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И НЕАЦИЛИРОВАННЫЙ КОМПОНЕНТЫ

Разработан метод раэде.гзения экэополииахаридов (ЭПС) Лсlпв/обвсфг $р.
на &килировавный и иеацидироваины;й компоненты. Оба яодисахарида
характгеризуются одинаковым молярным соотношением ;нейтральных моиосаха-
ридов '(рамноэы, маннозы. галактоэы. глюкозы). глюкуроновой и пировино1'род-
ной кислот. Предполагается зависимость свойств растворов ЭПС Дсгпе(обвсфг
$р. от соотношения в их составе ацилированногю и неацилированнорю
полисакармдфв.

Ранее было установлено, что в состав экзополисахаридов (ЭПС) Лсlпиодасlег
$р. входят остатки нейтральных моносахаридов глюкозы, галактозы, маннозы и
рамнози, а также кииые 1'руины, представленные остатками пировиноградной
и глюкуроновой кихот. Установлено, что остатки нейтральных моносахаридов
этерифицированы жирными кимотами П, 8]. Следует о'гметить, что наличие
в составе ЭПС жирных кис.дот, имеющих эхзогенную природу, обычно не ха-
рактерно для микробных экзополисахаридов. Известен лолисахарид эмульсан,
углеводная цепь которою.этерифицирована жирными кислотами Ц2]. Благодаря
этому эмульсан является прекрасным эмульгатором. Наличие жирных кислот в
составе ЭПС Лсйге/о&вс@г $р. обусловливает ряд уникальных свойств их растворов:
способность к структурированию в присутствии одно- и двухвалентных .катионов ,
увеличению вязкости при низких скоростях сдвиги, при понижении рН и др.
[ 1 ,.2 ], причем для растворов дезацилированных ЭПС такие свойства не характерны

В связи с этим основное внимание в наших исследованиях бьио направлено
на установление закономерностей образования ЭПС с высоким содержанием в
их составе жирных кислот. Результаты предьщущих исс.ледований показали, что
в зависимости от условий культивиро.вания продуцента содержание жирных
кихот в препаратах может изменяться в пределах 1,5--6,0% [8 ]. Это явление
можно обьяснить одной из двух причин: либо степень этерификации молекул
полисахарида жирными кис.нотами определяется условиями роста культуры, либо
кислый ЭПС Лсйгв/о&йс/вг $р. состоит из двух компонентов, один из которых
содержит жирные кимоты. Для проверки этих гипотез необходимо бьыо разра-
ботать способ виде.пения иа исходное препарата компонента ЭПС, сбдержащею
жирные кислоты, цто и явллфсь главным предметом данном исследования

Материалы и методы исследования

Культивирование продуцента ЭПС. Бактерии Лсlрге/обйс&г $р. выращивали
на жидкой среде Кодама [6 ], содержащий 1 06.% этанола в качестве источника
углеродною питания. В среду дополните.льна вносили 0,0003% пантотената
кальция, 0,5 06.% дрожжевою автолизата и КС1 до конечной концентрациигг+ Л ЛС 11

Культивирование Лсt/гвlо&ас/вг $р. осуществля.ди в колбас объемом 750 мл со
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ЮО мл среды на качалке (220 06/мин) при 30' в течение 5 сут. В качестве
посевной материала использовали 2-суточную культуру, выраженную на рус-
ла-угаре.

Выделение ЭПС. Культуральную жидкость. содержащую ЭПС, диализовали
против дистиллированной воды в течение 7 сут, разбавля.ли кисти.мированной
водой в 2--3 раза; центрифугировали для отце.пения клеток. Супернатант кон-
центрировали в вакууме(50') дф первоначальном объема, после чею осаждали
ЭПС добавлением 1,5 Объема изопропанола. Осадок ЭПС промыва.пи в чистом
изопропдноле и высушивали при комнатной температуре.

