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Приведены характеристики культур микроорг&кшлlов (ассоциаций и ч.'стих куль-
тур). !гроддциршощшс экзоподисфэсфридь} вф основе С.-соединений(метф1гф, ттакодф),
а также {гссдедо акы некоторые физггко )с1 яг1ческие свойи'вф этих б&о?годижер88. До-
казано, '1то. изу'саелгые бцоподимеры отличались по гцдродиввм1гческцм свойствам и
дголекддяркой массе, )симическому г1 моносахфридкому составу. Водные растворы ис-
следуемьсх ?кзокодисшсаридов мдтилотрофкьис бактерий хфрактершдютсл вььсокой ем-
костью, величина которой края'гически ?гостгояжна е нейтральной и щелочной областях
рН, и )сарактерг&зуются ?гсевдо:гдастг1цкь м тецекиелг. Изуцежо вдиянlге этих бг&оlгодиме-
ров на устойчивость воднььх дисперсий глимгстых миюрф.л08, которые являются осков-
кг,1мк кеякотктаж€г .бдроеь&х растворов. Введение кеб04ьтlгх а6ба8ок бЕгоггодимеровз лlалококl4ектрировёккь&е дксперскк глггкис'гььх ми+гер&дов спесобст8ует, как }гф&8ило,
уи;рочкеккю коагуляциоккой структурьс и Увеличению еязкостц системы. Биополlгмерь&.
гголдчеккые жа основе С,.соединений, могут быть рекомекдовани 8 кфчес:гве стабидиза
герое буровЕРlх глинистьис суспензий.

последние годы микробные полисахариды привлекают широкое
вн.имение специалистов в связи с важными и разнообразными для раз
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Материал и методы. В качестве объектов исследований использовали чистые куль'
туры и ассоциации метило'грозных бактерий, выделенные и хранящиеся в коллекции
микрЧ9рганизмов ИМВ АН УССР. Подробная характеристика культур приведена ниже.

Культнвирование .исследуемых .культур с целью накопления экзополиеахаридов
проводили периодический способом. В случае использования метанола в качестве един.
ственного ..источника углерода применяли среду Комара и др. [5] . Методы культивиро-
ВЕlния ЛТв{/гу/ососс1г$ $р. ца метане описаны ранее [2]. Эюополисахариды выделяли по
общепринятым методам [4] . Концентрацию полиеахаридного препарата в йультураль
ной жидкости определяли весомым метода)м [2. 4t содержание углеводов в п$епарг;те --
по реакции с фенолоИ и серной.кислотой Н4], белок -- методом поури [16], Йуйлеи-
новые кислоты -- по Спирину [9], уроновые кислоты -- по реакции с 'кара'азблом' НЗ] .

В связи с тем, что предполагается применение исследуемых экзополисахарйдо в
в пра$ти-Ч.ескиХ .целях, изучение моносахаридяого состава и молекуляркых масс препа-
ратов. проводили без предварительного разделения их на фракции.

Мон9сахаридный состав исследовали после гидролйаа полисахарида в 2 Ы НС1
при. ю5 'С.! Тёченlте 5 ч методом бумажной хроматографии и газожидкостной хромато-
графии (ГЖХ) [4] . Газожидкостну10 хромато графию выполняли на приборе «Храм-5»:
коlочка. 1,2 мХЗ мм, З %-ный ЫЁ)С$,' твердый 'носитель СЬгото$огЬ 60/80 меш, !== 2ю 'С. газ.носитель -- гений.

Гидродинамические свойства полисахаридов исследовали в водных растворах на
аналитической центрифуге МОМ 3170в ме&юдом скоростной седиментацйи при стан.
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дартных. умовиях (седиментация --/г=48 000 06/мин; диффузия -- /г=4000--
8000 06/мин). Гидродинамические параметры рассчитывали по общепринятым методам
[15]. Значения молекулярной массы вычисляли по 1 уравнейию Сведберга [15] .

Методом капиллярной вискозиметрии определены отнеси'гельная и удельная вяз
кости растворов бкополимеров. Вязкость водных растворов некоторых полжсахаркдов
была измерена на ротационном вискозиметре («Реотест-2»).

С) структурной устойчивости дисперсий судили по величине отстоя (%), т. е.
отношению объема жидкой фазы ко всему объем.у суспензии.

