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Установлена способность экзополисахаридов (ЭПС) Acinetobacter sp. защищать клетки продуцента от действия 

тяжелых токсичных металлов (Сu2+, Рb2+, Сr3+). Клетки из экспоненциальной фазы роста в присутствии ЭПС более 

устойчивы к металлам, чем клетки из стационарной фазы роста. Не выявлена защитная функция ЭПС по 

отношению с Cd2+ и Сr6+. Вероятно, у Acinetobacter sp. наряду с синтезом ЭПС существуют также иные механизмы 

устойчивости к металлам. 
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В работе Пирог с соавт. [1] показано, что экзо-

полисахариды (ЭПС), синтезируемые Acinetobacter sp. в 

оптимальных для роста условиях культивирования, 

защищают клетки продуцента от действия высоких и 

низких значений pH, повышенной температуры, 

высушивания, замораживания, биоцидов, детергентов. 

Ранее было установлено, что ЭПС, образуемые 

Acinetobacter sp., осаждаются токсичными металлами (Сr3+, 

Сu2+ , Pb2+, Cd2+, Al3+, Fe3+) [2, 3]. Очевидно, свойство ЭПС 

связывать ионы металлов в результате их осаждения 

является определяющим фактором в защите клеток от 

действия токсичных металлов. 

Проверка этого предположения определила цель 

настоящего исследования. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 

В качестве модельной системы для определения роли 

ЭПС в защите клеток Acinetobacter sp. от действия 

токсичных металлов использовали культуру, содержащую 

синтезированный ЭПС и клетки, находящиеся в 

экспоненциальной или стационарной фазе роста. 

Acinetobacter sp. выращивали на минеральной среде 

Кодама [4], содержащей 1% (по объему) этанола в качестве 

источника углерода. В среду дополнительно вносили 0.5% 

(по объему) дрожжевого автолизата и 0.0003% пантотената 

кальция. Бактерии культивировали в колбах на качалке 

(220 об/мин) в оптимальных для роста условиях: 

температура 28-30° С, pH 6.8-7.0 в течение 1-4 сут. В 

качестве посевного материала использовали двухсуточную 

культуру, выращенную на сусло-агаровой среде. 

Исследовали устойчивость клеток Acinetobacter sp. к 

каждому из металлов: Cu2+, Pb2+, Cd2+, Сr3+, Сr6+, которые 

вносили в среду в виде 0.1 М растворов солей CuS04 • 5Н20, 

Рb(NО3)2, Cd(N03)2 • 4Н20, K2Cr2(S04)4 • 24Н20 (хромовые 

квасцы), К2СrO4. Исследуемые концентрации металлов (мМ): 

Cu2+ – 0.5-3.0; Pb2+ – 0.5-5.0; Cd2+ – 0.5-10.0; Сr3+ – 0.5-7,0; 

Сr6+ – 0.5-10.0. 

Металлы вносили в среду в лаг-фазе, экспоненциальной и 

стационарной фазах роста бактерий. В начале процесса 

культивирования металлы добавляли в ростовую среду в 

концентрации 0.5–1.0 мМ. В ряде экспериментов 

одновременно с металлами вносили 0.25% очищенного ЭПС 

Acinetobacter sp. В экспоненциальной фазе роста все 

исследуемые металлы вносили в более высоких 

концентрациях (2.0–10.0 мМ); в стационарной фазе в 

культуру вносили только Сu2+ (0.75–3.0 мМ) и Сr6+ (5 мМ). 

Культивирование бактерий в присутствии металлов 

осуществляли в течение 2–72 ч после их внесения. Через 2 ч 

(в некоторых случаях также через 24 и 48 ч) проводили 

количественный учет жизнеспособных клеток по методу 

Коха на глюкозокартофельном агаре (ГКА). Использование 

ГКА обусловлено тем, что количество колоний Acinetobacter 

sp., вырастающих на этой среде, на порядок выше, чем на 

сусле-агаре. Через 72 ч пересевали бактерии на среду без 

металлов для выявления возможности восстановления 

жизнеспособности клеток после длительного контакта с 

металлами. 

