viscosus 7d синтезирует ЭПС в количестве 0,6 г/л. 
В состав его входят рамноза, галактоза, глюкоза, ксилоза и уроно-
вая кислота. Аналогичный по составу ЭПС синтезируется бактерия-
ми на среде с глюкозой [56]. Описан также факультативный мети-
лотроф Pseudomonas oleovorans, синтезирующий ЭПС как на среде с 
метанолом, так и на углеводсодержащих средах [36]. Сравнительно 
высокие показатели процесса образования ЭПС установлены нами 
у ряда свежевыделенных факультативных метилотрофных микро-
организмов [13,16]. 

Таким образом, анализ приведенных данных показывает, что 
перспективные продуценты ЭПС имеются среди как облигатных, 
так и факультативных микроорганизмов, ассимилирующих метанол 
рибулозомонофосфатным (Methylomonas mucosa), рибулозодифос-
фатным (Blastobacter viscosus) и сериновым (Hyphomicrobium) пу-
тями. Физико-химические свойства ряда продуцентов уникальны и 
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представляют коммерческий интерес. Метанол можно отнести к перс-
пективным субстратам для промышленного получения микроб-
ных ЭПС. 

ПРОДУЦЕНТЫ ЭПС НА ЭТАНОЛЕ 

Одним из альтернативных источников углеродного питания микроор-
ганизмов для получения как БВК, так и ЭПС является этанол. При-
чем качество получаемых продуктов не зависит от того, на синтети-
ческом, гидролизном или пищевом спирте они получены [ 1 , 4 ] . 

В 1970-1974 гг. появились работы по образованию ЭПС на эти-
ленгликоле и этаноле [168, 178-180, 288]. Так, штамм Arthrobac-
ter simplix var. viscosus при высокой скорости аэрации за 72 ч куль-
тивирования трансформировал 1,5 г этиленгликопя в 0,2 г полисаха-
рида [168]. A.Tanaka и соавт. [288] выделили из различных почв 
азотфиксирующие псевдомонады, утилизирующие этанол, этиленгли-
коль, н-пропанол и образующие высоковяэкие полисахариды. Куль-
туры образовывали полисахарид при аэрации, и требовалось введе-
ние в среду культивирования либо сложных органических источни-
ков азота, либо аммонийных солей слабых кислот в связи с необ-
ходимостью поддержания pH 8,0. Выход полисахарида составлял 
3 ,0-6 ,6 мг/мл из 2 % этанола на 5-е сутки культивирования при 2 5 -
30 0С. В составе ЭПС обнаружены глюкоза и манноза [288]. 

В конце 70-х, начале 80-х годов появились первые сообщения 
об эмульсане - микробном полисахариде, синтезированном на осно-
ве этанола [120, 252, 253, 306]. Слово "эмульсан" отражает поли-
сахаридную структуру компонентов и исключительную эмульгирую-
щую активность полимера, полученного биологическим путем, и да-
ет общее название внеклеточным микробным липогетерополисаха-
ридам, связанным с белком, синтезируемым Acinetobacter calcoace-
ticus RAG-1 и его мутантами. 

Углеводсодержащий компонент эмульсана состоит из D-галак-
тозамина, D-глюкозы и неидентифицированной аминоуроновой кис-
лоты. Полимер этерифицирован жирными кислотами. Эмульсан от-
личается по химическому составу от известных и описанных ранее 
микробных ЭПС содержанием жирных кислот и наличием гексозами-
ноуроновой кислоты. 

A.calcoaceticu» RAG-1 синтезирует внеклеточный полимер при 
к"пьтивировании на среде, содержащей в качестве источника угле-
родного питания углеводороды, ацетаты, жирные кислоты или этанол. 
Объемное содержание этанола в среде культивирования составляет 
1,25+3,0 % [336]. Этанол частично может быть заменен уксусной 
кислотой [162,305] . 

При культивировании штамма на среде, содержащей этанол, паль-
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митат или додекаи, образуются а-эмульсаны, причем на среде с этано-
л о м содержание остатков жирных кислот в полимере максимально. 
При использовании в качестве источника углерода пентадекана, гек-
садекана или гептадекана образуются только 0-эмульсаны [336]. 

При выращивании штамма на среде с этанолом количество син-
тезированного эмульсана составляет 4 - 5 г/л [336]. Обработкой куль-
туры М-метил-М-нитрозогуанидином были получены мутанты А.са1-
соасеисив, устойчивые к цетилтриметиламмонийбромиду в концент-
рации 10 мкг /мл и характеризующиеся повышенным образованием 
эмульсана [265] . Мутанты раньше начинают синтезировать эмульсан 
и накапливают его с большей скоростью по сравнению с родительски-
ми штаммами. В присутствии хлорамфеникола покоящиеся клетки 
мутантов образуют вдвое больше эмульсана, чем штамм ЯАС-1. По мне-
нию У.С.81гаЫа1, ОХ.Сиииск [265], это связано с генетическими изме-
нениями у мутантов. 

Для образования эмульсана необходимо наличие в среде азотсо-
держащих компонентов (сульфата и хлорида аммония, нитратов, 
мочевины) в количестве, превышающем удельную потребность куль-
туры, так как синтезируемый полимер состоит в основном из произ-
водных аминосахаров [162, 254, 336] . В качестве источника фосфора 
используют одно- или двухэамещенный фосфат калия [336]. Для при-
готовления питательной среды может быть использована морская или 
водопроводная вода. При использовании дистиллированной воды не-
обходимо добавлять в среду соли Са 1 + , Мп1+ в количестве 1 г 

100 ммоль [336] . Температура культивирования 30°С, рН среды 
6 , 2 - 6 , 7 . Независимо от используемых источников углерода синтез 
эмульсана А-сакоасе^сив ИАС-1 начинается с первых часов культи-
вирования, т.е. идет параллельно росту и продолжается в стационар-
ной фазе после прекращения роста культуры. 

При исследовании образования эмульсана 16 штаммами А.са1-
соасеПсш на среде с 2 % этанола было обнаружено, что эмульгирую-
щая активность (способность образовывать эмульсии с разными уг-
леводородами) варьирует у различных штаммов в широких преде-
лах [260] . Наблюдается зависимость между накоплением биомассы 
и эмульгирующей активностью. Среди штаммов, хорошо растущих 
на этаноле ( 2 , 4 - 2 , 6 мг сухой биомассы на 1 мл) , эмульгирующая ак-
тивность культуральной жидкости наиболее высокая (88-239 ед/мл); 
у штаммов, накапливающих 1,0-1,7 мг сухой биомассы на 1 мл, эта 
величина составляет 1 4 - 5 2 ед/мл [260]. 

Эмульсан образуется в двух формах: свободный, выделяемый в 
культуральную жидкость, и ассоциированный с клетками. Соотно-
шение свободного и ассоциированного с клетками эмульсана зави-
сит от фазы роста культуры [162, 165, 239, 253] и активное^, эсте-
раэы, способствующей отделению эмульсана от клеточной поверхно-
сти. Оно может регулироваться внесением в среду ингибиторов Син-
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теза белка [162, 165, 254, 264). С помощью иммуносорбентного ана-
лиза было показано, что в ранний период экспоненциальной фазы 
роста A.calcoaceticus эмульсан связан с клетками и образует миникап-
сулы. Количество ассоциированного с клетками эмульсана быстро 
уменьшается к концу стационарной фазы роста продуцента [162, 
240]. Это сопровождается увеличением его количества в культураль-
ной жидкости [162]. Иммуноцитохимическое окрашивание с исполь-
зованием противоэмульсановых антител также показало, что эмуль-
сан — главный компонент миникапсул (125 нм), покрывающих клет-
ки в экспоненциальной фазе их роста [239]. 

Для отделения эмульсана от клеток необходима активная эсте-
раза — фермент, катализирующий гидролиз ацетильных и других ациль-
ных групп [264]. При культивировании A.calcoaceticus на среде с эта-
нолом активность эстеразы была обнаружена как в культуральной 
жидкости, так и на поверхности клеток. Клетки, с поверхности кото-
рых эстераза была удалена, теряли способность выделять эмульсан. 
Очевидно, процесс отделения эмульсана заключается в разрыве эфир-
ной связи, с помощью которой он закреплен на поверхности клеток 
[264]. 

Наличие жирных кислот установлено также в ЭПС, синтезирован-
ном на основе этанола бактериями Acinetobacter sp., селекциониро-
ванными в Институте микробиологии и вирусологии им. Д.К.Забо-
лотного АН Украины [18]. Полисахарид Acinetobacter sp. представ-
ляет собой ацилированный кислый гетерополисахарид с молекуляр-
ной массой 2,0* 10s —3,0- 106. В составе ЭПС наряду с кислыми ком-
понентами (L) уроновыми и пировиноградной кислотой обнару-
жены остатки нейтральных Сахаров — глюкозы, галактозы, манно-
зы и рамнозы, этерифицированных жирными кислотами — лаурино-
вой, пальмитиновой, пальмитолеиновой, стеариновой и олеиновой. 
В присутствии одно- и двухвалентных катионов наблюдается повы-
шение вязкости растворов ЭПС, их структурирование, причем увеличе-
ние вязкости происходит при определенной концентрации каждого из ка-
тионов [18]. При рассмотрении вопросов получения ЭПС на основе 
этанола изучена возможность иммобилизации клеток продуцента и 
получения бесклеточной культуральной жидкости, содержащей ЭПС, 
что исключит сложные процедуры отделения образуемого продукта 
от клеток. Так, показано, что иммобилизация клеток Micrococcus 
sp. методом адсорбции на крупнопористых носителях (песке, акти-
вированном угле, силохроме немодифицированном) позволяет ин-
тенсифицировать процесс синтеза ЭПС. Разработан способ проведения 
процесса культивирования иммобилизованных клеток Micrococcus 
sp. с целью получения культуральной жидкости, свободной от кле-
ток [62]. Перспективными продуцентами ЭПС на основе э т а н о л а 
могут быть селекционированные смешанные культуры микроорга-
низмов [22, 24]. 
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Таким образом, не только этанол является перспективным суб-
стратом для синтеза ЭПС, но и биополимеры, полученные на основе 
этого субстрата, представляют собой уникальные соединения. 

СПОСОБНОСТЬ СМЕШАННЫХ 
КУЛЬ ТУР МЕТИЛОТРОФНЫХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ 
СИНТЕЗИРОВАТЬ ЭПС 

По мнению ряда исследователей, создание управляемых микробных 
ассоциаций, развивающихся в условиях длительных непрерывных 
процессов, является одним из перспективных путей более полного 
использования биологической активности микроорганизмов. Приме-
нение микробных ассоциаций при получении кисломолочных продук-
тов, вина, пива, выпечке хлеба, мочке льна, силосовании кормов, очист-
ке сточных вод общепризнанно и широко используется в практиче-
ской деятельности человека. 