Разделение ЭПС. Для вьщеления ЭПСl, содержащей жирные кис.лоты, ис-
пользовали растворы исходного ЭПС с концентрацией углеводов 0,01--0,02%,
переводш1и их. в Н'-форму путем обработки ка'гионитом КУ-2-8 (Н') (500 мг
смолы на юO мл раствора ЭПС) до достижения постоянного значения рН. Смолу
отделяли центрифугированием. ИO мл раствора ЭПС в Н+-форма помешали в
цилиндрическую делительную воронку объремом 500 мл, добавляли ЮО мл хло-
роформа или гексадекана, воронку закрывали пришлифованной пробкой и встря-
хивали (эмульгировали) в течение 1--7 мин. Полученную после эмульгирования
смесь оиавляли в дмитшьной воронке на 24 ч д.пя разделения фаз, после чего
отдельно сбивали .эм-ульсию и водную фазу, центрифумровали их при ]2 000 В
в течение 30 мин для удаления ос'катков одной фазы из другой. При использовании
хлороформа водную фазу упаривали на роторном испарителе для удаления
хлороформа и концентрирования раствора ЭПС; с эмульсией проводили ту же
операцию, предварительно добавив к ней три объема дистиллированной воды.
В случае использования гексадекана к эмульсии добавляли два объема изопро-
панола, выпавший осадок ЭПС мноюкратно промывали изопропанолом для
удаления ос'катков гексадекана. Полисахаридн из водной фазы, а также иэ
эмульсии хлороформа осаждали добавлением двух объемов изопропанма. Полу-
ченные осадки ЭПС промывали чистым иэопропанолом и сушили при комнатной
'гемлературе(1 этап разделения) .

Аналогичную операцию с хлороформом повторяли еще 2 раза для растворов
пмисахаридов, вьщеленных из водной фазы (П и И1 этапы разделения). ЭПС,
выделенные из эмульсии на трех этапах разделения, объединми. Из водной
фазы ЭПС бьы вьщелен на П1 этапе раэдо1ения (рисунок).

Определение химического состава ЭПС. Д.ля определения нейтральных мо-
носахаридов и уроновых кислот, входящих в состав ЭПС .4сlпв/огрфс1вг $р.
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Таблица 1

Влияние времени эмульмрования на эффективность
р8здиежкя ЭПС ,{с/тlо&Егс1и $р.

в ватой Ф8и, % отСодержание
углеводов в исходиом растворе

1

2
З
4
5
6
7

62,8
61,5
п.о

48,8
48.5
4815

Таблица 2

Вьжод ЭНС } в процессе разве.#:ения исходиою преlгар8'га

Содержание углеводов. % Выход ЭПС 1
% о? и€ходжо:ю

эпсв водной фаю

}
П
п1

70,0
82,0

зо,о
18,0

15,0
6,3

8 Числа в коломках 2 и Э йоказыиют проценты от содержания углеводов в водной
фазе. полученной на предыдущем папе.

образцы 1'идролизовали . в запаянннх ампулах с 2Ы трифгоруксусной кислотой
в течение 2,5 ч при 121'. Содержание нейтральных моносахаридов и уроновых
кислот определяли с помощью угиеводною анализатора«В101юпК 1.С-2000»
(колонка 0,38 х 12,5 см, смола 1)]опех Ах8-П) в 0,5 М Ыа-боратном буфере
(рН 8,0) при 60' и 0,04 М фосфатном буфера(рН 2,4) при 70' соотвектвенно,
детектировали при 570 нм после реакции с 2,2'-бицинхонинатом меди.

Содержание углеводов в ЭПС опреде.мяли по реакции с фенолом и серной
кислотой П03, пировиноградной кислоты -- по описанному методу П 1], жирных
кислот -- вёсовнм методом после дезацилирования растворов ЭПС и выражали
в процентах к весу условно сухом вещества. За условно сухое вещество принимали
ве1цество, не теряющее веса при высушивании в вакууме при 40' Для дезаци-
лирования к 0,15%-ннм раствором ЭПС добавляли боршдрид натрия и твердый
МаОН из расчета ю и 500 мг соответственно на юO мг ЭПС, выдерживали при
периодическом перемешивании в течение 48 ч лри комнатной температуре, пос.ле
чею нейтрализовали растворы концентрированной соляной кислоюй и осущест-
вляли пятикратную экстракцию жирных кино'т гексаном. Для удаления гексана
полученный экстракт упаривали на роторном испарителе до постоянной массы.