Термостойкость полисахари4lых препаратов .нсследована путем автоклавирования
Ряда препаратов при {= ю0--!20 'С к давлении 0,5 атм в течение 20 мкн.

Результаты и их обсуждение. Исследовали экзополисахариды,
синтезированные смешанными и чистыми культурами метилотрофных
бактерий (табл. 1). Как видно из таблицы, ассоциации микроорганиз-
мов, выделенные из различных вриродкых источников, состоят из
сходных типов бактерий, что может быть связано с длительным пасси-
рованием эт.их комплексов в одинаковых элективных условиях. Ассо-
циации характеризуются наличием одной, в некоторых случаях -- двух
и более бактерий, использующих метанол. Остальные типы мик-
роорганизмов -- гетеротрафы, которые растут . за счет продуктов
трансформации метанола, а также за счет лизиса клеток
метилотрофов.

Экзополисахариды, которые синтезируются изучаемыми ассоциа-
циями, представляют Собой кислые гетерополисахариды, различающие
ся по моносахаридному составу и содержанию углеводов в препарата.
Однако для всех экзополисахаридов характерно наличие глюкозы,
маннозы, галактозы и уроновых кислот. При исследовании гидродина-
мических свойств препаратов (табл. 2) выявлено, что полисахариды,
синтезируемые метилотрофными ассоциациями, являются двухкомпо
нен'иными, значение молекулярной массы находится в пределах от
24 000 до 320 000. Наиболее высокомолекулярные полисахариды син-
тезируют ассоциации 7 и 4. Полисахарид ассоциации 4 состоит из на-
ходящихся в смеси в равных соотношениях двух компонентов с мол.
массам.и 73 000 и 320 000.

Полисахарид, аинтезируемый монокультурой Р$еийотопа$ $р. IТ,
низкомолекулярный, неоднородный, состоит из двух фракций с моле-
кулярными массами 7000 и 15000. По данным седиментации и диффу
зии, культура Л4в//гд/ососогг8 $р. (образец П) синтезирует однородный
высокомолекулярный пол.исахарид.

Изучены реолог.ические свойства как водных растворов микробных
экзополисахаридов при различной концентрации и рН, так и диспер-
сий монтмориллонита и палыгорскита в присутствии небольших доба-
вок этих полисахар.идов. Кроме того, иселедовано влияние биополиме-
ров на структурную устойчивость малоконцентрированных водных
дисп9рсий монтмор.иллонита и палыгорскита.

Для оценки микробных полисахаридов обычно определяют дина
мическую вязкость их растворов. В качестве эталона принимают вяз-
!осlь 1%-ного раствора ксантана, равную ю00 сП при 2д'С, 60 об/минР7]. Вязкость 1%-Йых растворов 66льщинства иёследованных экзо-
полисахаридов метилотрофных бактерий, измеренная пр.и таких же
условиях, достаточно велика и составляет 400--600 сП. Наиболее вяз-
кие растворы образует биополимер П, синтезированный Лгв//гд/ососс1г$
$ресlе$, и биополимер ассоциации 7 (до 800 сП).

Уста.новлено, что .исследуемые экзополисахариды в значительной
мере различаются между собой по реологическим свойствам. Очень
вязкие растворы образуют образцы 7, 4, П. Эти же препараты харак-
теризуются более высокими значениями молекулярной ЙассЬ. Удельная
вязкость водных растворов образцов биополимеров 7 и П возражает
с увеличением ко.нцентрации полимера в растворе, что :.связано с уси'
лен.ием вза.имодействия макромолекул друг с другом. Особенно боль-
шой вязкостью характеризуются растворы образца биополимера П: у
0,5%-ного рас'двора ЧУД.'-15! .в то время как у образцов 7 и 4 П7д.=
Ё 5--7, а у образца 1 ЧУД.=0,5.
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Ассоциация метилотрофиых микрооргавйз-
мов, выделенная из ила соленого в'одоема
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468Ассоциация метилотрофных микроорга.
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Ассоциация метилотр9фных микроорганиз-
мов. выделенная йз ила пресного водоема
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Ассоциация метилотрофных микроорга-
низмов, выделенная к3 1'линистой почвы

Р$еийотопа$ $р., ГlаооЬасlегй&гк $р-,
6 неиден'гифицированпых бактериаЛь
кых !итавlмов

Чистая культура факультативиой метано-
локисляющей бактерии
Чистая культура облигатной метанокис-
ляющей бактерии

Р$вггйотопа$ IТ

:ИегЬИосасскз $р.