В ряде недавних исследований показано образование биологи-
чески активных соединений и их предшественников микробными 
ассоциациями. Так, установлено образование короткоцепочечных 
жирных кислот (уксусной, пропионовой, масляной, валериановой) 
смешанной культурой бактерий, выделенной из ила [161]. При изу-
чении образования некоторых аминокислот в смешанных культурах 
микроорганизмов отмечается либо появление свойства синтезиро-
вать эти соединения при отсутствии их синтеза монокультурами, ли-
бо увеличение количества аминокислот в смеси по сравнению с раз-
дельным ростом [39]. Смешанные культуры успешно применяются 
при осуществлении микробного синтеза витаминов, стимуляторов 
роста растений, антибиотиков, ферментов [39]. Опубликован спо-
соб получения микробных полисахаридов с помощью смешанной 
культуры, в которой по крайней мере одна продуцирует полисаха-
рид [314]. 

По этим данным культура Pseudomonas maltophilia образует не-
значительные количества невязкого полимера. При культивировании 
Pseudomonas maltophilia с одним из приведенных ниже ЭПС-образую-
щих видов бактерий: Agrobacterium tumefaciens, A.radiobacter, A.ru-
bi, A.rhizogenes, Klebsiella pneumoniae, K.planticola, Enterobacter sp., 
Xanthomonas sp., Bacillus polymyxa, получены ЭПС с повышенной вяз-
костью. В качестве источника углерода применяют одномерные, ди-
мерные или олигомерные сахара либо мелассу, сыворотку. Так, при 
совместном культивировании P.maltophilia с A.tumefaciens повыше-
ние вязкости синтезированного полисахарида по сравнению с поли-
сахаридом монокультуры составляет 100 %. H.Voelskow и M.S^hling-
mann отмечают, что смешанные культуры дают стабильные резуль-
таты при культивировании в непрерывном процессе в течение 3 мес, 
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соотношение монокультур (1:1) не изменяется в процессе культи-
вирования и при регулярных пересевах остается стабильным в тече-
ние двух лет [314]. Однако авторы не объясняют ни принципов взаи-
модействия культур, ни механизмов обнаруженного ими эффекта. 

В настоящее время общепризнанно, что в случае использования 
сложных субстратов и моносубстратов, окисление которых идет с 
накоплением продуктов неполного окисления (метана, метанола 
и др.), целесообразно применять смешанные культуры микроорга-
низмов. 

Аэрация образцов активного ила, взятого с очистных сооруже-
ний [141], с 3—4 % метанола приводила к образованию высоковяз-
кого "пудингообразного" продукта черного цвета. При использова-
нии в качестве источника углерода этанола, пропанола и глюкозы 
образование полисахарида не наблюдалось. Пересев активного ила 
на отцентрифугированную культуральную жидкость или 0,1 %-ный 
раствор дрожжевого экстракта приводил к образованию светлоок-
рашенного вязкого продукта. Выход полисахарида - 11,4 % субстра-
та. При переносе активного ила на агар было обнаружено 6—12 от-
четливых типов колоний. Рекультивированные смеси всех колоний 
в стерильном активном иле на среде с метанолом не синтезирова-
ли ЭПС. 

Ассоциации, в состав которых входят метанокисляющие бак-
терии Methylomonas methanica (80 %) и бактерии Pseudomonas mal-
tophilia (20 %) (или Flavobacterium), в условиях полунепрерывно-
го культивирования на метаноле при лимите азота синтезируют по-
лисахарид в концентрации 2,2 г/л [107]. В состав полисахарида вхо-
дят остатки глюкозы, фукозы, маннозы, галактозы и уроновой кис-
лоты, соединенные между собой в основном 0-связями. Культиви-
рование ассоциации, состоящей из Methylomonas sp. и Alcaligenes fae-
calis S-63 [131], в периодическом режиме приводит к накоплению 
значительного количества вязкого ЭПС. В его состав входят остат-
ки глюкозы, галактозы, фукозы и неидентифицированный кислый 
компонент. 

Смешанная бактериальная культура, включающая два различ-
ных вида Pseudomonas, на минеральной среде с метиламином или 
метанолом в качестве единственного источника углерода синтези-
рует внеклеточный ЭПС. В состав его входят фукозамин в качестве 
основного компонента и липидная фракция, содержащая насыщен-
ные и ненасыщенные ( С 6 - С 2 2 ) , а также разветвленные жирные кис-
лоты [129]. 

Нами исследовано 110 образцов, отобранных в разных эколо-
гических нишах и представленных различными типами почв Сред-
ней Азии и Киевской обл., солеными водоемами Крымской обл., 
пресными водоемами — Киевским морем, активным илом биологи-
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Таблица 5. Распространение метилотрофных микроорганизмов в различных экологических нишах и характеристика их 
способности повышать вязкость культуральной жидкости 

Характеристика образца 
• Место отбора | Число Число, накопи-Накопительные культуры, Максимальная вязкость 

образца образ- тельных куль-повышающие вязкость культуральной жидкости, 
цов тур, ассимили-

рующих мета-
культу рал ьной жидкости, 
% исследованных образцов 

мПа-с 

на метаноле : на сахарозе 
на метаноле на сахарозе 

Почва 
глина, дерн, чернозем 
песок, пустынные, 
песчаные почвы 

черно-луговые каш-
тановые почвы 

Торфяные разработки 
(почва, вода) 

Пресные водоемы 
ил 
вода 

Соленые водоемы 
ил 
вода 

Активный ил очистных 
сооружений НПЗ 

Активный ил очистных 
сооружений промышлен-
ных и бытовых сточных 
вод 

Сточные воды пищевых 
предприятий 

Киевская обл. 
Средняя Азия, 
Кара-Кум 
Хр. Таласский 
Алатау 

Киевская обл. 

Киевское море 

Крымская обл. 
Оз. Сиваш, 
оз. Сакское. 

г. Надворное, 
Ивано-Франков-
ская обл. 
г. Киев, 
Бортничи 

Киевская обл. 

11 

12 
13 

12 
9 

10 

10 

16 

5 

3 

11 

4 

12 
13 

10 

10 

16 

60 

29 

55 

40 

83 
38 

50 
33 

80 

60 

88 

100 

58 

82 

80 

75 
38 

90 

80 

94 

1 0 0 - 1 0 0 0 4 0 0 - 1 5 0 0 

5 0 - 2 0 0 1 0 0 - 3 0 0 

1 0 0 - 5 0 0 

5 0 - 1 5 0 

1 0 0 - 7 0 0 

1 0 0 - 2 0 0 

Не опреде- Не опреде-
ляли ляли 

1 0 0 - 400 
1 0 0 - 300 

5 0 0 - 1 2 0 0 7 0 0 - 1 7 0 0 

4 0 0 - 1 3 0 0 6 0 0 - 1 7 0 0 

1 0 0 - 4 5 0 Не опреде-
ляли 
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Р и с. 2. Образование ,ЭПС (а) и биомассы (О) ассоциациями метилотроф-
ных микроорганизмов при последовательных пересевах: 
7, 468, 4, 2 - индексы ассоциаций 

ческих очистных станций по очистке сточных вод различного происхож-
дения. 

Методом накопительных культур практически из всех исследован-
ных экониш удается выделить метилотрофные смешанные культуры, 
существенно повышающие вязкость культуральной жидкости. Следу-
е отметить наибольшую приуроченность таких культур к активному 
илу очистных сооружений, пресным водоемам и почвам (табл. 5) 
Максимальная вязкость культуральной жидкости при метанольной 
ферментации — 1200-1300 мПа-с, что сопоставимо с вязкостью куль-
туральной жидкости смешанных культур, полученных на сахарозе 
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Т а б л и ц а 6. Характеристика микробного состаяа смешанных культур, 
синтезирующих ЭПС на метаноле 

Место отбора образ- И н д е к с Монокультуры, в х о д я щ и е в состав 
ца к у л ь т у - ассоциаций 

ры 

Ил соленого водоема 
(оз. Сасык) 

Ил пресного водоема 
(Киевское море) 

Черноземная почва 
(Киевская обл.) 

Глинистая почва 
(Киевская обл.) 

4 6 8 

Pseudomonas sp. шт. 70 , Flavobacterium sp. 
шт. 71 , Micrococcus sp. шт. 72, Bacillus 
subtilis шт. 73, Alcaligenes faecalis шт. 74 

Pseudomonas sp. шт, 40 , Blastobacter vis-
cosus шт. 41 , Flavobacterium sp. шт. 42, 
Micrococcus sp. шт. 43, Bacillus po lymyxa 
шт. 4 4 , Arthrobacter sp. urr. 45 
Pseudomonas sp. шт. 47, Flavobacterium 
sp. шт. 4 8 , Alcaligenes sp. шт. 49, Micro-
coccus sp. шт. 50 , Arthrobacter sp. шт. 51 

Pseudomonas sp. шт. 20 , Flavobacterium 
sp. шт. 21, 6 неидентифицированньїх 
культур 

Т а б л и ц а 7. Образование ЭПС смешанными культурами метилотроф-
ных бактерий и монокультурами, выделенными из них, на среде с ме-
танолом 

Индекс сме- Концепт- I . . 
шанной куль-рацияЭПС, Метилотрофная монокультура 

г/л туры 

Концентрация 
ЭПС, г/л 

7 10 ,0 Pseudomonas sp. шт. 70 2,5 
2 8,0 Pseudomonas sp. шт. 21 2,3 
4 6,0 Pseudomonas sp. шт. 4 0 1,6 

468 7,0 Blastobacter viscosus шт. 41 1,3 
Pseudomonas sp. шт. 47 1,8 

При последовательных пересевах смешанных культур концентра-
ция ЭПС и вязкость культуральной жидкости увеличивались в 2 - 3 ра-
за (рис. 2 ) . Это можно объяснить тем, что происходит селекция актив-
ных вариантов культур благодаря применению среды с низким содер-
жанием азота и избытком углерода, обеспечивающих элективное 
преимущество микроорганизмов, синтезирующих ЭПС и способствую-
щих такому метаболизму клеток, при котором этот процесс интен-
сифицируется. Особого внимания заслуживает тот факт, что свой-
ство синтезировать ЭПС и повышать вязкость культуральной жид-
кости сохраняется у исследованных продуктивных культур на жид-
кой минеральной среде с метанолом при хранении в течение 3 - 4 лет 
при 4 ° С . 