Выделение дезацилированных ЭПС. Для въщеления деэацилировайных ЭПС
к раф'ворам, полученным после экстракции жирных кислот, добавляли изопро-
панол, осадки ЭПС растворяли в дистиллированной воде, растворы диализовали
про'гив дистиллированной воды в течение 5 сут, после че1Ъ концентрировали в
вакууме и осаждали ЭПС изопропанолом.
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/ Таблица З

Химический состав Э11С Лсаигобас1вг$р

Содержание, % к весу условно сухого

эпс
{ое

10шение
п: и маннозы

Исходный:
до дезашиирования
дезацилированный

эпс ь
до дезацилиров8ния
дезацидированньй

ЭПС 2:

до дезацидирования
дезацилированный

57.0
66.0

50,0
61.Э

60,9
63,7

Э,35
4,8Э

2,77
4.20

з,л
4,62

6,5
0

12,4
0

1 ,0
0

0,35 ! 1

0,45 : 1

Р,34 : 1

0,42 : 1

о,э3 : 1

0,42 : 1

+ ПВК -- гтровиног'рВАная кислота

Таблица 4

Молярное соотношение сахаров в :Э11(; .Асй1вlо&йс/€г$р

вая
кислота

Исходный
эпс 1

ЭПС 2

1

1

0.9

0,83
0.70
0.80

Результаты

Установлено, что растворы ЭПС Лсlргв#о&вс&г$р. эмульгируют минеральные
и растительные масла, не(Ьть, пентадекан, гексадекан, значительно хуже бензол ,
причем более высокой эмульмрующей активностью обладают растворы полиса-
харидов в Н'-форме(Н'-ЭПС) . Иэ исследованных соединений в качестве субстрата
для эмульмрования при разделении ЭПС .4с!/гв/о&ас/вг $р. нами бьт выбран
гексадекан. Установлено, что ес.пи эмульсию нксадекана в растворе Н'-ЭПС
раздели'гь центрифумрованием, я'о концентрация полисахарида в водной фазе
снижается в 2 раза. Мы предположили, что часть полисахарида, имеющая
большее уродство к пщрофобннм соединёниям, чем к воде, переходит в эмульсию.
В связи с этим были выделены препараты ЭПС из водной фазы и эмульсии.
Полученные препараты различались по свойпвам и внешнему виду. ЭПС из
эмульсии представлял собой хлопья серого цвиа и практически не растворялся
в воде и солевых растворах. Подщелачивание или подкисление воды также не
способствовало рафворению. ЭПС, вьщеленный из водной фазы,-- белую цвета,
ни1'евидный, легко расгворим в воде.

Таким образом, при помощи эмульгирования в гексадекане исходный Н'-ЭПС
можно разделить на два компонента, различающихся по внешнему виду и
свойствам. Однако дальнейший анализ гидрофобною компонента оказался не-
возможным вследствие епо нерастворимости в воде.
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Поскольку кксадекан являекя малолетучим соединением(температура к
пения 287'), мн предположи1ли, что жать ею необрат'имо связывается с моле=
кучами пщрофобною компонента Н+-ЭПС, и эго приводит к потере способности
последнем растворяться в водных системах. Поэтому далее в качестве субстрата
для эмулы'ирования испо.йьзовался хлороформ.

При изучении динамики связывания ЭПС хлороформом установлено, что
оптимальное время эмульмрования составляе'г 5 мин. За это время в эмульсию
переходит около 50% полисахарида(табл. 1) . Проведение трех этаповраздмения
(рисунок) позволяет въщелить из исходного препарата 70% ЭПС. При этом на
1 этапе ею выход составляет 50%, на И -- 15, на П1 -- б,З% (табл. 2). Пол-
исахарид, переходящий после эмульгирования в эмулкию, бш1 назван ЭПС Ь
а препарат, полученный из водной фазы после разделения исходное ЭПС,--

Следует отметить, что ЭПС 1, вьщеленный при помощи хлороформа, внешне
не отличался о'г препарата, выделенного из эмульсии с применением гексадекана,
однако хорошо раиворялся в воде; дри этом, в отличиё от ЭПС 2, для ею
растворения необходима бьиа ще.дочь (1 г ЫаОН для растворения 1 г ЭПС 1).