Характер зависимости удельной вязкости водных растворов поли-
сахаридов от рН (рис. 1) у различных биополимеров неодинаковый.
Полученные закономерности связаны с изменением формы макромоле-
кул в растворе при различных рН, поскольку, как известно, между

Т а бд и ца 2. Гкдродииамические
ч Г ИГ свойства экзополйсахаридов,

синтезируемых метилотрофными
асооциациями и монокультурами
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80000Рис. 1. Зависимость удельной вязкости

водных растворов экзополисахаридов раз-
личной кюнцек'греции от рН. 0,5 %-ные
растворы ЭПС: /--Мд 7, 2--Лё 4. 3-
Ыё 468l 4 --Же 2; 0,1 %-ные растворы ЭПС=
5--5Ф 4, 6д;ф 7, 7--Жд 468, 8:-Мд 2.
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вязкостью и формой макромолекул в растворе существует прямая
связь. Между тем исследуемых нами полисахариды характеризуются
наличием определенных функциональных групп (карбоксильных, ами-
ногрупп и др.) , обеспечивающих дифференциацию элеl$тронно'донор'
ных характеристик отдельных участков макромолекул Следовательно,
и форма молекул гетерополисахаридов по-разному изменяется при
изменении рН среды: макромолекулы полисахаридов могут сжимать-
ся, сворачиваться в клубок или, наоборо'г, распрямляться; в щелочной
среде может происходить нейтрализация кислотных функциональных
групп. Наличрие' у некоторых образцов максимума на графиках щУД.=l:
(рН) можно объяснить тем, что пр-и низких значениях рН структура
полиэлектролитов, таковыми являются гетерополисахариды, свернута
из-за подавления ассоциации ионогенных групп низкомолекулярными

44 МИКРОБИОЛ. ЖУРЖ., }98$. т. 47, }ф б

[.

  Т а б д и ц а ]. Характеристика миилфтрофных культур

Харакирис+ика продуцеш'а Монокулътуры микроорганкэиов, входящие l Ин8ец1:'Ё ":;:':Е::г:ЗШ , ""'"" l #::;П



синтедируемых ими экзополисахаридфв
Содержание в % к сухому весу препарата,

Концентрация l l

lпреп8ратд' г/лl углеводов l белка lвнхкнслот
М.онс>сахаррдный состав

8,8-10,0 1 56,0-60,0 0,80-1 ,го 1,3--1,6 l Глюкоза, манноза. галактоза, галак
гозамин, уроновый компонент

6,0-7.0

5.4-6,0

40,0-45,0

50,0 60,0

1,70 2,00

0,98- 1 ,00

1,5--2,0 l Глюкоза, манноза, галактоза, глюко
зимин, галактозамин, уроновый Ком
ножен'т

2,6--2,8 l Глюкоза. манноза, галактоза, уронавый компонент

8,0-9,0

1,5

4,9

29,0-30,0 1 ,70-2,00 1,4

0

0

Глюкоза, галактоза,
идентифицированный
вый компонент
Глюкоза. галактоза.
новый компонент

Маиноза, галактоза, глюкоза,
за, глюкуроновая кислота

манноза, не
сахар, урона

40,0 46,0

26,0-47,0

0

0,40-2,40

кавказ«, Уро'

фуко

электролитами, образованными под действием сил сцепления. По мере
нейтрализации ионогенных групп структуры распрямляются за счет
отталкивания одноименно заряженных диссоциированных частиц, что
сопровождается резким увеличением вязкости. В литературе указыва-

С 2С 4е б ГС 40 68 а гФ бС ВЙ П 4Г'Ба' ®'l®'«ёЖм

ется на то, что наиболее ярко выраженный экстремальный характер
зависимос'ви Ч-РУ..=/ (рН) имеют полиэлектролиты с большой Йо,пекУ-
лярндй массой [4, П]. Наши исследования подтверждаю'г эти данные.