Поскольку Pb2+, Cd2+, Сr3+ (в отличие от Сu2+ и Сr6+) 

взаимодействуют с компонентами среды Кодама (MgS04, 

КН2Р04, Na2HP04) с образованием нерастворимых сульфатов 

и фосфатов, роль 
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Таблица 1. Влияние экзополисахаридов на рост Acinetobacter 
sp. в присутствии Сu2+ 

 

Обозначения: I - рост в присутствии Cu2+; II - рост при 
пересеве на среду без Сu2+; наличие роста; - отсутствие роста; 
н. о. - не определяли. 

ЭПС в защите клеток Acinetobacter sp. от этих металлов 

исследовали следующим образом. Культуру в стадии 

экспоненциального роста стерильно центрифугировали в 

условиях, позволяющих осадить клетки и ЭПС (8000g, 15 

мин). Осадок трижды отмывали от остатков среды Кодама 

физиологическим раствором, центрифугируя (8000g, 15 

мин), затем суспендировали его в физиологическом 

растворе, в который вносили (мг/л): КСl – 50; NH4NO3 – 

100; КН2РO4 – 15, а также 0.5% этанола и 0.2% дрожжевого 

автолизата (среда А). В данную систему (клетки + ЭПС + 

среда А) вносили металлы и культивировали бактерии в их 

присутствии 2 ч, после чего проводили количественный 

учет жизнеспособных клеток. Применение среды А 

позволило исследовать влияние металлов на клетки 

Acinetobacter sp., находящиеся в ростовых условиях, и 

исключить образование нерастворимых солей металлов, 

т.е. исключить факторы, которые наряду с ЭПС могли 

оказать влияние на устойчивость клеток к металлам. В 

данных опытах Acinetobacter sp. выращивали до середины 

экспоненциальной фазы роста на среде Кодама. Это 

обусловлено тем, что в настоящей работе исследовали 

защитные функции ЭПС Acinetobacter sp., синтезируемых 

бактериями в оптимальных для роста условиях 

культивирования. Среда А не является оптимальной для 

роста Acinetobacter sp. 

Влияние Pb2+, Cd2+, Сr3+ на рост Acinetobacter sp. при 

внесении этих металлов в начале процесса 

культивирования исследовали при выращивании бактерий 

на минеральной среде А. 

Для получения клеток Acinetobacter sp., свободных от 

ЭПС, проводили ультразвуковую обработку культуры в 

экспоненциальной фазе роста, как описано ранее [1]. 

Клетки, свободные от ЭПС, суспендировали в среде А или 

физиологическом растворе, добавляли металлы, инкубиро-

вали 2 ч, после чего осуществляли количественный учет 

жизнеспособных клеток путем высева на ГКА. 

Опыты по устойчивости клеток Acinetobacter sp. к 

металлам проводили в трех повторностях. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

При культивировании бактерий в оптимальных для 

роста условиях содержание ЭПС в культуральной 

жидкости в середине экспоненциальной фазы роста 

составляет 0.5-0.7; в конце экспоненциальной фазы – 1.3–

1.5; в стационарной – 1.7–2.0 г/л [1]. Вязкость 

культуральной жидкости в экспоненциальной фазе роста 

составляет не более 40–50 сСт, в стационарной фазе может 

достигать 400–600 сСт. Таким образом, исследовали 

устойчивость клеток Acinetobacter sp. к металлам по мере 

увеличения количества синтезированных ЭПС и вязкости 

культуральной жидкости. 

При внесении всех исследуемых металлов, за 

исключением Cd2+, в ростовую среду в начале процесса 

культивирования Acinetobacter sp. не наблюдали роста 

культуры (табл. 1 и 2). Пересев бактерий чрез 72 ч 

выращивания в присутствии Сu2+, Сr3+, Сr6+, Рb2+ на среду 

без металлов не сопровождался восстановлением их роста. 

При внесении в начале процесса культивирования одно-

временно с металлами 0.25% ЭПС Acinetobacter sp. также 

не отмечали роста бактерий. Однако пересев клеток через 

72 ч их инкубации в присутствии металлов и ЭПС на среду 

без металлов приводит к восстановлению роста культуры 

(табл. 1 и 2). 

