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ЭмульсаН - предо'+йвитель нового типа промышленно важных
[lГ'З ЁйеКЛе'точных биопблимеров
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Обобщены имеющиеся данные по полу'пнию нового типа промьгшленгю важных внеклеточных бно.
полимеров -- эмульсан08. Рассмотрены вопросы селекции и усовершенствования штамма.продуцента.
особенности роста и образования биополимера на средах. содержа1цих э'ганол и углеводородные
субстраты, физико-химические свойства бнополнмера и перспективы применения его в разлнчньгх
отраслях прожыв1денности.
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В конце 70-х годов в литературе появились
сообщения Н--4] 0 выделении кислого этерифи
Цйрованного жирными кислотами экзополисаха-
Рйда+ =продуцен'гом которого служили бактерии
ЛсйггЬасгег* са/соасв !си$ шт. ДЛО./. Благодаря
высокой Спели:фйчности при эмУлй'ировании ) 1 .1с'
в.одоРбдйБГХ субстратов, содержащих алифатиче-
ские; ароматические и циклические компоненты, эк-
зополисахарид получил название эмульсан. К се-
редине 80-х годов эмулбёДн получил широкое прак-

.дическбёприменение прй бЦЁстке емкостей от неф-
ТЬ [5].,и.в ряде облааей, связанных с использо-
ванием, водно-топливных эмульсий l6] . В настоя
[цее. время эмульсан -- общее название биополе
мертв, ёинтезируемых культурой Л. са/соасв([с1г$
и ее мутанцами и обладающих эмульгирующими
ёвайстйамШ Цель настоящего обзора -- обобщить
данные. по валучению эмудьеана.

БИОСИНТЕЗ ЭМУЛЬСАНА ШТ. А. СА[СОАСЕТIСИ$
РАСа /АТСС 31012

л. са/соасв/гс г$ «Ла-/ ип ш.шальная темпера
тура роста 30--35' [7l) синтезирует внеклеточ
ный полимер при культивировании на среде. со-
держащей в качес'гве источника углерода угле'
водороды, ацетаты, жирные кисло'гы или этанол,
Количество этанола в среде культивирования со-
ставляет 1,25--3,0 06.% l7]. Этанол частично
может быть заменен уксусной кислотой Н, 8, 9I.
При к льтивировании штамма на среде, содержа-
щей этанол, пальмитат натрия или додекан, обра-
зуются а'эмульсаны, причем на среде с этанолом
содержание остатков жирных кислот в полимере
максимально. При использовании в качестве
источника углерода пентадекана, т'ексадекана или
гептадекана образуются только Р-эмульсаны [7l .

Для образования эмульсана необходимо нали-
чие в среде азотсодержащих компонентов (суль-
фат аммония, хлорид аммония, нитраты, моче-
вина) в количестве, превышающем удельную по'
требность культуры. так как синтезируемый по-
лимер состоит в основном из производных ами-
носахаров 17, 8. юl. В качестве источника фос-
фора используют одно- или двухзамещенный фос
фат калия [7l. Для приготовлен'ия питательной
среды может быть использована морская или во'
допроводная вода. В дистиллированную воду не.'
обходимо добаЕзлять соли МВ2+, Са'2+ и Мп2+
в концентрации 1--ю0 мМЕ7]. Температура куль'
тивирования 30', рН среды 6,2--6,7. Независимо
от используемых источников углерода синтез
эмульсана Л. са/соасв//си$ ДЛО-/. начинается
с первых часов культивирования, 'г. е. идет парал-
лельно с ростом и продолжается в стационарной
фазе после прекращения роста культуры.