Известно, что многие свежевыделенные чистые культуры микро-
организмов синтезируют повышенное количество ЭПС, однако это 
свойство ими утрачивается в процессе длительного лабораторного 
культивирования. Определенную проблему представляет также под-
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держание чистых культур традиционных продуцентов ЭПС таких, как 
Xanthomonas campestris и др. [270]. По-видимому, в смешанных куль-
турах между монокультурами сложились такие взаимоотношения, ко-
торые обеспечивают как интенсивность синтеза ЭПС, так и постоян 
ство их реологических свойств. 

Наиболее продуктивные смешанные культуры состоят из 5—6 ви-
дов микроорганизмов, принадлежащих к различным систематическим 
группам (табл. 6) . Смешанные культуры микроорганизмов, выделен-
ные из различных природных источников, состоят из сходных типов 
бактерий, что может быть связано с длительным пассированием этих 
комплексов в одинаковых элективных условиях. В состав культур 7, 
468 и 2 входит один штамм, ассимилирующий метанол и идентифициро-
ванный как Pseudomonas sp., в культуру 4 - два метанолассимилирую-
щих штамма — представители родов Pseudomonas и Blastobacter. Осталь 
ные типы микроорганизмов - гетеротрофы, которые растут за 
счет продуктов трансформации метанола, а также лизиса клеток 
метилотрофов. 

В идентичных условиях культивирования чистые метилотроф-
ные культуры синтезируют в 3 - 4 раза меньшее количество ЭПС, чем 
смешанные (табл. 7) . Нами показано, что селекционированные сме-
шанные культуры метилотрофных микроорганизмов синтезируют 
кислые ЭПС, которые могут быть перспективными структурообра-
зователями буровых растворов [14] и представляют интерес для 
нефтедобывающей промышленности. 

Таким образом, нами установлены возможность и целесообраз 
ность получения промышленно важных ЭПС на основе метанола ; 
помощью смешанных культур. Такие ассоциации выделяются из раз-
личных природных субстратов, но наиболее часто - из активных илов, 
пресных водоемов и почв. Метанол наряду с сахарозой является суб-
стратом, пригодным для синтеза ЭПС микроорганизмами, а ввиду 
того, что этот субстрат непищевого достоинства, перспективность 
его использования очевидна. 

Кроме того, выделение устойчивых смешанных культур из ес-
тественных экониш может служить доказательством существовании 
аналогичных микробных сообществ в определенных эконишах. 

ТРОФИЧЕСКИЕ СВЯЗИ 
В ЭПС-ОБРАЗУЮЩЕЙ 
СМЕШАННОЙ КУЛЬ ТУРЕ 
МЕТИЛОТРОФНЫХ БАКТЕРИЙ 

В качестве объекта исследования использовали ЭПС-образующую 
метилотрофную ассоциацию, выделенную из ила соленого водоема 
оз. Сасык Крымской обл. в 1982 г. Выделение и культивирование 
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ассоциации проводили на жидкой среде Т.Кодама с соавт. (50] с 2 % 
метанола в периодическом режиме в колбах на качалке (220 об/мин). 
Время выращивания — 5 сут, температура - 30 °С, рН среды -
7,0. Ассоциацию хранили при 4 °С. Пересевы проводили 3 - 4 ра-
за в год. При последовательных пересевах инокулятом служила 
культура из предыдущей ферментации в количестве 10 % объема за-
севаемой среды. 

Исследуемая ассоциация синтезирует 8 ,8 -10 ,0 г/л ЭПС, со-
держащих 5 6 , 0 - 6 0 , 0 % углеводов, 0 ,80 -1 ,20 - белка, 1 , 3 - 1 , 6 % 
нуклеиновых кислот к сухой массе препарата. Из нейтральных 
Сахаров в состав ЭПС входят глюкоза, манноза, галактоза, а также 
галактозамин. В ЭПС ассоциации выявлен также уроновый компо-
нент [14] . 

В результате проведенной работы выделена одна чистая культу-
ра, факультативно ассимилирующая метанол, и четыре гетеротроф-
ные. Поскольку метилотрофная культура является факультативной, 
общее количество клеток в исходной суспензии определяли путем 
подсчета количества клеток , выросших на МПА при рассеве ряда 
последовательных десятикратных разведений суспензии. Количество 
гетеротрофных клеток в исходной суспензии рассчитывали по раз-
ности клеток, выросших на МПА и на агаризованной среде с метано-
лом в соответствующих разведениях, и количество метилотрофных 
клеток - соответственно по числу колоний, выросших на агаризо-
ванной среде с метанолом. Содержание метилотрофных и гетеротроф-
ных клеток в исходной суспензии выражали в процентах. После изу-
чения морфологических признаков и идентификации монокультур, 
согласно "Определителю бактерий" [121] рассчитывали процентное 
содержание гетеротрофных культур, входящих в ассоциацию, и при-
надлежащих к разным систематическим группам. 

На основании изучения морфолого-биохимических свойств мети-
лотрофная культура идентифицирована к а к Pseudomonas sp., а гете-
ротрофные культуры — к а к Micrococcus sp., Bacillus subtilis, Alcali-
genes faecalis и Flavobacterium sp. Гетеротрофные культуры, имею-
щиеся в ассоциации, по количественному содержанию располагались 
в следующем порядке , % суммы гетеротрофов: Micrococcus sp. -
50, Bacillus subtilis - 40, Alcaligenes faecalis - 8, Flavobacterium sp. -
2. Изменение процентного содержания монокультур изучаемой ас-
социации показало, что после ряда последовательных пересевов про-
исходит стабилизация микробного состава ассоциации. Процентное 
содержание метанолассимилирующей культуры увеличивается, ге-
теротрофной - уменьшается, и к 10-12-му пересеву стабилизиру-
ется ( т а б л . 8 ) . 

Аналогичные результаты получены и после трехлетнего ране-
ния ассоциации на жидкой минеральной среде. Установлено, что спо-
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Таблица 8. Изменение некоторых параметров при последователь-
ных пересевах микробной ассоциации » 

Параметр Номер последовательных пересевов Параметр 
1 4 6 

Г 
1 8 

1 1 0 1 1 2 

Содержание к л е т о к 
монокультур , % 

м е т и л о т р о ф 58,7 68,5 72,6 73,4 75,4 76,0 
гетеротроф, не 
ассимилирующий 
метанол 41,3 31,5 27,4 26,6 24,6 24,0 

Концентрация ЭПС, 
г / л 4,5 5.0 8,0 8.5 8,5 9,0 

собность синтезировать ЭПС у изучаемой ассоциации является устой-
чивым признаком. При этом необходимо отметить, что условия куль-
тивирования на азотлимитированной среде, содержащей 2 % (объем-
ная доля) метанола, способствуют закреплению этого свойства, уста-
новлению определенных трофических взаимоотношений монокуль-
тур, входящих в состав ассоциации, и обеспечивают стабильность 
системы по изучаемому признаку. У исследуемых культур не выяв-
лена межвидовая конкуренция за субстрат. Этим, по-видимому, объ-
ясняется устойчивость ассоциации в процессе непрерывного культи-
вирования ее при низких значениях скорости разбавления среды (£) = 
= 0,03 ч~1) , т.е. не наблюдается элиминация. 

Установлено повышение концентрации ЭПС при ряде последо-
вательных ферментаций ассоциации (см. табл. 8). Это может быть 
связано с увеличением и стабилизацией количества клеток метило-
трофа, ответственного за синтез ЭПС. 

Исследование в динамике накопления биомассы и потребления 
субстрата показало ступенчатый характер этих процессов (рис. 3) . 
Вначале потребляется метанол за счет роста метилотрофной культу-
ры. На следующем этапе роста концентрация метанола практически 
не меняется, незначительное увеличение концентрации биомассы про-
исходит за счет гетеротрофов, потребляющих ингибирующие рост ме-
тилотрофа продукты. Следующий этап характеризуется ростом ме-
тилотрофа, снижением концентрации метанола и образованием ЭПС. 
Чистая культура метилотрофа в идентичных условиях выращивания 
дает Б-образную кривую роста, типичную для микроорганизмов, расту-
щих на углеводах. Следует отметить, что биосинтетическая активность 
монокультуры значительно ниже, чем ассоциации. 

Гетеротрофные микроорганизмы способны расти на фильтрате 
культуральной жидкости после двухсуточного выращивания мети-
лотрофа. Для изучения взаимодействия монокультур в ассоциации 
были экспериментально составлены бинарные и трехкомнонентные 
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л? 96 /го 
дремл, V 

Рис. 3. Образование биомассы (1, 4) и ЭПС 
(Д 5), изменение объемного содержания метанола 
(5, б ) в культу рал ыюй жидкости при периодиче-
с к о м культивировании ассоциации (1, 2, 3) и 
монокультуры Pseudomonas sp. (4, 5, 6) 

ассоциации. При состав-
лении искусственных ас-
социаций к метилотроф-
ной культуре добавляли 
те монокультуры, про-
центное содержание ко-
торых в исходной ассо-
циации было выше. Со-
ставляя ассоциации, 
пользовались показа-
ниями ФЭКа с последую-
щим контролем соотно-
шения клеток путем рас-
сева на агаризованные 
среды. 

В результате куль-
тивирования бинарной 
ассоциации, состоящей 
из Pseudomonas sp. (80 % 
и Micrococcus sp. (20 %), 
установлено, что концентрация биомассы увеличивается в 2 раза, а 
ЭПС — на 40 % по сравнению с монокультурой метилотрофа (табл.9). 

Повышение концентрации биомассы бинарной ассоциации проис-
ходит, во-первых, за счет потребления гетеротрофом продуктов проме-
жуточного метаболизма метилотрофа, что приводит к снятию эффек-
та, репрессирующего рост метилотрофа, и во-вторых, в связи со сти-
муляцией его роста за счет синтеза культурой Micrococcus sp. тиами-
на и биотина. Максимальная удельная скорость роста эксперимен-
тально составленной ассоциации в 2 - 3 раза больше, чем у монокуль-
туры Pseudomonas sp. Увеличение количества клеток метилотрофа, 
ответственного за синтез ЭПС, сопровождается более высокой кон-
центрацией его в культуральной жидкости. 