Внесение Сu2+ в экспоненциальной фазе роста 

Acinetobacter sp. сопровождалось остановкой роста 

бактерий (табл. 1). При пересеве такой культуры через 72 ч 

на среду без металла рост и разви- 

Таблица 2. Влияние металлов на рост Acinetobacter sp. при внесении их в ростовую среду в начале процесса культивирования 

 

Примечание. наличие роста; отсутствие роста; концентрация ЭПС в среде составляла 0.25%.  
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тие клеток Acinetobacter sp. возобновлялись. В этом случае 

отмечали только увеличение длительности лаг-фазы на 36–

40 ч. 

Количество жизнеспособных клеток после внесения 

Сu2+ (0.75 и 1.5 мМ) в культуру на экспоненциальной 

стадии роста не снижалось через 2 ч инкубации (рис. 1а). 

Повышение концентрации Сu2+ до 3.0 мМ сопровождалось 

гибелью 20% клеток. Клетки в стационарной фазе роста 

оказались менее устойчивыми к Сu2+ по сравнению с клет-

ками в экспоненциальной фазе роста. Так, добавление Сu2+ 

(0.75; 1.5; 3.0 мМ) к таким клеткам приводило к снижению 

количества жизнеспособных клеток через 2 ч на 10–20,20–

30 и 50-65% соответственно (рис. 16, 1в). 

После 48 ч инкубации с 1.5 мМ Сu2+ культуры в 

экспоненциальной фазе роста отмечали гибель 30% 

клеток; инкубация в аналогичных условиях клеток из 

начальной стационарной фазы роста сопровождалась 

гибелью 60% клеток. 

Добавление 1.5 мМ Сu2+ к клеткам, свободным от ЭПС, 

приводило к снижению количества жизнеспособных 

клеток на 60% через 2 ч (рис. 1а). 

На рис. 2 представлены данные по выживаемости 

клеток Acinetobacter sp. из экспоненциальной фазы роста в 

присутствии различных концентраций Сr+ и Рb2+. При 

добавлении 3.0 и 5.0 мМ Сr3+, а также 2.0–5.0 мМ Рb2+ и 

инкубации в присутствии металлов в течение 2 ч 

практически все клетки оставались жизнеспособными. 

Повышение концентрации Сr3+ до 7.0 мМ приводило к ги-

бели 20% клеток. После удаления ЭПС из культуры 

количество жизнеспособных клеток в присутствии Сr3+ 

снижалось на 80–95%, в присутствии Рb2+ – на 55–60% 

(рис. 2). 

При внесении Сr6+ (5.0 мМ) в культуру в экспо-

ненциальной фазе роста не наблюдали гибели клеток (рис. 

За). Повышение концентрации Сr6+ до 7 и 10 мМ 

приводило к снижению количества жизнеспособных 

клеток на 20 и 35% соответственно. После инкубирования 

в присутствии Сr6+ отмытых от ЭПС клеток их 

жизнеспособность не изменялась. Клетки из стационарной 

фазы роста оказались менее устойчивыми к Сr6+ по 

сравнению с клетками из экспоненциальной фазы (рис. 

36). 

Инкубация в течение 2 ч клеток Acinetobacter sp. из 

экспоненциальной фазы роста в присутствии 5.0 мМ Cd2+ 

не сопровождалась снижением количества 

жизнеспособных клеток (рис. Зв). При повышении 

концентрации Cd2+ до 7.0 и 10.0 мМ наблюдали гибель 10 

и 15% клеток соответственно. Аналогичные изменения 

количества жизнеспособных клеток в присутствии Cd2+ 

отмечали также после инкубирования их без ЭПС (рис. 

Зв). 

На рис. 4 представлены данные по выживаемости в 

присутствии Сr6+, Рb2+ и Cd2+ клеток Acinetobacter sp. из 

экспоненциальной фазы, свободных от ЭПС и 

находящихся в ростовых (среда А) 

 

Рис. 1. Выживаемость клеток Acinetobacter sp. из се-

редины экспоненциальной (а), начальной (б) и поздней 

(в) стационарной фаз роста в присутствии Сu2+. 

