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ОБРАЗОВАНИЕ И ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ
ХАРАКТЕРИСТИКИ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОВ

НЕКОТОРЫХ БАКТЕРИИ РОДА ВЛС/ДДР8

Г. П. Пирог, А. Т. Слсьбоспицкая, С. К.. Воцелко.
Мшсамед эдь Саид, С. В. Афонская, Т. А. Гринберг

Институт микробиологии и вирусологии АН УССР, Киев

Установлено, что ка интенсивность синтеза экзополисшсаридов (ЭЛС) культурами
В&сl€ги$ роВтуха и Вас. огЁдсг&l€7ерЬ из влияют как форма, 'гак и кфкцектрацггя азот-
рlаго источника питания. Прц цзучекггц динамики процесса роста ц образования ЭПС у
В&с. оЪ{ЁlоиКгорЬЁи$ удалось устськовить фазьь роста культурьь, соответствующие май-
сим&дькфй ддедьггой скорое?и обржов&жlья эпс и ма секма1йкой концентрации ЭПС 8
культуральЕой жидкости, что позволяет огъределить продолжительность куЛьтцвировакия
кродlЛ4ектсг с целью максимального вьlхода продукта.

Ло данным седимевтаццонного анализа, 'ЭПС. сиктезцруемые Вас. роlутухф и
Вш. оИЁогъЁ1горЫlц$, гетерогенны. Средняя молекулярная масса ЭПС Вас. оИЁёрпйгорМ'
1и$ составляет 150 тыс. Вас. роЕуптц#ха синтеэцрует комплекс ЭПС с молекулярной мас-
сой компонентов от 30 до юO тыс. В состав кислььх ЭПС культур входят глlокоза. га-
лак'роза. ма+гнозф ц фукоэа. ИК-спюктрьь ЭПС исследуемых культур свидетельствуют о
сходство кижи'юскаго состава зкзокодцсахаридав.

Бактерии продуцентами
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Исследованиями, проведенными ранее в ИМВ АН УССР, показано,
что ЭПС, синтезируемые культурами Всгс. о/{ВопЕггор/гt/гг$ и Вас. ро/Й-
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Материал и методы. В работе использованы микроорганизмы Вас. оllво/г{/горла
/из и Вас.. ро/утухд. .выделенные и хранящиеся в музее чистых культур отдела анти-биотиковИМВ АНУССР. ' ' ' ''

Микроорганизмы выращивали на русло'агаре, жидком суфле, а также на жидких
синтетических средах Кодама [ю], Голубева [5], Наофуми [20l . Культивирование на
жидких минеральных средах проводили при температуре 30 'С в колбах объемом 750 мл
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со юO мл среды на качалках (220 06/мин). В качестве инокулюма использов
ную культуру бактерий.
' КлетЙЙ'отделя)ш центрифугированием при 68000 В в течение 1 ч. После 1

супернатанта трехкратным 'объёмом ацетона осаждали ЭПС. который высуш
комнатной температуре под вакуумом.

Выделение Кис;1Ъх ЭПС подводили методом обработки цетавлоном П5]
Содержание биомассы в кудьтуральной жидкости овределядк весомым

скорое'гь образования ЭПС культурами рассчитывали по опичанным ранее ме
удельные скорости роста микроорганизмов определяли по общепринятой фоl

Содержание углеводов определяли по реакции с фенолом и серной киса
белок -- пд методу Бредфорда Ц9] .

МоносахариДный сба;ав ЭПС устанавливали !етодом газо-жидкостноЗl
график (ГЖХ}. Гидролиз ЭПС проводили 4 М НС1 в течение.З ч при ТЯ
ЙO ёС. Перевод сахаров в ацетатЫ полиолов осуществляли по общеприн?.той
[8]. ГЖХ' выполняли на приборе .«Храм-5», колонка-- ЬГ.мХЗ мм; З % н
;вёрдый носитель -- СЬготоёог1) 60/80 мещ, температура -- 2ю 'С, газ-носител

Количественные соотношение моносахаров определяли путем подсчета пл
ков по отношению к глюкоза, принят'ой за единицу. Внутренний Стандарт
(20 % от сухого веса препарата).