Культивирование бинарной ассоциации Pseudomonas sp. (80 %) 
и Bacillus subtilis (20 %) позволяет при увеличении биомассы на 30 % 
повысить концентрацию ЭПС на 80 % по сравнению с монокультурой 
метилотрофа. При этом максимальная удельная скорость роста ас-
социации увеличивается незначительно. Можно предположить, что 
B.subtilis, потребляя из среды продукты, репрессирующие рост мети-
лотрофа, продуцируют вещества, стимулирующие синтез ЭПС. Сле-
дует отметить, что культивирование бинарной ассоциации Pseudomo-
nas sp. и B.subtilis характеризуется значительным повышением вяз-
кости культуральной жидкости по сравнению как с монокультурой, 
так и с бинарной ассоциацией Pseudomonas sp. и Micrococcus sp. (см. 
т а б л . 9 ) . 
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Таблица 9. Показатели процесса культивирования ассоциации, моно-
культуры-метилотрофа и искусственно составленных ассоциаций в пе-
риодических условиях на среде с метанолом 

Культура 
Концентрация, г/л 

биомассы эпс 
Вязкость куль-

туральной жид-
кости, мПа. с 

Максимальная 
удельная ско-
рость роста, 

<Г' 

Смешанная культура 6,0 9,0 750 0 ,36 
Pseudomonas sp. 3,0 3,5 180 0 ,19 
Pseudomonas sp. + 
+ Bacillus subtilis 4 ,0 6,2 500 0 ,24 
Pseudomonas sp. + 
+ Micrococcus sp. 6,2 5 ,0 390 0 ,43 
Pseudomonas sp. + 
+ Micrococcus sp. + 
+ Bacillus subtilis 6,1 8,5 6 8 0 0,35 

Известно, что добавление нейтральных или щелочных протеаз 
на разных фазах роста продуцента стимулирует синтез ЭПС микро-
организмами и сопровождается повышением вязкости культураль-
ной жидкости [317]. После двухсуточного культивирования B.sub 
tills на фильтрате Pseudomonas sp. в культуральной жидкости обна-
ружены методом Ансона [110] следовые количества протеаз. В на-
ших экспериментах установлено, что Pseudomonas sp., как и Micro-
coccus sp., протеазы не синтезирует. 

l/нг с/<5~с/р о в сумі/є 

С х е м а 1. Взаимодействие монокультур в трехкомпонентной метилотроф 
ной ассоциации 



При культивировании экспериментально составленной трехком-
понентной ассоциации, состоящей из Pseudomonas sp. (80 %), B.sub-
tilis (10 %) и Micrococcus sp. (10 %), концентрация биомассы в 2 ра-
за выше, а ЭГ1С — в 2,4 раза выше, чем у монокультуры метилотро-
фа. Таким образом, экспериментально составленная трехкомпонент-
ная ассоциация по биосинтетической активности приближается к ис-
ходной (см. табл. 9). 

Тип взаимодействия между компонентами ассоциации изобра-
жен на схеме 1. Такой тип взаимодействия может быть отнесен к 
симбиозу — промкооперации, когда для гетеротрофов взаимодей-
ствие облигатно, а для метилотрофа не обязательно. Интенсивность 
синтеза ЭПС стимулируется метаболитами, синтезируемыми гетеро-
трофами, в частности внеклеточными протеазами. 

Повышение синтеза ЭПС может быть защитным свойством ме-
тилотрофа на воздействие протеаз. В результате такого взаимодей-
ствия трехкомпонентная ассоциация характеризуется более высоки-
ми показателями процесса биосинтеза, чем монокультура метилотро-
фа и, следовательно, позволяет повысить продуктивность процесса. 

Таким образом, микробные ассоциации на основе метанола мо-
гут быть использованы для экономичного и эффективного развития 
биотехнологии микробных полисахаридов. 

ТРОФИЧЕСКИЕ СВЯЗИ 
В ЭПС-ОБРАЗУЮЩЕЙ 
СМЕШАННОЙ КУЛЬ ТУРЕ, 
РАСТУЩЕЙ НА ЭТАНОЛЕ 

В работе использовали смешанную культуру микроорганизмов, полу-
ченную из активного ила станции биологической очистки сточных вод 
нефтеперерабатывающего завода [18]. 

Исследуемая смешанная культура микроорганизмов характери-
зуется способностью синтезировать высоковязкий ЭПС, который 
представляет собой кислый гетерополисахарид с молекулярной мас-
сой 3-10 5 -5*10 s

 И СОСТОИТ ИЗ арабинозы, ксилозы, маннозы, галакто-
зы и глюкозы в соотношении 0,66:1,22:0,20:3,78:1,00. В ряде после-
довательных пересевов на этанолсодержащей среде смешанная куль-
тура сохраняет способность синтеза ЭПС, стабилизируется по этому 
признаку и продуцирует до 3,0 г/л ЭПС, при этом вязкость кутьту-
ральной жидкости составляет 1200-1300 мПа-с. 

Из смешанной культуры выделены три монокультуры: две бак-
териальные, идентифицированные как Acinetobacter sp. и Micrococ-
cus sp. [121], н одна дрожжевая - Candida tropicalis [289]. В стацио-
нарной фазе роста смешанной культуры количественное содержание 
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Таблица 10. Образование биомассы и ЭНС монокультурами и смешанной 
культурой на среде с различными источниками углерода, г/л 

Т 
Источник Acinetobacter Candida Micrococcus Смешанная 
углерода sp. tropicalis sp. • культура 

Био- ЭПС Био- ЭПС Био- j ЭПС Био- 1 ЭПС 
масса масса масса масса 

1 __ 

Этанол 0,25 0,20 3,00 0,01 3,20 3,00 
Этанол* 2,00 3,00 3,10 - 0,01 - 3,40 3,20 
Ацетат 0,05 0,06 3,30 - 0,01 - H.O. и.о. 
Ацетат* 0,80 0,90 3,60 - 0,02 - н.о. н.о. 
Глюкоза 2,50 6,80 3,80 - 3,00 - 7,20 10,50 
ЭПС 1,01 1,10 0,01 0,98 0,01 0,95 0,02 1,10 
ЭПС* 0,02 1,10 0,09 0,97 0,11 0,94 0,13 1,20 
П р и м е ч а н и е . Концентрация этанола и ацетата - 10 г/л, глюкозы - 40, ЭПС -
1,0; и.о. - не определяли; ( - ) - отсутствие ЭПС. 
* Среда содержит 0,2 % дрожжевого автолизата в качестве источника ростовых 
факторов. 

монокультур составляло (в %): Acinetobacter sp. — 7 0 - 8 0 , Micrococ 
cus sp. — 1 5 - 2 0 , С.tropicalis - 5 - 1 0 . 

Как видно из данных, представленных в табл. 10, Acinetobacter sp. 
и C.tropicalis ассимилируют этанол в качестве единственного источни-
ка углерода и энергии. При этом для роста Acinetobacter sp. необходи-
мы дополнительные факторы роста. Культура Micrococcus sp. ни эта-
нол, ни ацетат не усваивает, но ассимилирует глюкозу. Ни одна из вы-
деленных культур не использует ЭПС, синтезируемый смешанной куль-
турой, в качестве источника углеродного питания, Штамм Acinetobac-
ter sp. ответствен за образование ЭПС в смешанной культуре; Micro-
coccus sp. и C.tropicalis ЭПС не синтезируют. Смешанная культура на 
минеральной среде с этанолом без дополнительных факторов роста 
синтезирует ЭПС в тех же количествах, что и Acinetobacter sp. в при-
сутствии дрожжевого автолизата (см. табл. 10). В связи с этим при-
менение смешанной культуры с целью получения ЭПС представляет-
ся более перспективным, и изучение трофических взаимоотношений 
в культуре необходимо для создания надежно функционирующей 
управляемой микробной ассоциации. 

Выявление трофических связей в смешанной культуре микроор-
ганизмов осуществляли методом "градиентного поиска" [25]. Суть 
его состоит в том, что поддерживая смешанные культуры, включаю-
щие малое число видов, исследуют механизм того, как с изменением 
структуры ассоциации, ее видового состава, типов взаимодействия 
между видами меняются эффективность использования субстрата, 
параметры роста отдельных видов, т.е. в результате перехода от двух- i 
видовой системы к многовидовой оцениваются функции, выполняе-
мые в ассоциации монокультурами, и возникающие при этом изме- j 
нения связей между всеми видами ассоциации. 
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Т а б л и ц а 11. Некоторые параметры культивирования искусственных мик-
робных ассоциаций и исходной смешанной культуры 

Состав 
микробной 
ассоциации 

Биомасса , 
г /л ЭПС, г /л Вязкость 

культураль-
ной ж и д к о -
сти, мПа-с 

Р^конечное 

Acinetobacter sp.+ 
+ Candida tropicalis 3,3O±0,10 1,75 ±0,05 8,40 6,70 

Acinetobacter sp. + 
+ Micrococcus sp. 0 , 5 0 ± 0 , 2 0 0 ,30 ±0 ,10 25,70 5,00 

Candida tropicalis + 
+ Micrococcus sp. 3,60 ±0 ,10 Следы 1,50 5,40 

Acinetobacter sp. + 
+ Candida tropicalis + 
+ Micrococcus sp. 3 ,20±0 ,10 3 ,00±0 ,05 1130,00 6,80 

Исходная смешан-
ная культура 3 .00±0 ,05 2 ,90±0 ,10 1017,00 6,80 

В процессе реализации градиентного поиска возможны два под-
хода: составление экспериментальных ассоциаций из монокультур 
исходной смешанной культуры и установление способности роста 
отдельных монокультур на фильтратах культуральной жидкости пос-
ле выращивания микроорганизмов, входящих в состав смешанной 
культуры. Нами были использованы оба подхода. 

Для изучения трофических взаимоотношений в ЭПС-образую-
щей смешанной культуре, растущей на этаноле, анализировали рост 
и образование ЭПС у экспериментально составленных бинарных и 
трехкомпоненгной ассоциаций. 

Как видно из табл. 11, для образования высоковязкого ЭПС 
культурой Acinetobacter sp. в составе ассоциации необходимо нали-
чие как дрожжевой культуры, так и бактерий Micrococcus sp. При 
полунепрерывном культивировании бинарной ассоциации, состоя-
щей из Acinetobacter sp. и C.tropicalis, концентрации биомассы и ЭПС 
остаются неизменными, однако снижается вязкость культуральной 
жидкости. Культивирование бинарной ассоциации Acinetobacter sp. 
и Micrococcus sp. в аналогичных условиях приводило к вымыванию 
обеих культур. Совместное выращивание C.tropicalis и Micrococcus 
sp. позволило получить устойчивую бинарную ассоциацию с более 
высокой концентрацией биомассы, чем при культивировании C.tro-
picalis в монокультуре (см. табл. 10, 11). При этом ЭПС в культу-
ральной жидкости не обнаружен. 

Рост Acinetobacter sp. при совместном культивировании с Gtro-
picalis обеспечивается, видимо, метаболитами, выделяемыми в среду 
дрожжевой культурой. В этом случае рН культуральной жидкости 
близок к нейтральному — оптимальному для роста и синтеза ЭПС 
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Г и С. 