Концентрации Сu2+ (мМ): 1 - без Сu2+; 2 - 0.75; 3,5 - 1.5; 4 

- 3.0.1-4 - клетки в присутствии ЭПС; 5 - клетки, 

свободные от ЭПС. Время инкубации в присутствии Сu2+ 

составляло 2 ч, клетки после отделения ЭПС 

суспендировали в среде А. 

 

Рис. 2. Выживаемость клеток Acinetobacter sp. из экс-

поненциальной фазы роста в присутствии Сr3+ (а) и Рb2+ 

(б). Концентрации Сr3+ (мМ): 1 - без Сr3+; 2 - 3.0; 

3,5 - 5.0; 4,6 - 7.0. 1-4 - клетки в присутствии ЭПС; 5 , 6 -  

клетки, свободные от ЭПС. Концентрации Рb2+ (мМ): 1  

-  б е з  Рb2+; 2 - 2.0; 3 , 5 -  3.0; 4 , 6 -  5.0. 1 - 4  - клетки в 

присутствии ЭПС; 5 , 6 -  клетки, свободные от ЭПС. 

Время инкубации с металлами составляло 2 ч, клетки 

после отделения ЭПС суспендировали в среде А. 

и неростовых (физиологический раствор) условиях. В 

неростовых условиях устойчивость бактерий к Сr6+ и Рb2+ 

оказалась выше, чем устойчивость к таким же 

концентрациям металлов в рос- 
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Рис. 3. Выживаемость клеток Acinetobacter sp. из экс-

поненциальной (а, в) и стационарной (б) фаз роста в 

присутствии Сr6+ (а, б) и Cd2+ (в), а: концентрации Сr6+ 

(мМ): 1 - без Сr6+; 2 - 5.0; 3,5 - 7.0; 4,6- 10.0.1- 

4 - клетки в присутствии ЭПС; 5,6 - клетки, свободные 

от ЭПС; б: концентрация Сr6+ во всех вариантах 

составляла 5.0 мМ. 1 - без Сr6+; 2,3- клетки из на-

чальной и поздней стационарной фаз роста соответ-

ственно; в: концентрации Cd2+ (мМ): 1 - без Cd2+; 2, 
5 - 5.0; 3,6 - 7.0; 4,7-10.0.1-4 - клетки в присутствии 
ЭПС; 5-7 - клетки, свободные от ЭПС. Время инку-
бации с металлами составляло 2 ч, клетки после отде-
ления ЭПС суспендировали в среде А. 

Рис. 4. Выживаемость клеток Acinetobacter sp., сво-

бодных от ЭПС, в присутствии Сr6+ (а), Рb2+ (б) и Cd2+ 

(в). 1 - без металлов; 2,3 - клетки в среде А;4, 5 - 

клетки в физиологическом растворе. Концентрации 

Сr6+ и Cd2+ (мМ): 2,4 - 7.0; 3,5 - 10.0. Концентрации 

Рb2+ (мМ): 2,4 - 3.0; 3,5 - 5.0. 

товых условиях. Кроме того, в неростовых условиях 

клетки, свободные от ЭПС, были более устойчивы к Сr6+, 

чем клетки до отделения ЭПС, находящиеся в ростовых 

условиях (рис. 3а и 

рис. 4а). Выживаемость клеток, свободных от ЭПС, при 

добавлении Рb2+ в неростовых условиях не отличалась от 

выживаемости в ростовых условиях клеток в присутствии 

ЭПС (рис. 2б и рис. 4б). Устойчивость к Cd2+ была 

одинаковой для клеток до и после отделения ЭПС, 

находящихся как в ростовых, так и в неростовых условиях 

(рис. Зв и рис. 4в). 

Приведенные данные по различной устойчивости к 

Сr6+ и Рb2+ клеток Acinetobacter sp., свободных от ЭПС и 

находящихся в ростовых и неростовых условиях, 

позволяют предположить, что в неростовых условиях эти 

металлы “метаболически” недоступны для клеток, чем и 

объясняется высокая устойчивость к ним бактерий. По-

лученные результаты свидетельствуют о том, что 

исследование биологических функций ЭПС (в частности, 

защитных функций) должно проводиться на растущих 

популяциях. 