Гидрбдинамическйе сйойс'два водных растворов ЭПС исследовали на
ской цен+рифуге МОМ 3170в методом. скоростной седиментlдlт! (9е.диментац1
зия). Седимёйтацию проводили в обычной ячейке при 4е000 об/мин, диф
ячейке с искусственное границей при 4000--8000 06/мин. Знеченlя констанч
тации и диффузии определяли общеприняlцlц методами Д8l . По получена
метрам рассЙЙ'бывали йолекулярную массу ЭПС, используя 1 уравнение Сведе

Вяакость водных растворов ЭПС определяли на вискозиметре Оствалы
при температуре 20 'С.' ИК.с;пейгры снимали в виде твердых пленок на подложках из КР$ 5н

К-10
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?!% 1... Накопление биомассы (/), экзополисахаридов (2), удельная активное:
ЭПС (В) в стационарной фазе роста н! сусло'абаре (а) и ;кивком русле (6)

ми Вас. о//ВО/г{/гор/гГйг5 а) и 2?ас.' огутуха (Н): ''
Рис. 2. Дина.мика накопления биомассы (/), 9кзополисахаридов (2), удельная

роста -- Ю(3), удельная скорость образования ЭПС -- o(4) у В2гё. д1гво/г11Рг

показало, что
удельная активность образования
биомассы (рис. Ь а). При росте на жидко:м суфле ]р
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Г

интенсивность синтеза эпс
одинакова,
3,69 г на 1

обеих
эпс

культур п
состдвляе

а ктивность
однако содержание экзополисахаридов
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(рис. 1, 6).

жидк(

л: ХА тлгг0/\К1л/1 П 'ЫГХ/Вlг 1Oа«



1'аким образом, исслеДуемые культуры способны к синтезу ЭПС
как на агаризованных, так и на жидких средам, однако удельная ак-
тиваoсть образования ЭПС на жидких ёредах ниже.

На жидких минеральных средах, содержащих 4 % сахарозы .в ка'
честве единственного' источника; углерода и различающихся по фор.ме
ист.очника азотного питан-ия и содержанию аlзота, Вад. о/[ВО/гt/гор/гllгд$
продуцирует ЭПС с различной интенсивн.сетью (табл. 1). Исследуемая
культура ассимилирует как органические,. так и ..неорганичеа$!й азота
уровень бактериаш;Йой массы при росте бактерий на средах Наофуми
и' Голубева, характеризующихся более выllоцим содержанием азота, на
25 % ]зыше. Максимальное накопление ЭПС наблюдалось в условиях
лимита яо источнику азотного Вктания, 'г. е. 8ри росте культуры ка
среде Кодама. При этом снижалось количество биомассы, .а..удельная
активность синтеlза экзополисахаридов у Вас. о/[ВО/г!/гор/гlйг$ повы-
шалась почти в два раза.

Неорганические формы азота являются более благоприятными для
образования ЭПС по сравнению с органической формой азота. Так,
при культивировании Вас. о/[ВопЕ#гор/гt/гг$ на среде Наофуми, содер-
жащей нитратный азот в количестве, которое в 1,7--1,8 раза превыша-
ет количество азота в среде Голубева, содержащей гидролизат казеи-
на в качестве источника азотного питания, удельная активность син-
теза ЭПС такая же, как и на среде Голубева.

Таким образом, наиболее благоприятной минеральной средой для
си.нтеза .ЭПС культурой .Вас. о/[Воггt/гор/гЕйг$ является среда Кодама.

Полученные. данные свидетельствуют, что процесс образования
ЭПС у исследуемых микроорганизмов зависит как от формы, так и от
конце:нтрации источника азбтного питания.

Исследование возможности применения метанола и этанола в ка
честве источника углеродного питания показало, что исследуемые куль'
туры не ассимилируют метанол, а при росте на этаноле синтезируют
невысокие Количества экзополисахаридов (до 0,4 г/л).

Для определения периода максимального нако.пления ЭПС у Вас.
0/[ВО/гЕггор/гt/гг$ исследовали динамику этого процесса (рис. 2):.

Образование экзополиеахарида наблюдается на. всех фазах роста
культуры, начиная с логарифмической, но максимальные удельные
скорости роста и синтеза ЭПС по времени не совпадают. М.аксималь-
ная удельная скорость образования ЭПС культурой составляет 0,05- ч-1
и приходится на конец лот'арифмической фазы роста. Накопление ЭПС
у Всгс. о/{ВО/г{/гор/гЕйг$ продолжается как в стационарной, так и в фазе
отмирания клеток, о чем свидетельствует увеличение абсолютной кон
центрации его в культуральной жидкости.

Для получения максимального выхода ЭПС процесс культивирова-
ния следует вести до начала наступления стационарной фазы роста
культуры Это определяет возмод<ность проведения непрерывного хемо-
статного процесса, в котором лимитирующим фактором является источ-
ниl< азотного питания.