бактериями (рис. 4 ) . п1)И 

культивировании Acinetobac. 
ter sp. с бактериальной куль . 
турой Micrococcus sp. наблю-
дается снижение рН, обуслов-
ленное накоплением ацетата 
в культуральной жидкости 
Наличие ацетата определяли 
по реакции с хлорным желе-
зом [ 90 ] .Однако совместноее 
культивирование C.tropicalis и 
Micrococcus sp. стимулирует 
рост обеих культур. В ЭТОМ 
случае значение рН оптималь 
но для роста C.tropicalis 

S 6 7 <9рН (рис. 4 ) , а дрожжи синте 
4. Влияние рН на образование био- ЗИРУЮТ метаболиты, обеспе. 

массы культурами Acinetobacter sp. (2) и чивающие рост бактерий Mic 
Candida tropicalis (3), синтез ЭПС Acine- rococcus sp. 
tobactersp. (1) из данных табл. 12 вид 

но, что при росте Acinetobacter sp. на среде, содержащей фильтрат куль 
туральной жидкости после выращивания дрожжей, уровень биомассь 
и ЭПС повышается незначительно. Установлена способность культурь 
Micrococcus sp. расти в присутствии фильтрата культуральной жидко 
сти дрожжей. В дальнейших исследованиях Micrococcus sp. выраши 
вали на фильтрате дрожжей и после отделения клеток использовали I 
как фильтрат Micrococcus sp. Добавки этого фильтрата стимулируют 
рост и синтез ЭПС Acinetobacter sp., вязкость культуральной жидко-1 
сти увеличивается в 8 - 1 0 раз по сравнению с контролем. Внесение 
в среду для выращивания Acinetobacter sp. смеси фильтратов куль-1 
туральной жидкости обеих культур (C.tropicalis и Micrococcus sp.) в I 
соотношении 1:15, что соответствует их соотношению в микробной! 
ассоциации, приводит к увеличению уровня ЭПС в 3 - 4 раза и в я з - j 
кости более чем в 10 раз по сравнению с показателями культивиро-1 
вания Acinetobacter sp. на среде без добавок указанных фильтратов] 
(см. табл. 12) . 

В фильтрате культуральной жидкости дрожжевой культуры об-
наружены аминокислоты, восстанавливающие моносахара [46], и 

витамины группы В — биотин, тиамин и пантотеновая кислота [67] 
(габл. 13). Внесение указанных аминокислот в этанолсодержашУ0 

среду культивирования Acinetobacter sp. не стимулирует рост ку" ь ' 
туры (табл. 14). Выращивание Micrococcus sp. на фильтрате кулЫУ' 
ральной жидкости дрожжей дало положительные результаты. Mic>0' 
coccus sp. ассимилирует моносахара и аминокислоты, с и н т е з и р у е м ы е 
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Т а б л и ц а IX Влияние метаболитов, продуцируемых ассоциантами, на об-
разование биомассы и ЭПС монокультурами 

Монокультура Фильтрат после 
выращивания 

"Т 
Биомасса, 

г/л 
ЭПС, 
г/л 

Вязкость 
культу раль-

ной жидкости, 
мПа-с 

pH 

Acinetobacter Контроль 0,25 0 ,20 3,04 4 ,50 
sp. C.tropicalis 0,40 0 ,40 3,10 6 ,80 sp. 

Micrococcus sp. 0,60 0,55 32,30 5 ,20 
C.tropicalis + 
+ Micrococcus sp. 0,95 0 ,82 58 ,90 6 ,80 

Candida tro- Контроль 3,10 - и.о. 6,80 
picalis Acinetobacter sp. 3,00 - H.O. 6,80 

Micrococcus sp. 2,90 - и.о. 5,20 
Acinetobacter sp. + 
+ Micrococcus sp. 2,80 - и.о. 5,50 

Micrococcus Контроль 0,12 - H.O. 6,80 
sp. Acinetobacter sp. 1,10 - H.O. 4,40 

C.tropicalis 1,80 - H.O. 5,70 
Acinetobacter sp. + 
+ C.tropicalis 2,50 - H.O. 5,20 

П р и м е ч а н и е . Контроль - среда Кодама с 1 % этанола без дрожжевого авто-
лизата; ( - ) - отсутствие ЭПС; н.о. - не определяли. 

Таблица 13. Состав фильтратов после выращивания монокультур 

Соединения Candida tro-
picalis 

Acinetobac-
ter sp. 

Micrococcus 
sp. 

Аминокислоты, мкмоль/мл 
Треонин 0,0052 Следы -

Лизин 0,0071 " -

Гистидин 0 ,0088 - -

Аргинин 0 ,0104 - -

Тирозин 0 ,0204 - -

Фенилаланин 0 ,0392 - — 

Глютамин 0 ,0576 - — 

Изолейцин 0 ,0586 - — 

Лейцин 0 ,1000 - -

Серии 0 ,1132 Следы -

Валин 0 ,1478 - Следы 
Алании 0 ,2620 Следы -

Глицин 0 ,3780 - Следы 
Про лин 0 ,4000 Следы н 

Витамины, мкг/мл 
Тиамин 0,05 _ _ 
Рибофлавин - — -

Панготенат 0,01 — 0,50 
Пи ри док син — — — 

Биотип 0,01 - -
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Окончание табл. 13 

Соедннения Candida tro- Adnetobac- Micrococcus 
picalis tcr sp. sp. 

Моносахара в соотношении 
Глюкоза 
Манноэа 
Галактоза 
Арабиноза 
Рамноза 

П р и м е ч а н и е . ( - ) - соединение не обнаружено. 

Т а б л и ц а 14. Влияние различных комбинаций метаболитов, выявленных в 
фильтрате СашШа 1гор1с»11я. на образование биомассы исследуемых монокуль-
тур, г/л 

Метаболиты, исследуемые в каче-
стве 

Acinetobacter 
sp. 

Candida tropi-
calis 

Micrococcu 
sp. 

субстрата для 
роста 

фактора 
росга 

Acinetobacter 
sp. 

Candida tropi-
calis 

Micrococcu 
sp. 

Моносахара Аминокислоты 1,50 2.00 2,20 
Моносахара Витамины 2,30 1.90 1,90 
Моносахара - 0.40 1,20 1,50 
Аминокислоты Витамины 0,95 1,20 1,30 
Аминокислоты - 0,30 1,00 1,20 
Контроль -
этанол Аминокислоты 0,35 3,60 0 ,20 
Эганол Витамины 1,90 3.20 Нет роста 
Этанол Пантотеновая 2,05 3,20 i, ,, 

кислота 
Этанол Дрожжевой 2,00 3.40 »i 

автолизат 
Этанол - 0.25 3.00 

П р и м е ч а н и е . Состав моносихаров, аминокислот, витаминов приведен в 
табл. 13. Аминокислоты вносили в количестве 200 мкг/л в качестве источни-
ка углерода и 10 мкг/л - в качестве ростовых факторов; витамины вносили 
(в м к г / л ) : т и а м и н - 0 , 0 5 , пантотеновая кислота - 0,01. биотин - 0,1; моноса-
хара вносили в среду культивирования из расчета 1 % по углеводам в качестве 
источника углеродного питания. ( - ) - без внесения фактора роста. 

C.tropicalis (см. табл. 14). Таким образом, субстратом для Micrococ-
cus sp. в смешанной культуре являются сахара и аминокислоты. В филь-
трате культуральной жидкости после выращивания Micrococcus sp. 
обнаружена пантотеновая кислота в концентрации 0,5 мкг/мл. Вне-
сение пантотеновой кислоты в среду культивирования Acinetobac-
ter sp. в количестве, синтезируемом Micrococcus sp., приводит к по-
вышению уровня биомассы (см. табл. 14). Содержание ЭПС увели-
чивается в 2—3 раза, при этом вязкость культуральной жидкости i 
возрастает До 300-400 мПа* с. В этом случае накопление ацетата не 
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наблюдается, т.е. при участии пантотеновой кислоты, являющейся 
составной частью кофермента А, ацетат посредством ацетил-КоА, ве-
роятно, включается в конструктивный метаболизм. 

В изучаемой ассоциации две культуры могут конкурировать за 
источник углеродного питания. Однако максимальная удельная ско-
рость роста Acinetobacter sp. на этаноле в оптимальных условиях (в 
присутствии факторов роста) составляет 0,35 ч~1 и выше, для C.tro-
picalis Mmax =0,18 ч"1 в идентичных условиях культивирования на 
этанолсодержащей среде. Рост дрожжевой культуры ограничен так-
же значением рН среды, близким к нейтральному, и содержанием 
аммонийного азота в среде Кодама (нитратную форму азота дрожжи 
не усваивают). Максимальная удельная скорость роста C.tropicalis 
на ацетате выше, чем на этаноле, и составляет 0,28 ч - 1 . Поэтому при 
культивировании в ассоциации дрожжи потребляют ацетат, накап-
ливающийся в среде при ассимиляции этанола бактериями Acineto-
bacter sp. в условиях недостатка факторов роста, и снимают репресси-
рующий эффект этого вторичного субстрата на рост бактерий. Mic-
rococcus sp. не конкурирует за субстрат с Acinetobacter sp. и C.tro-
picalis. Источником углерода для этого штамма являются восстанав-
ливающие сахара и аминокислоты, синтезируемые дрожжевой куль-
турой. Культура Micrococcus sp. синтезирует пантотеновую кислоту 
в количествах, необходимых для роста и синтеза высоковязкого 
ЭПС Acinetobacter sp. на среде с этанолом (см. табл. 13). 

Проведенные нами исследования подтверждают предложенную 
А.Г.Дегерменджи и А.В.Фуряевой "экологическую теорему" [27], 
заключающуюся в том, что количество стационарно сосуществую-
щих видов не должно превышать числа контролирующих рост не-
зависимых факторов, определяемых плотностями этих видов. В на-
шем случае контролирующими и определяющими плотность попу-
ляции Acinetobacter sp. параметрами являются наличие пантотено-
вой кислоты в среде культивирования и значение рН, близкое к ней-
тральному, для C.tropicalis — значение рН и концентрация аммоний-
ного азота в среде, для Micrococcus sp. — концентрация восстанав-
ливающих Сахаров и аминокислот. В сложившейся ЭПС-образую-
щей ассоциации, растущей на этаноле, монокультуры выполняют 
строго специфичные функции. Взаимоотношение между культурами 
в ассоциации можно представить в виде схемы (схема 2) . 