Сл9ду9т отметить, что с увеличением концентрации растворов от
0,1 до 0,5 % вязкость образцов 468 и 2 в зависимо сти от рН мг;ло из-
меняется, а у полисахаридов 7 и 4 она резко возрастает.

На основании экспериментальных данных для полисахарида, син-
тезированного . ассоциацией 7, были построены реологические кривые
вязкости Ч=/('г.), представляющие собой' зависимости вязкости Ч от
напряжения сдвига 'г$ в условиях стационарного, устойчивого, лами-
нарного теч9н.ия, и реологические кривые течения О,=Г(т.), представ-
ляющие собой зависимости скорости деформации д, от напряжения
сдвига т (рис. 2).
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У исследованных биополимербв наблюдается ярко выраженная
аномалия вязкости, т. е. понижение эффективной вязкости с ростом
напряжения сдвига. Это связано с том, что при течении происходят де-
Формация и ориентация макрамолекул вдоль потока по направлению
движения жидкости или разрушение структуры с последующей ориен-
тацией структурных элементов в потоке.

По характеру реологических кр.ивых вязкости и 'вечен.ия водные
растворы исследуемых полисахаридов можно отнести к пеевдопластич-
ным жидкостям, кроме 1 %-ного раствора ЭПС 7, который проявляе'г

'И. етстея :ё етсмоя

Рис. З. Кинетическ:ие кривые устойчивости дисперсии монтмориллонита (С«.« Ф«- --
ю %) при добавлеиии экзополисахаридов Жд П (а) и ЛЬ 7 (6) в различных концент-
рациях: / -- контроль, без добавок ЭПС; 2--е,е} %; 3--0,05 %; 4 --0,} %; 5--0,25 %;

6 -- 0,5 %; 7 -- 1,0 % .
Рис. 4. Зависимость еуточного отстоя дисперсии монтмориллонита (Север.аяфа" --
ю %) от рН: / --контроль, без добавок ЭПС; 2--7--0,1 % экзопо.чисахаридов, соот-

ветствующих образцом ЗФ 1, 2, 468, 4, 7, Н.

свойства твердообразного тела, поскольку величина условного стати-
'1еского предела текучести Рк отлична от нуля, т. е. течение системы
на'шнается после приложения к ней определенного напряжения, пре-
вышающего значения предела текучести &. (см, рис. 2),

Наряду с определением реологических характеристик водных рас-
творов биополимеров, были проведены исследования структурно-меха
нических свойств водных дисперсий глинистых минералов палыгорски'
та и монтмориллонита в присутствии небольших добавок биополиме
ров. Введение небольших добавок биополимеров в малоконцентриро-

Т а б л и ц а З. Реоло1'ические характеристики водных дисперсий палыгорскита и мош'
мериддежита в присутствии небольших добавок экз подисахариАов

"п*=$;Рд рд, l р«.

Па

'пР.ё,
+

чо

Па.с

е
'Пт

РЁ. а l «; l «;

Система палыгорскит -- МаОН -- ЭПС (Ст.. фа:а - 2%)
Бездобавокl 0 l 0.6 l 1,8 l 0,0314 l 0,0600 l 0,0030 l -- l 12,9
7 1 0,1 1 0,17 1 0,8 1 2,3 1 0,0570 1 0,0830 1 0,0025 1 4,7 1 т9,о!} ! 0,! ! 0,45 ! !,7 ! 3,4 ! 0,]500 ! 0,2600 } 0;0002 : 3,8 : 38,4
110.! 10 Е1,112,310,000410,0064 Ё0,004оГ - 1 1,0
2 l 0,1 IО I0,7l'1,9I 0,0036 l О,ООЗб l 0,0036 l -- l ],О

1 200
2,05Г 320
! ,73! 7400

} 274
- } 200

Система моитмбриллонит -
0 } 1,5 } 3,2 1 0,0400
0,68. 1 7,2 1 9,4 1 0,2300
2,35 1 6,4 1 7,8 1 0,09000 1 1,5 1 3,2 1 0,0но
О l 1,8 l б,О l 0.]900