Экзополисахариды, синтезируемые изучаемыми микроорганизмами,
легко растворимы в воде (при этом достигается 2,5 %-ная концентра
ция раствора ЭПС), образуют слабовязкие растворы (вязкость 0,35 %-

Т а б л и ц а [ Образование 9кзополисахаридов Вас. о/!ВоггГlгор/г /нв на разных средам
Содержание

8 культуральноЖ

:iт.и""' l.,51:'нгт'Ё::" l """"". ,,"мг/л l Ьиомас. l Углево.
са l ды

Среда

Удельная ак-
тивность син
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ЫаМО8
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ного раствора ЭПС, синтезированного Вас. о//ВО/гl#гор/г{/Й
9,39 ммг/с). Содержание углеводов в экзополисахаридах ку.l
о/IВО/ггггор/гt/гг и Вас. роlутдхсг составляет соответЙ'верно 65,
белок не обнаружен.

Результаты седиментационного анализа и рассчитанные
намические параметры ЭПС приведены в табл. 2 и рис. З.

Экзополисахариды, синтезируемые Всгс. о/[ВО/г гор/ёt/гг$ 1

4/тдхсг, являются гетерогенными -- состоят из нескольких кол

Рис. 8. Седым
экзаподксахаридЁ
концентрация l
ро/дтуха при
ции ($): а--о
0,50 %; при ди4

2 -- концентрация ЭПС Вас: о/[ВО/г1&ор/гt/и$ при сl
0,175%; лри диффузии (Д): ж--0,400%, ё--о!

о,а00 %, к -- 0,350 %.

в -- 0,50 % , г -- 1 ,00 %
($) : д -- 0.350 %, в -

На неоднородность препаратов указывают результаты дифф]
в случае ЭПС Всгс. о/[ВО/гЕlгор/гt/и$ наблюдается кривая не 1

типа. ЭПС Вас. ро/#тдхсг в опытах по диффузии делится на т
нента с мол. массами ю0000, 70000, 3ю00, содержание котор
си составляет 25, 30 и 45 % соответственно.

Таким образом, ЭПС культур Вас о/!Вопя/гор/гt/гг$ и Вй
ха, представляют комплекс нескольких полисахаридов, что
ся с имеющимися данными литературы [6, 12, 14].

Т а б а и ц а 2. Гидродинамичикие свойства экзополисахаридов
ВфсЕИи$ а!!ВопlггорЬИгг$ и ВиИlи$ роЮтдхф

Продуце"ЭПС . $'20 .хl0-ю, в. 0иЖ0-7.
болен

ВасСllц$ огЁ опl€горЬЁ1и$

Вас. роЬтухф
2,5
3,6
3,6
3,6

1 ,0
2,3
з,з
7,4

15(

10с
7(
зг

П р и м е ч а н и е: $'гоу -- константа седимеш'азии; ])'ао.,
# Средняя молекулярная масса гетерогенного препарата.

константа д

Таблица З Соотношение моносахаридов в экзополисахаридах, синтез
куль'стражи Вас. оll€опЕ€горКСЕlг$ и Вас. роlутуха

Продуцент Глюкоза l Галак.года l Маннод8

Васю!!г&$ оИЁопЁ+горКЕlи$
Вас. роЦтухф



Кислые ЭПС, синтезируемые исследуемыми культурами, не отлича-
ются. друг от друга по моносахаридному.составу. Препараты содержат
маннозу, галактозу, глюкозу и фукозу (табл. З). Наблюдаются лишь
некоторые различия в количественном содержании фукозы в составе
экзово.Ёи€ахаридов.

Результаты по изучению моносахаридного состава ЭПС Вас. ро/д-
тдха и Вав. о/[ВО/гt горд /сг8 находятся в соответствии с данными ли-

той И00 В00 1509 {78В 28® 3000 зго0 34ео СМ'1

Рис. 4. ИК-спектры экзополис8харидов. синтезируемых культурами Вас.
0/!Вонг /горла/и$ (/) и Вфс. рофпгдхlг (2.).

тературы [Н] и подтверждают вывод о взаимосвязи таксономического
положения микроорганизмов и химическими особенностями их экзопо-
лисахаридов {П].

Результаты ИК-спектроскопии ЭПС изучаемых культур (рис. 4)
также указываю'г-н! сходство химического состава препаратов, так как
спектрограммы ЭПС обоих микроорганизмов имеют одинаковый контур
кривой. Максимумы поглощения на ИК спектрах изученньЕХ ЭПё
свидетельствуют о наличии в молекулах ЭПС двойных связей С=С,
С=О, М=О, аминогрупп, гидроксильных групп, групп СН, СН2, СНз
и Б-связей.

Таким образом, изучаемые бактерии Вас. о/[ВО/гЕlгорАt/гг$ и Вйс.
ро/дтдха прц культивировании их на жидких минеральных средах
продуцируют ЭПС сходного химического состава. По данным седймен-
тации и диффузии, ЭПС культур гетерогенны, и их фракции различа-
ются между собой по молекулярной массе. Результаты проведенных
исследований позволяют прогнозировать возможность использования
культур рода Вас //1г с целью получения биологически активных ЭПС.
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