Таким образом, взаимодействие между монокультурами, вхо-
дящими в ассоциацию, осуществляется через субстратную зависи-
мость роста одного вида от роста другого, а также через метаболиты, 
являющиеся необходимыми и стимулирующими факторами роста 
и синтеза ЭПС культурой Acinetobacter sp. 

Согласно существующей классификации типов вэаимоо.лоше-
ний между микроорганизмами одного трофического уровня в би-
нарных ассоциациях их можно определить следующим образом [69]: 
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Схема 2. Взаимодействие между монокультурами в ЭПС-образующей 
ассоциации: 
(+) — положительное взаимодействие, ( - ) — о т р и ц а т е л ь н о е , — • - с т и -
муляция 

Acinetobacter sp. и С.tropicalis — комменсализм, С.tropicalis и Micro-
coccus sp. — мутуализм, Acinetobacter sp. и Micrococcus sp. — нейтра-
лизм. Однако трехкомнонентная ассоциация представляет собой сим-
биотическую систему, синтезирующую высоковязкий ЭПС. 

Экспериментально составленная ассоциация, включающая три 
монокультуры, в условиях полунепрерывного культивирования в 
течение 10 сут сохраняла способность роста и синтеза ЭПС. Это свой-
ство сохранялось и после хранения в течение 3 мес в смешанной куль-
туре при 4 °С. При этом соотношение клеток монокультур варьиро-
вало незначительно. 

Приведенные нами данные свидетельствуют о стабильности се-
лекционированной ЭПС-образующей ассоциации, растущей на эта-
ноле, что объясняется сложившимися трофическими взаимоотноше-
ниями между микроорганизмами, входящими в ее состав. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО 
СОСТАВЛЕННЫЕ АССОЦИАЦИИ -
ПРОДУЦЕНТЫ ЭПС НА ЭТАНОЛЕ 

Шгамм Aeinetobactcr sp. — продуцент высоковязкого ЭПС является 
ауксотрофом и требует для роста и синтеза полисахаридов внесения 
в ростовую среду дополнительных факторов роста: пантотеновой 
кислоты и дрожжевого автолизата в концентрациях 0,0003 и 0,5 % 
соответственно. После проведения скрининга музейных культур, 
продуцирующих экзогенную пантотеновую кислоту и растущих на 
этаноле, были отобраны две культуры -- штамм бактерий Acineto-
bacter calcoaceticus и микромицет Fusarium sp. Отобранные культу-
ры не требуют дополнительных факторов роста, ассимилируют эта-
нол, А.calcoaceticus продуцирует до 0,6 г/л внеклеточных углеводов, 
обе культуры синтезируют от 0,5 до 1,00 мкг/мл экзогенной панто-
теновой кислоты (табл. 15). Антагонизма между отобранными куль-
турами и продуцентом ЭПС Acinetobacter sp. не выявлено. Ни бактери-
альная культура, ни микромицеты не ассимилируют ЭПС, синтезируе-
мый Acinetobacter sp., в качестве источника углеродного питания. 

Максимальная удельная скорость роста А. calcoaceticus на 
среде Кодама с 1,0 % этанола составляет 0,3 ч"1, Acinetobacter sp. -
0,19 ч - 1 , что предполаг ает конкуренцию (при совместном выращи-
вании) между культурами за субстрат. Экспериментально подтвер-
ждено, что при культивировании смешанной культуры Acinetobac-
ter sp. и A.calcoaceticus при начальном соотношении клеток 3:1 в те-
чение двух последовательных пересевов наблюдается вымывание 
Acinctobacter sp. При замене источника азотного питания в среде Ко-
дама (NH4C1 на NH4NO3) с аммонийной формы на аммонийно-нит-
ратпую (нитратную форму азота A.calcoaceticus не ассимилирует) 
нам удалось добиться ограничения роста A.calcoaceticus и создания 
устойчивой ассоциации двух культур в соотношении 3:1-4:1, син-
тезирующей высоковязкий ЭПС (табл. 16). Тип взаимоотношений 
между ассоциантами может быть определен как конкуренция - ком-
менсализм. Совместное выращивание культур позволяет вести про-
цесс получения ЭПС без внесения дополнительных факторов роста. 

Изучение физиологических особенностей роста Fusarium sp. на 
среде Кодама с этанолом позволило установить, что максимальная 
скорость роста культуры составляет 0,18 ч"1 на 24-26-й час, кон-
центрация экзогенной пантотеновой кислоты на 26-30-й час состав-
ляет 0,5 мкг/мл, к 72-му часу роста достигает 0,75 мкг/мл (рис. 5). 

Таким образом, скорость роста культур существенно не отлича-
ется, причем Fusarium sp. ассимилирует как аммонийную, так и нит-
ратную форму азота. При совместном культивировании у Fusarium 
sp. есть преимущество - он не нуждается в дополнительных факто-
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Т а б л и ц а 15. Некоторые биосинтетические характеристики исследуе-
мых культур микроорганизмов при росте на этаноле без внесения допол-
нительных факторов роста 

Монокультура Б и о м а с -
са, г / л 

ЭПС, 
г / л 

В 
м к г / м л 

п 
В я з к о с т ь к у л ь - j 

туральной жид-j 
кости , м11а. с 

Д ч ' 1 

Acine tobac te r sp. 0,5 0,3 0 5,0 и.о. 
Acine tobac te r sp.* 2,85 2,45 0 502 ,4 0 ,19 
Acine tobac te r 
calcoacet icus 4 ,3 0 ,6 0 , 5 - 0 , 7 1,0 0 ,30 
Fusar ium sp. 2 ,3 0 0 , 5 - 1 , 0 1,0 0 ,18 

П р и м е ч а н и е . н.о. - не определяли . 
* Среда К о д а м а с д о б а в л е н и е м В , - 0 , 0 0 0 3 

0,2 %. 
и д р о ж ж е в о г о автолизата -

Таблица 16. Некоторые параметры культивировании эксперименталь-
но составленных ассоциаций и монокультуры АстеЮЬаМег *р. на среде 
Кодама с N11, N 0 , и этанолом 

Культура Б и о м а с -
са, г / л 

ЭПС, 
г / л 

В я з к о с т ь , 
к у л ь т у р а л ь -
ной ж и д к о -
сти, мПа-с 

Соотноше-
ние количе-

ства к л е т о к 

Acine tobac te r sp. + Acine-
tobac te r calcoacet icus* 2,9 3,0 575 3:1 
Acine tobac te r sp. + Fusar ium 
sp. 2,8 2,9 6 7 0 4 :1 
Acinebacter sp.*1' 2,85 2,65 542 ,4 -

* Среда К о д а м а с 0,2 % д р о ж ж е в о г о автолизата . 
* Среда К о д а м а с 0 , 0 0 0 3 % пантотената и 0,5 - д р о ж ж е в о г о автолизата . 

рах роста и, следовательно, вытесняет Acinetobacter sp. Добавление 
в среду культивирования такой смешанной культуры 0,2 %-ного дрожи 
жевого автолизата позволяет добиться получения устойчивой ассоциа! 
ции, продуцирующей вязкий ЭГ1С (см. табл. 16). В связи с тем что 
изучаемые культуры конкурируют за источники углеродного и аэо» г 
ного питания, исследовали возможность получения ЭПС на суперн» 
танте культуральной жидкости Fusarium sp. Последняя к 20—24-м]| 
часу синтезирует достаточное для роста Acinetobacter sp. количестве 
пантотеновой кислоты (см. рис. 5) . Поэтому в работе использовали 
24-часовый супернатант культуральной жидкости Fusariun sp. 

Как видно из табл. 17, внесение в среду культивирования Act 
netobacter sp. 1 % супернатанта культуральной жидкости Fusariui 
sp. стимулирует рост и синтез ЭПС. Дальнейшее увеличение содер-
жания супернатанта ( 2 0 - 5 0 %) не приводит к существенным из-
менениям показателей процесса, что можно объяснить снижением РЧ 
среды за счет внесения супернатанта. Однако культивирование АсюЧ 
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f. 5 

1 

о.г 

0,1 

tobacter sp. на 100 %-ном 
супернатанте культураль-
ной жидкости с добавлени-
ем 1 9^ного этанола при 
поддержании pH на уров-
не 6,8—8,0 позволяет полу-
чать высоковязкий ЭПС. 
Количество синтезирован-
ного ЭПС сопоставимо с 
концентрацией ЭПС, полу-
чаемого при культивиро-
вании продуцента на среде 
Кодама с добавлением пан-
тотената и дрожжевого ав-
толизата. Таким образом, 
показана возможность 
культивирования проду-
цента ЭГ1С на супернатанте 
после суточного выращива-
ния микромицета без вне-
сения в среду дополнитель-
ных факторов роста. Биомасса Fusarium sp. может быть использова-
на для получения кормового и пищевого белка, так как она содержит 
30 53 % белка, комплекс витаминов и незаменимых аминокислот с 
преобладанием лизина, треонина, лейцина и характеризуется низким 
содержанием нуклеиновых кислот [45] . 

Полученные нами результаты исследований позволяют рекомен-
довать двухступенчатый технологический процесс получения белково-
витаминного концентрата на основе биомассы Fusarium sp. на первой 

г< 4в 72 
Время, v 

Рис. 5. Скорость роста (7) и образование пан-
тотсновой кислоты (2) при культивировании 
Fusarium sp. на среде Кодама с этанолом 

Г а в л и и а 17. Показатели роста и образования ЭПС Acinetobacter sp. на среде 
Кодама с д о б а в л е н и е м сулернатанта культуральной жидкости Fusarium sp. 

П о к а з а т е л ь процесса 
Содержание сулернатанта, % 

0 1 
1 i 2 0 50 

1 
| 100 
1 

Б и о м а с с а , г /л 0 , 3 0 0 ,9 1,1 0 ,94 2 ,20 
ЭПС, г / л 0 , 3 2 0 , 9 6 1,1 1,10 2,12 
В я з к о с т ь культу-
р а л ь н о й ж и д к о с т и , сП 3 ,30 8 5 , 0 0 73 ,0 83,00 532,00 

Р " к о н е ч н о е 4 , 9 0 4 ,85 4 ,3 4,05 6,80 

II р и м е ч а н и е . При культивировании Асте1оЬасГег $р. на среде Кодама, со-
д е р ж а щ е й паптотенат и д р о ж ж е в о й автолизат, концентрация биомассы - 2,3 г/л, 
ЭПС 2,4 г /л, в я з к о с т ь культуральной жидкости - 502 мПа^с, р Н к о н е Ч н о е ~ 
6 , 8 ; п р и культивировании на 100 %-ном супернатанте рН поддерживали на уров-
не 6.0 7 ,0 п у т е м д о б а в л е н и я 10 %-иого ЫаОН. 
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ступени ферментации и высоковязкого ЭГ1С с помощью кУлыурЬ( 
Асте1оЬас1ег Бр. — на второй ступени. При этом может быть предд()_ 
жена новая дешевая безотходная технология получения промыщде,( 
но ценных продуктов, так как супернатант после выращивания фу. 
зариума полностью используется для получения ЭПС, а синтезирован-
ный ЭПС может быть рекомендован в виде вязкой культуральной 
жидкости (после плазмолиза) для применения в нефтедобывающей 
промышленности. 