В работе Таширева [5] отмечается, что биологический 

эффект взаимодействия микроорганизмов с металлами 

определяется концентрацией металла, степенью его 

токсичности, а также метаболическим потенциалом 

микроорганизмов. При этом по отношению к любому 

элементу могут быть определены три значения его 

концентрации, при которых: металл необходим для под-

держания нормального метаболизма клетки; металл 

находится в избытке и ингибирует метаболизм, в этом 

случае включаются защитные механизмы, 

компенсирующие отрицательное действие металла; металл 

в летальной дозе необратимо подавляет развитие 

популяции. 

Результаты наших исследований показали, что 

устойчивость к одной и той же концентрации металла 

отличается у клеток, находящихся в различном 

физиологическом состоянии. Так, в начале процесса 

культивирования рост Acinetobacter sp. подавляется и 

наблюдается гибель всех клеток при внесении в ростовую 

среду 0.5 мМ исследованных металлов (за исключением 

Cd2+). Клетки, находящиеся в экспоненциальной фазе 

роста, сохраняют жизнеспособность при концентрациях 

металлов на порядок выше (3-10 мМ). В стационарной 

фазе роста устойчивость бактерий к аналогичным 

концентрациям металлов несколько снижается. Ранее [1] 

нами также было показано, что клетки Acinetobacter sp. в 

экспоненциальной фазе роста более устойчивы к действию 

формальдегида, додецилсульфата натрия, нагреванию, 

замораживанию. В работе Пирог с соавт. [1] предложено 

несколько гипотез, позволяющих объяснить это явление. 

Приведенные в настоящей статье экспериментальные 

данные позволяют предположить, что у Acinetobacter sp. 

существует несколько механизмов устойчивости бактерий 

к металлам, причем на разных фазах роста культуры могут 

функцио- 
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нировать различные их типы. Из литературы известно, что 

в лаг–фазе может происходить поглощение металлов за 

счет физико-химической сорбции их клеточной стенкой, а 

также осаждение металлов экзометаболитами (в том числе 

и ЭПС), внесенными в среду с посевным материалом [5]. В 

экспоненциальной и стационарной фазах роста 

Acinetobacter sp. защита клеток от действия тяжелых 

токсичных металлов обусловлена осаждением их 

синтезированными ЭПС (образование нерастворимых 

соединений “металл-ЭПС” [2, 3]). Мы предполагаем, что 

более высокая устойчивость к металлам клеток 

Acinetobacter sp. в экспоненциальной фазе роста может 

быть обусловлена наличием ассоциированных с клетками 

полисахаридов, которые препятствуют проникновению 

металлов в клетки. В стационарной фазе роста 

ассоциированные с клетками полисахариды 

высвобождаются в среду. Очевидно, следует учитывать и 

тот факт, что в культуральной жидкости, кроме ЭПС, 

могут содержаться и другие полимеры (например, 

ферменты), которые также могут определять устойчивость 

клеток Acinetobacter sp. к некоторым металлам. 

Из литературы известно, что защита от токсичных 

концентраций металлов у микроорганизмов проявляется в 

образовании различных веществ, связывающих металлы в 

форме малотоксичных соединений. 

Устойчивость к Аl3+ у Pseudomonas fluorescens АТСС 

13525 обусловлена образованием в процессе роста 

бактерий гелеобразного Аl3+-содержащего осадка, который 

состоит в основном из липидов и не содержит в своем 

составе белка и углеводов [6]. 

В присутствии тяжелых металлов многие мик-

роорганизмы синтезируют металлосвязывающие белки [7-

10]. Способностью связывать ионы металлов обладают 

капсульные и внеклеточные полисахариды [11-17]. 

Во многих случаях устойчивость к металлам у 

микроорганизмов детерминируется плазмидами [18]. 

Известны следующие механизмы резистентности к 

металлам, детерминируемые плазмидами: энергозависимая 

система вывода катионов и анионов из клетки (АТФаза), 

репарация повреждения ДНК, вызванная металлами (в 

частности, Сu2+), аккумуляция металлов в периплазме и 

наружной мембране, восстановление металлов и др. [18]. 