Следующий этап работы состоял в сравнительном химическом анализе исхадно10
ЭПС, ЭПС 1 и ЭПС 2. Установлено, чю в исхсищом ЭПС Лсйи&)би&г $р. содержится
6,5% жирных кислот, в ЭПС 1 -- 12,4% и в ЭПС 2 -- 1,0% жирных кислот
(табл. З). Следует отметить, что содержание углеводов в ЭПС 2 на ю--П%
выше, чем в ЭПС 1. Поф1е дезацилирования для всех исследуемых ЭПС отмечается
повышение содержания углеводов в их составе, соответствующее коди'lеству
отщеменннх жирных кислот: наиболее заметное (Н,З%) характерно для ЭПС
1 , в с.пучае ЭПС 2 содержание углеводов увеличивается незначительно. После
дезацилирования количество углеводов в ЭПС всех типов становится практически
одинаковым -- 60--63% (табл. З) .

Сравнение моносахарищною состава исходное ЭПС и выделенных из нею
ЭПС 1 и ЭПС 2 показало, что исследуемые ЭПС содержат одинаковый набор
сахаров (табл. 4). Молярное соотношение рамнозы, маннозы, галактозы. глюкозы
и глюкуроновой кислоты в составе всех трех полисахаридов практически оди-
наковое и сос'гавляет 1 : 2 : 1 : 3,5 : 1. Заниженное количество глюкуроновой кис-
лоты объясняется ее деградацией при гидролизе. Содержание уроновйх кислот,
определяемое ло методу Дите, в -ЭПС Лсйгв(оба«вг $р. составляет 15--17% [8 ].
Молярное соотношение ПВК и маннозн в исследуемых ЭПС также одинаковое
(табл. З). Ею значения, установленные для дезацилированных ЭПС, несколько
выше, чем для ЭПС до дезацилирования ((0,42--0,45) : 1 и .(0,33--0,35) : 1

соответственно> , что можно обьяснить устойчивостью ЭПС, не подверг'нутых
дезацилированию, в условиях кислотнот 1'1щролиза [1 ].

Таким образом, установлено, что ЭПС Лсlпв/огрвс/вг $р. состоит из двух
кислнх полисахаридов. Полученные ЭПС характеризуются одинаковым молярным
соотношением нейтральных моносахарцдов(рамнозы, маннозы, гтактозы и глю-
козы),. глюкуроновой и пировиноградной кислот, что свидетельствуют об иден-
тичности их химическом состава. Различие между полисахаридами состоит в
содержании жирных кислот -- в ЭПС 2 их содержание значитмьно ниже, чем
в ЭПС 1 а,0 и 12,4% соответственно).

Низкое содержание жирных кислот в ЭПС 2 позволяет предполагать, что
этот компонент исходного ЭПС является неацилированным полисахаридом. При-
сутствие жирных кислот объясняется тем, что описанннм выше способом нельзя
добиться идеальном разделения двух полисахаридов, и в полученных препаратах
ЭПС 2 присутствует некоторое количес'гво ЭПС 1. Другая возможность состоит
в том, что описанный выше метод разделения полисахаридов представляет собой
экстракцию тидрофобною компонента ЭПС хлороформом, поэтому мн не иск-
лючдем возможности попадания следовых количеств жировых загрязнений (в
том числе обломков клеток) в растворы ЭПС 2.

ЭПС 2
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Обсуждение

На сегодняшний день методы разделения кислнх полисахаридов, один из
которых содержит жирные кислоты, не известны. Существующие методы позво-
ляют разделить полисахариды на компоненты различной молекулярной массы
(например методы гель-хроматографии и градиентною центрифугированияlЗ,
9 ]); кислый и нейтральный полисахаридн можно фракционировать на анионитах
цем1олозн (ДЭАЭ и ЭКТЕОЛА) 14, 7] или при обработке цетилтриметилам-
монием бромистнм (цетавлоном) [5, 7].

Одним из методов, позволяющим разделить внцества, одно из ко'горах обладает
мдрофобной частью, является фракционирование на колонке с мдр«]юбными
носителями, однако ею применение для препаративного разделения ЭПС огра-
ничено длительностью и трудоемкомьй эюю метода, а также высокой вяэкостью
достаточно концентрированннх растворов кислые ЭПС.