СТРА ТЕГИЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
И СЕЛЕКЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ -
ПРОДУЦЕНТОВ ЭПС 

Микроорганизмы, образующие ЭПС, были выделены из самых разных 
экологических ниш. По мнению Е.Брайерли с соавт. [6] , определен-
ная стратегия выделения продуцентов ЭПС не разработана и вряд ли 
возможна. Как правило, из природных экониш выделяют микроорга-
низмы, характеризующиеся способностью образовывать ЭПС при 
культивировании на агаризованных средах. Первичный отбор перс-
пективных продуцентов ЭПС следует проводить на жидких средах, 
так как для промышленного применения могут представлять инте-
рес только те продуценты, которые синтезируют ЭПС в погруженных 
культурах. 

При селекции продуцентов ЭПС могут быть использованы и имею-
щиеся коллекции живых культур микроорганизмов, что сократит 
время проведения исследований. Однако нужно учитывать, что спо-
собность синтезировать ЭПС при хранении культур часто утрачивает-
ся. Поэтому следует разрабатывать методы хранения, позволяющие 
закреплять и сохранять это свойство у продуцентов. На следующем 
этапе исследователи пытаются получить штаммы с более высоким 
уровнем синтеза ЭПС путем прямого отбора либо с помощью мута-
генеза. Эта стадия включает определение оптимальных условий куль-
тивирования, разработку математической модели, позволяющей био-
технологу управлять процессом синтеза до его потенциального опти-
мума. Тщательно установленные для каждого исследуемого проду-
цента условия культивирования должны давать воспроизводимые 
результаты при масштабировании процесса. Указанные приемы се-
лекции характерны в основном для любых продуцентов промыш-
лонно ценных продуктов. 

Исходя из анализа биологических функций ЭПС микроорганиз-
мов и анализа описанных физиологических групп бактерий - проду-
центов промышленно важных ЭПС, мы рассмотрим некоторые перс' 
пективы выделения и селекции продуцентов ЭПС. 
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Известно, что Э11С обеспечивают продуцентам существенные пре-
имущества по сравнению с бактериями, не образующими этих биополи-
меров. ЭПС, подобно полисахаридам клеточных стенок, могут быть 
факторами антигенной специфичности бактерий и определять разнооб-
разие их поверхностных оболочек в связи с особенностями полисаха-
ридных м а к р о м о л е к у л , структурные вариации которых многочислен-
ны. Главной причиной наблюдаемого многообразия считается необхо-
димость эволюционной адаптации бактерий к меняющимся экологи-
ческим у с л о в и я м и системам [5, 83] , ЭПС некоторых микроорганиз-
мов способны предохранять экзоферменты продуцента от протеолити-
ческой деградации и других внешних воздействий [44] . Предполага-
ется, что такая способность носит универсальный характер [4Cj.[lo мне-
нию Н.А.Заикиной [44] , механизм протекторного действия ЭПС за-
ключается в образовании устойчивого гликопротеидного комплекса. 
Сохранение активности экзоферментов благодаря защитному дей-
ствию ЭПС способствует более полному проявлению трофических 
возможностей микроорганизмов [40] . ЭПС, образуемый углеводо-
родокисляющей бактерией Acinetobacter calcoacelicus, действуя как 
поверхностно-активное вещество, эмульгирует нерастворимые в во-
де углеводороды и делает их доступными для клетки [162] . 

ЭПС ряда морских псевдомонад, обладая свойством ионообмен-
ников, адсорбируют из окружающей среды органические и неоргани-
ческие ионы, концентрируя их вокруг клетки микроорганизма, что 
обеспечивает им преимущество в условиях пониженной концентра-
ции питательных веществ [9, 153, 279, 303] . ЭПС микроорганиз-
мов играют роль посредников во взаимодействии бактерий-проду-
центов в популяции с другими микроорганизмами, макроорганиз-
мами, объектами неживой природы [83, 153]. 

Специфическое взаимодействие Lactobacillus brevis и дрожжей 
Saccharomyces delbriickii в симбиотическом сообществе кефирных 
зерен происходит, вероятно, посредством образуемого лактобацил-
лами ЭПС-кефирана, который не образуется чистой культурой бак-
терий [ 4 9 , 1 9 8 ] . 

Внеклеточные полисахариды Xanthomonas и других фитопато-
генных бактерий (Pseudomonas, Erwinia, Corynebacterium) создают 
продуцентам в растении благоприятную среду обитания. Предпола-
гают, что бактериальные ЭПС реагируют с пектинами и углеводными 
рецепторами клеточных стенок растительной ткани, тем самым бло-
кируя их и предохраняя бактерии от агглютинации [124, 241]. Хотя 
способность синтезировать ЭПС присуща представителям различных 
таксономических и физиологических групп микроорганизмов [83], 
на основании анализа имеющихся литературных данных следует от-
метить, что наиболее часто продуценты промышленно ценны гете-
рополисахаридов встречаются среди фитопатогенных бактерий (Xant-
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Iwnwnas, Erwinia, Pseudomonas), аэотфиксирующих (Azotobacter 
Beijerincka), а также метилотрофных микроорганизмов. 

Фитонатогенные бактерии поражают в основном надземные 
растений, и ЭПС, образуемые этими бактериями, определяют у а 0 £ 
чивость их к быстро изменяющимся климатическим факторам. Одним 
из ведущих факторов повышения выживания клеток фитопатогеннь,х 
бактерий является способность ЭПС регулировать влажность непосред. 
ственного клеточного окружения [10]. Имеются данные о защитном 
влиянии ЭПС на выживаемость клеток при действии УФ-лучей [37 
65], при неблагоприятном воздействии на клетки высоких и низких 
температур, переувлажнении и засухе [10, 202, 301]. В связи с этим 
среди этой группы микроорганизмов часто встречаются продуцен-
ты ЭПС. 

По-видимому, ЭПС играют некоторую специфическую роль В фи-
зиологии азотфиксирующих бактерий. Способность синтезировать 
ЭПС метилотрофными микроорганизмами показана выше. Причи-
ны, обусловливающие синтез ЭГ1С этой группой бактерий, могут быть 
следующие. 

Когда метилотрофы растут в условиях избытка углерода, то долж-
ны существовать средства, предупреждающие накопление формальде-
гида и поддерживающие баланс между образованием и утилизацией 
этого токсического соединения (114]. 

I.D.Linton и соавт. [207] предположили, что синтез ЭПС из метанола 
является эффективным путем удаления формальдегида, когда дыха-
тельная активность клетки ограничена концентрацией кислорода, при 
условии, что образование ЭПС не ведет к сетевому сверхсинтезу вос-
становленных эквивалентов. Экспериментальные данные, получен-] 
ныс R.G.Soutligate и P.M.Goodwin [271], согласуются с этой гипоте-1 
зой. Авторы показали, что при ограничении биосинтетической способ-
ности клеток Methylophilus rncthylotrophus источником азотного ли-
тания в условиях избытка метанола штамм обладает важным свой-
ством — сунерпродукцией формальдегида — и образует высоковяз-1 
кий ЭПС. При этом активность ферментов рибулозомонофосфатного! 
пути увеличивается в 1,7—4 раза. 

В связи с изложенным при выделении продуцентов ЭПС поиск 
следует проводить в тех эконишах, в которых обитают указанные! 
группы микроорганизмов. Хотя, конечно, распространение этих групп 
микроорганизмов в природе достаточно широко и не исключена воз-: 
можность выделения продуцентов ЭПС и среди других физиологиче-
ских групп микроорганизмов. 

При селекции метилотрофных культур — продуцентов ЭПС 
возможны два подхода: селекция монокультур и селекция ассониа-1 
ций. В первом случае осуществляют селекцию с о о т в е т с т в у ю щ е г о 

продуцента и определяют подходящие источники всех видов питая 
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НИЯ, их концентрацию, благоприятную температуру, pH среды, уро-
вень аэрации, влияние специфических компонентов — индукторов 
или ингибиторов биосинтеза ЭПС [134, 230, 254]. Часто реализация 
первого подхода заключается в создании лимита азотного питания. 
Соблюдение этого условия во многих случаях приводило к увели-
чению выхода ЭПС [12, 13, 36, 56, 73, 287]. Однако при этом в боль-
ших количествах (и в первую очередь) могут накапливаться внутри-
клеточные полисахариды и другие соединения, выполняющие функ-
ции запаса питательных веществ [171]. Кроме того, известны приме-
ры, когда накопление ЭПС было значительным и при достаточном 
содержании в среде источников азота [134, 230] . 

Главным звеном второго, сравнительно нового подхода являет-
ся определение биологической функции нужного соединения. Его 
практической реализацией служит культивирование смешанных куль-
тур-ассоциантов. ЭПС осуществляют защиту клетки или взаимодей-
ствие с клетками других популяций [41, 43, 115, 259]. Поэтому сов-
местное присутствие определенных микроорганизмов, принадлежащих 
к разным родам и семействам, может вызвать образование слизи, 
содержащей ЭПС [131, 141]. Известно, что накопление ЭПС при куль-
тивировании смешанных культур может быть в 3—4 раза выше, чем 
в случае использования монокультур [16, 74] . 

Из накопительных метилотрофных культур нам удалось выде-
лить не только ассоциативные и монокультуры - продуценты ЭПС 
на метаноле, но и ряд штаммов — продуцентов ЭПС на С2- и полиуг-
леродных субстратах. 

Из 12 накопительных культур метилотрофных бактерий было 
выделено 59 монокультур, не ассимилирующих метанол в качестве 
единственного источника углерода и энергии. Выделенные культуры 
росли на мясопептонном, картофельном и сусловом агаре, а также 
на синтетической минеральной среде Канеда [188] с сахарозой или 
этанолом в качестве источника углерода. Из 59 монокультур отобра-
но 24 штамма, дающих мукоидный рост хотя бы на одной из указан-
ных выше сред. 

Установлена способность отобранных штаммов продуцировать 
ЭПС при культивировании на жидкой минеральной среде Кодама с 
сахарозой (4 %), этанолом (1,5 %) или парафином (1 %) в качестве 
источника углеродного питания (табл. 18). 