Механизмы устойчивости микроорганизмов к 

действию тяжелых металлов можно разделить на 

конститутивные и индуцибельные. Например, образование 

металлосвязывающих белков в присутствии металлов 

является индуцированным механизмом защиты. В то же 

время синтез ЭПС является конститутивным, однако 

увеличение образования этих соединений в ответ на 

наличие в 

среде металлов [16] можно рассматривать как ин-

дуцированный защитный механизм. 

Наши исследования показали, что ЭПС, синтезируемый 

Acinetobacter sp., защищает клетки продуцента от действия 

Сu2+, Рb2+, Сr3+. Не установлена защитная роль ЭПС 

Acinetobacter sp. по отношению к Сr6+ и Cd2+. Обращает на 

себя внимание факт устойчивости Acinetobacter sp. к 

высоким концентрациям этих металлов: при инкубации 

бактерий из экспоненциальной фазы роста в течение 2 ч в 

присутствии 5.0 мМ обоих металлов не наблюдали гибели 

клеток. Внесение Cd2+ (1.0 мМ) в ростовую среду в начале 

процесса культивирования не приводило к ингибированию 

роста бактерий и гибели клеток, как это было установлено 

для остальных исследуемых нами металлов. 

Очевидно, у Acinetobacter sp. существуют иные, не 

связанные с наличием ЭПС механизмы устойчивости к 

Cd2+ и Сr6+. 

Так, например, Cd2+ и некоторые другие металлы 

накапливаются на поверхности клеток в виде 

нерастворимых металлофосфатов (CdHPO4, например), 

причем в некоторых случаях их образование сопряжено с 

активностью кислой фосфатазы периплазмы, 

освобождающей неорганический фосфат [19, 20]. 

Устойчивость Staphylococcus aureus к Cd2+ обусловлена 

функционированием энергозависимой системы выведения 

этого металла из клетки [21]. Устойчивость к Cd2+ может 

быть обусловлена также образованием 

металлосвязывающих белков [7, 8]. 

В работе Анисимовой и Воронина [18] отмечается, что 

резистентность к хроматам может контролироваться как 

плазмидными, так и хромосомными генами. Устойчивость 

к Сr6+ у Pseudomonas aeruginosa детерминируется плазми-

дой pUM505, у P. fluorescens - pLHBl. В штамме 

Alcaligenes eutrophus СН37 резистентность к Сr6+ 

определяется плазмидой pMOL28, а к Cd2+ - плазмидой 

рМОLЗО. У всех указанных выше плазмид устойчивость к 

хроматам определяется одним сходным механизмом: 

уменьшением аккумуляции  

СrО4
2-за счет снижения его ввода [18]. 

Для выявления возможных механизмов устойчивости к 

Сr6+ и Cd2+ у Acinetobacter sp. необходимо проведение 

дальнейших исследований. 

Таким образом, в результате проведенной работы 

установлена способность ЭПС Acinetobacter sp. защищать 

клетки продуцента от действия тяжелых токсичных 

металлов (Сu2+, Рb2+, Сr3+). Не выявлена защитная функция 

ЭПС по отношению к Cd2+ и Сr6+. Обсуждается 

возможность функционирования у бактерий нескольких 

механизмов устойчивости к металлам и влияние 

физиологического состояния продуцента на проявление 

этой устойчивости. 
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Рецензент И.В. Ботвинко 

Role of Acinetobacter sp. Exopolysaccharides in Protection against Heavy Metal 

Ions T. P. Pirog 
Institute of Microbiology and Virology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kiev, Ukraine  

Abstract—Exopolysaccharides (EPS) produced by an Acinetobacter sp. were found to be capable of protecting its cells 

against heavy metal ions (Cu2+, Pb2+, and Cr3+). In the presence of EPS, exponential cells were more metal-resistant than 

stationary cells. EPS were not protective with respect to Cd2+ and Cr6+. In addition to EPS production, Acinetobacter sp. 

probably has other protective mechanisms. 

Key words: exopolysaccharide, heavy metals, resistance, protective functions, physiological state.  
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