С друг'ой стороны, известно, что растворы ацилированных полисахаридов
обладают эмульгирующими свойствами. Следовательно, если к раствору исходного
препарата ЭПСl, представляющее собой смесь полисахаридов с жирными кис-
лотами и без них, добавить субстрат для эмульгирования, то в эмульсию будут
переходить только ацилированные молекулы. Эмульгирование углеводорода в
растворе ЭПС было использовано Сит1сК 1). 1.. с соавт. при вьщелении из
куды'ральной жидкости ацилированного полисахарида эмульсана, синтезируе-
мою Лсlпгв#обас/ег са/соасв/!сгг$ КАС-1 [12 ]. Наши эксперимёнты показали, что
данный подход можно с успехом использовать и для разделения полисахаридов,
один из ко1'дрых ноет в своем составе остатки жирных кис.лот.

Выше бьио отмечено, что препараты ЭПС 1, вщменные при помощи гек-
садекана, теряют.способность растворяться в воде. Данное явление можно обь-
яснить тем, что часть молекул гексадекана необратимо связывается с молекулами
ЭПС 1 благодаря наличию в ею составе остатков жирных кислот. Это предпо-
ложение тем более вероятно, что размеры углеводородных цепей жирных кислот
из полисахаридов (Сю-С.8 [1]) близки к размеру цепи гексадекана. Такое
мдрофобное взаимодействие должно быть достаточно сильным, поскольку мно-
юкратная отмывка гексадекановнх препаратов ЭПС 1 изопропанолом, способным
растворять гексадекан, не способствовала ратворению полисахарида в воде.
Вероятно, цепь ЭПС 1 при взаимодействии с каплями углеводорода ориентируется
таким образом, что пщрофильные группы плотно экранируют гексадекан, свя-
занный с остатками жирных кислот, и это не позволяет молекулам изопропанола
проникнуть к кксадекану. Использование хлороформа вместо углеводорода по-
зволяет удалить его остатки из препаратов ЭПС 1 испарением блаюдаря хорошей
летучести этот растворителя. Очевидно также, что сила гидрофобною взаимо-
действия между остатками жирных кислот, входящих в состав ЭПС 1 , недостаточна
для тою, чтобы сформировать нерастворимые конгломераты макромолекул поли-
сахарида.

В связи с этим интересно отметить, что эффективное разделение полисахаридов
возможно только в том случае, если они предварительно бьыи переведены в
Н'-форму. Этот факт, вероятно, объясняется тем, что при замене в составе ЭПС
катионов на протоны меняется конформация молекул, и аЛифатические концы
жирных кислот, этерифицирующих ЭПС, ориентируются таким образом, что
могут эффективнее контактировать с эмульгируемым соединением. В то же время
ранее было показано, что ЭПС Лсгпв/обасlвг $р. в присутствии катионов некоторых
металлов выпадает в осадок, т. е. происходит их необратимые свяэывание [1 ].
Кроме тою, добавление к растворам ЭПС катионов К', Ыа', ЫН4' или Са:' в
определенных концентрациях увеличивает их вязкость [1 ]. Все этб позволяет
предположить, что связь катионов металлов с карбоксильными группами молекул
подисахарида прочнее, чем связь протоков, и поэтому Н'-форма ЭПС находится
в более диссоциированном состчоянии. Ес.ли данное предположение верное то
тогда легко объясним тот факт, что ЭПС 2 легко растворяется в воде, в то
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}время как для рас'творения ЭПС 1 необходим перевод иэ Н'-формы в соленую

форму путем подщелачивания. Действите.дано, в Н'-форме на конформацию
молекулы ЭПС 1 6мьшое влияние будет оказывать отталкивание отрицательно
заряженных карбоксильннх групп, облегчающее и усиливающее гидЬофобное
взаимодействие ос'катков жирных кислот, в результате чего формируются крупные
конгиомераты молекул полисахарида, чт'о затрудняет иК раиворение. Перевод
Н' ЭПС 1 в соленую уменьшает количество заряженных карбоксильных
групп и соответственно ослабляи их взаимное оггалкивание, что делает поли-
сахаридную цепь более подвижной и облегчает растворение. Отсутствие в составе
молекул ЭПС 2 Остатков жирных кислот де.пае'г полисахаридную цепь достаточно
подвижной в любой форме и способствует хорошей растворимости препаратов
этот полисахарида.

В заключение с.педум' о'гметить, щ'о полученные нами данные позволяют
предположить зависимость свойств рас'дворов препаратов полисахаридов
Лсйгв#обвс1ег$р. аг соотношения в них ЭПС 1 : ЭПС 2. Изучению этого вопроса
буду'г посвящены наши дальнейшие исследования.
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