Таким образом, из накопительных культур, растущих на метано-
ле, с большой частотой вероятности выделяются микроорганизмы — 
продуценты ЭПС на С2 и полиуглеродных субстратах. Метанол явля-
ется селективным фактором для отбора продуцентов ЭПС, так как, я в -
ляясь токсическим соединением, подавляет рост микроорганизмов, 
не имеющих механизмов защиты от него. Использование ме.анола 
позволяет целенаправленно проводить отбор микроорганизмов, об-
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Т а б л и ц а 1Я. Способность све-
жевыделенных из метилотрофных на-
копительных культур штаммов мик-
роорганизмов синтезировать ЭПС на 
С,- и полиуглеродных источниках 
углеродного питания 

И т | 1 
Номер Концен грация ЭПС, г/л 

11ПНММН 
Сахаро-

за 
Этанол Иарафии 

29 12,0 1,32 1.2 
2 8 14,3 1,28 1,4 
23 7,3 4,50 4,1 
21 15,0 8,40 9,1 
19 14,4 1,20 н.о. 
14 10,1 0,94 0,7 
7 8,0 н.о. н.о. 
4 3,4 н.о. н.о. 
2 0,6 1,80 н.о. 

701 15,0 н.о. н.о. 
702 10,3 3,80 1,4 
211 2,4 1,90 3,1 
12 9,6 2,40 н.о. 

501 9,3 2,30 н.о. 
411 0,98 1,10 н.о. 
462 6,4 1,40 н.о. 
468 4,5 1,05 3,6 
449 5,8 1,15 н.о. 
453 7,1 0,93 1,9 
460 9,3 0,65 5,4 
425 4,1 0,43 н.о. 
417 5,3 0,50 н.о. 
721 2.6 н.о. н.о. 
735 2,8 н.о. н.о. 

П р и м е ч а н и е. н.о. - не обна-
ружен. 

разующих ЭПС в качестве защ] 
ного фактора при его воздействц. 
При культивировании выделенньН 
культур на углеводных субстра1аЛ 
и этаноле способность синтезирЛ 
вать ЭПС в значительных колц. 
чествах сохраняется, а оптимиэа4 
ция питательной среды и усх10] 
вий культивирования позволяет пат 
высить выход ЭПС. 

Так, культура Асте1оЬас1ег яр|| 
шт. 12 - продуцент ЭПС на этано-
ле — бьша нами селекционирова-
на из метанольной ассоциации [221 I 
Выделение из природной эконишЛ 
традиционным путем такой куль! 
туры не привело бы к успеху в 
связи с наличием в ней метаболи! 
ческих дефектов. 

В настоящее время стратегия! 
выделения микроорганизмов - ироЛ 
дуцентов ЭПС — не разработана! 
Проведенные нами исследования! 
позволяют наметить один из таких! 
подходов: при поиске и выдели 
нии продуктивных полисахаридов 
разующих культур микроорганизм 
мов следует получать смешанные 
культуры на среде с метанолом 
а затем традиционным методом 
выделять монокультуры на аг!" 
ризованных средах с интересую! 

щим исследователей источником углеродного питания. Отбор мл 
коидных штаммов и дальнейшее исследование образования ЭПС при 
культивировании их в жидких питательных средах позволит в края] 
чайший срок выделить монокультуры — продуценты ЭПС — на С2- и 

полиуглеродных субстратах. 

После выбора подходящего штамма возможна дальнейшая селей 
ция с помощью мутагенеза. При отборе мутантов требуется опредЯ 
ленная изобретательность. Возможно получение мутантов с повышен-
ным синтезом ЭПС либо синтезирующих полимер С и з м е н е н ! ! ' 
физико-химическими характеристиками [281]. 

Стабильный мутант МеШукэтопаз теЛапоИса с высоким темп^Ц 
ратурным оптимумом был получен после мутагенной обработки Ы-м* 
тил-Ы-нитрозогуанидином. Мутант синтезировал вязкий ЭПС в о т Л Ч 
чие от невязкого, продуцируемого исходным штаммом [167]. Р.И.1 | Н 'Ч 
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дяком и соавт. были проведены работы но влиянию мутагенных фак-
торов на синтез ЭПС патоварами Xanthonionas campestris [10]. Авто-
рами установлено, что использование двух факторов: замораживание 
и воздействие быстрыми нейтронами или пассирование через растение-
хозяин и действие быстрых нейтронов позволяют получить плюс ва-
рианты X.campestris с более высоким выходом ЭПС и с улучшенны-
ми реологическими характеристиками кеантана. 

Штаммы, продуцирующие ЭПС, синтезируют также другие поли-
мерные продукты, например гликоген или поли-)3-гидроксибутират. 
При этом из процесса биосинтеза ЭПС часть углерода расходуется на 
синтез этих продуктов. Следует выделять мутанты, лишенные подоб-
ного ряда альтернативных путей, для чего необходимо знать регуля-
торные механизмы обоих путей. Продуценты курдлана синтезируют 
также значительные количества сукцинглюкана. Получены 4 типа 
мутантов: продуценты курдлана, сукцинглюкана, продуценты обо-
их ЭПС и мутанты, не синтезирующие курдлан, но синтезирующие 
незначительное количество сукцинглюкана. Механизм этих измене-
ний в синтезе полимеров неизвестен. 

В некоторых случаях предпочтительным является перенос гене-
тических детерминант синтеза полисахаридов. Например, перенос 
детерминант синтеза альгината из патогенного штамма Pseudomonas 
aeruginosa в непатогенные виды Pseudomonas создает предпосылки 
для промышленного получения альгината. Представляет интерес и 
перенос генов, детерминирующих синтез кеантана, в штамм, непато-
генный для растений. Детерминанты синтеза полисахаридов можно 
ввести и в более быстро растущие бактериальные штаммы. 

Представляют интерес мутанты, устойчивые к антибиотикам. 
Например, из популяции X.campestrisX55 выделен мутант X 59, ус-
тойчивый к рифампицину и образующий на 20 % больше кеантана, 
чем исходный. Из популяции X 59 выделен мутант, устойчивый к 
бацитрацину и образующий на 10 % больше кеантана, чем штамм X 59 
[217]. Выявлена также возможность превращения штаммов Pseudo-
monas, не способных к синтезу ЭПС, в штаммы — продуценты этих 
полимеров — с помощью отбора по резистентности к карбеницил-
лину [6] . 

У мутантов с повышенной резистентностью к бацитрацину часто 
наблюдается более интенсивный синтез полисахаридов. В случае при-
менения бацитрацина снижение интенсивности синтеза ЭПС объяс-
няется тем, что этот антибиотик эффективно связывается с изопре-
ноидными липидами, так что они не могут участвовать в синтезе ЭПС, 
а у мутантов с повышенной резистентностью к бацитрацину — интен-
сивность синтеза ЭПС увеличивается. Механизм действия других ис-
пользованных антибиотиков не расшифрован, и появление мутантов 
с повышенным синтезом ЭПС может быть объяснено защитной реак-
цией клетки. 

У Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 были получены мутанты, син-
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тезирующие в 2,5 раза больше эмульсана, чем исходный штамм. Селеві 
цию таких мутантов проводили воздействием на клетки цетилтрИК|'' 
тиламмонийбромида (ЦТАБ) - токсичного катионного поверхн0сі  
но-активного вещества [162, 263, 265] . Предпосылкой к получений 
таких мутантов было то, что эмульсан способен связывать ЦТАБ ч | 
получение мутантов с повышенным синтезом эмульсана для защиГь,| 
клетки от токсичного детергента представлялось возможным. Мутан.і 
ты с повышенной в 5—50 раз устойчивостью к ЦТАБ и повышенны»! 
синтезом эмульсана характеризовались наличием больших кагісул 1 

Таким образом, селекция продуцентов ЭПС с помощью мутаген-
ных факторов весьма перспективна. Но любые методы селекции 1 
предпринимаемые для повышения выхода ЭПС исследуемым проду' 
центом, должны базироваться на знании его физиолого-биохимиче-
ских особенностей, свойств синтезируемого препарата и на ясном 
представлении о данном биосинтетическом пути и механизмах его 
метаболического контроля. 

Приведенные данные показывают, что традиционные методы се-
лекции микроорганизмов — продуцентов биологически активных 
веществ — применимы и для ЭПС-образующих микроорганизмов. 
Однако проведенные нами исследования по поиску и выделению ме-
тилотрофных культур - продуцентов ЭПС привели к нетрадицион-
ным и важным результатам, позволившим определить стратегию вы-
деления активных штаммов, продуцирующих ЭПС не только на ме-
таноле, но и на других нолиуглеродных субстратах. 



Глава 2 
ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ 
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
НА СИНТЕЗ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ 

Экэополисахариды, как и внутриклеточные полисахариды, выполня-
ют важные биологические функции и являются обязательными ком-
понентами микроорганизмов, однако уровень биосинтеза ЭПС колеб-
лется в широких пределах. Изучение динамики роста клеток и обра-
зования ЭПС в периодическом процессе показывает, что максималь-
ная удельная скорость образования ЭПС чаще всего не совпадает по 
времени с максимальной скоростью роста продуцентов и достигает-
ся в стационарной фазе роста популяции [13, 15, 186, 229, 256, 270], 
что характерно для биосинтеза вторичных метаболитов. Уровень био-
синтеза вторичных метаболитов, таких как ЭПС и внутриклеточные 
полисахариды, обычно сильно зависит от внешних условий. Поэтому 
подбор оптимальных комбинаций различных параметров культиви-
рования для направленного синтеза ЭПС — чрезвычайно важная и 
необходимая задача. 

МИНЕРАЛЬНЫЕ КОМПОНЕНТЫ 
СРЕДЫ 

Углерод. Большинство изученных микроорганизмов, синтезирующих 
ЭПС, использует углеводы в качестве источника углерода и энергии. 
В этом случае в среде содержатся необходимые для образования поли-
сахарида С6-соединения, которые в результате реакций эпимеризации 
и последующей полимеризации превращаются в ЭПС. Обычно в ка-
честве источника углерода при получении ЭПС используют продукты, 
получаемые из сахарной свеклы: мелассу, сахарный сироп, сахарозу, 
или из кукурузы: крахмал, гидролизованный крахмал, глюкозный 
сироп, глюкозу [242]. 

Образование ксантана культурой ХапПюшопав сатревШБ наблю-
дается также при росте продуцента на мальтозе, фруктозе, лактозе 
[340 ] . А§гоЬаЛепит гасПоЬа^ег ЫС1В 11883 синтезирует ЭПС на сре-

де, содержащей в качестве источников углерода глюкозу, укцинат, 
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