МаОН -- ЭПС (Ств. фа« - ю'%)
0,0036 } 0,0036 } - Ё Н,1 }

0,1600 1 0,0030 1 10,6 1 25,8 1.4,1
0,0880 1 0,0020 1 2,72П14,0 126,8
0.0120 1 0.0060 1 - 1 1.8 1

0,1900 l о,ообо l -- l 31,7 l --

Без добавок7 1 0,1п 1 0,11 l 0,1

416
2120
3200

250
зоо

Примечание: Р#, --умовный статический предел текучести; Р#. --условный
динамический предел текучести; Рт--предел текучести; тЛ.. -- вязкость при Р=
-РЁ.; Ч;-- максимальная вязкость; Пт -- минимальная вязкость.
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ванные диспероии глинистых минералов способствует, как правило,
упрочнению коагуляционной структуры и увеличению вязкости систе-
мы, а количественная величина этих изменений зависит от природы по-
лисахарида и его концентрации (табл. З).

2 %-ные суспензии палыгорскита и ю %-ные суспензии монтморил
лонита с небольшими добавками полисахаридов (образцы 7 и П) про
являют свойства твердообразных тел, так как течение у них начина-
ется только пр-и напряжениях сдвига, превышающих величину РА

Определяли также кинетику отетоя суспензий при различных зна-
чениях рН. О структурной устойчивости дисперсий судили по величине
отстоя (%), т. е. отношению объема жидкой фазы ко всему объему
суспензии.

Для всех систем характерно то, что на.иболее сильно величина от-
стоя изменяется в течение первых 4--6 сут, а затем практически оста-
ется постоянной. В качестве примера на рис. З приведены кинетические
кривые устойчивости ю %-ной суспензии монтмориллонита в придут'
ствии полисахаридов 7 и П (при различной концентрации). Как видно
из рисунка, с увеличением концентрации вводимого в дисперсию био
полимера структурная устойчивость глинистых дисперсий увеличива-
ется(величина отстоя уменьшается).

Поскольку на основании наших поисковых опытов было установ-
лено, что полисахариды значительно повышают стабильность водных
дисперсий глинистых минералов только в щелочной среде, дальнейшие
исследования проводили в интервале рН 8,3--12,3. и при концентрации
добавок 0,1--0,5 % (рис. 4). Установлено, что полисахариды лавы
шают стабильность малоконцентрированных водных дисперсий мент.
мориллонита при рН8,З--ю,0, причем чем более эффективен пре-
парат, тем шире область рН, в которой он проявляет стабилизи-
рующее действие.

В отличие от монтмориллонита, в дисперсиях палыгорскита ста-
билизирующее действие большинства биополимеров проявляется в бо-
лее широком диапазоне рН (8,0--12,0). Следовательно, дёйствие иссле-
дуемых препаратов на устойчивость водных суспензий различных
алюмосиликатов неодинаково. Наиболее эффективными стабилизатора-
ми водных дисперсий монтмориллонита оказались экзополисахариды
ассоциации 7, выращенной на среде с добавками метанола, и культуры
Л'Гвt/гд/ососс1г$ $р. Полисахариды ассоциаций 4, 468 и 2, культуры Р$в1г'
дотопа$ $р. IТ также обладают стабилизирующим действием, но в
несколько меньшей степени.

Исследована термостойкость полисахаридных препаратов. Уста-
новлено, что образцы П, 7, 4, 468 устойчивы к температурам до ю0--
120 'С. Длительное хранение (до б мес) концентрированных растворов
экзополисахаридных препаратов при температуре 4--18 'С не сопрово-
ждается снижением их вязкости, что свидетельствует о биологической
стабильности полимеров.

1'аким образом, иеследованные нами биополимеры, синтезирован-
ные метилотрофами, представляют собой кислые гетерополисахариды,
устойчивые к биологическому разложению, термостабильные и по рео
логическим свойствам сопоставимые с ксантаном. На основании прове-
денных лабораторных исследований можно заключить, что наиболее
перспективными стабилизаторам.и буровых глинистых суспензий явля
ются биополимеры, полученные с помощью культуры Л4в//ГЁ//ососсггs
$ресге$ на метане, и ассоциации 7 на метагюле. Использова1{ие метило-
трофов для биосинтетического получения полисахаридов позволяе'г
расширить сырьевую базу микробиологического производства за счет
утилизации непищевого сырья стабильного состава.
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