Эмульсан образуется в двух формах: свобод
ный, выделяемые в культуральную среду, и ассо-
циированный с , к.ветками, соотношение которых
зависит от фазы роста культуры [7, 8, Н, 12l.
от активности эстеразы, способствующей отделе-
нию эмульсана от клеточной поверхности. Оно
может регулироваться ингибиторами синтеза бел-
ка [8, ю, Н, 13l . С помощью иммуносорбентного
анализа было показано, что в ранний период
экспоненциальной фазы роста Л. са/соасг/[с1г$
эмульсан связан с клетками и образует миникап-
сулы. Количество ассоциировЬннбго с клетками
эмульсана быстро уменьшается к концу стацио-
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КЛАС'дИ'!иКАЦИЯ эмульслнов l7l

ЭМУльеан (а-эмульсан или нёоэмульсан) -- пер-
вый. экзополисахёрид, йоЛучаемый в промышлен-
ном масштабе на.основе этанола в Качестве источ-
ника углёрг)Да. Он представляет собой внеклеточ-
.фый ЙИКёобйый липопо.лиёахарид, ассоциирован-
Йый с белком. а-Эмульсан состоит в основном
из Ы= и О-ацилированных .остатков галактозамина
и:; аминоуроновой кислоты. О.Ацильная часть
а;эмуЛьсЪна содержит от 5 до 19 % (чаще 7--
1'4 %). остатков жирных .кислот, содержащих ю--
!8.атомов углерода, причем более 50 % жирных
кислот составляют 2-гидроксидодекановая и
З гидроксидодекановая кислоты .

l)-ЭЙУИьсг$н или протоэмульсан получают куль'
;т.цвир15вйнйём ,4. са/соасв(!с г$ ЛЛС-/ на среде
ё.дырой нефтью или гекеадеканом. Он отличается
от. ф;эмульеана меньшим содержанием остатков

.'Усирных кислот (2--3 %). а та кже и З-гидрокси'
Додекановой кислоты (менее 50 %).

Обработкой горячим фенолом получают депро
теинизированные апо-эмульсаны(апо-а-эмульсан
и .апо:Р-эжульсан) . При мягком щелочном гидро'
лиге . . эмудьсанов получают псевдоэмульсаны
(х эмульсаны), представляюц1ие собой М-ацили-
рованные полисахариды, содержащие до 1%
остатков .жирных кислот. При дальнейшей ще-
лочной обработке получают проэмульсан, в ко
терем остатки жирных кислот полностыо удалены.
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парной фазы роста продуцейта l8, 14l . Это сопро-
вождается увеличением его количества в КЖ
[8] . Иммуноцитохимическое окрашивание с ис
пользованием противоэмульсановых антител так-
же показало, что эмульсан -- главный компонент
миникапсул (125 нм), покрывающий клетки в
экспоненциаульной фазе их роста Н2] .

Для отделения эмульсана от клеток необходима
акгивная эl=.'гераза --- фермент, катализирующий
гЁЕ.цролиз ацетильных и других ацильных групп
ПЗ]. При культивировании Л. са/соасейсгг$ на
реле с э'ганол''' ак'-ивность эстеразы была ок-
ружена как ; К, таг< и на поверхности клеток.

.летчи, с п\:верхности которых эстераза была
!да.'ена, 'герб.пи споро:: }гость выделять эмульсан.
ОюЕидно, процес(' отделения эмульсана заклю-
чается в разрыве эфЫрной связи, с помощью
кот-':.;ой эмульс!:'н закреплен на поверхности кле-
ток { !31

Р ряде работ было показано. что введение
'..роду культивирования Л. са/соасейсlг$ инги-

биторов синтеза белка (стрептомицин, тетрацик-
лин. хлорамфеникол) увеличивает содержание
в сред! вн(клеточного эмульсана в несколько раз
l8, 1''' Ц1. Для исследования механизма биосин-
тева эму.'ьсана. в присутствии хлорамфеникола
р'' оль:пали ''С этанол. Показано, что около
' % эп:уа 1'сана синтезировалось клетками до до-
бр:пения хлорамфеникола, а 60 %.--йе поил.
Отногцтель :ое количество ассоциированного с
клеткам'" внеклеточного эмульсана в присутст-
$и''1 хл амфеникола оставалось .постоянным
1.8, Н] . По.вадимом), он влияет лишь на биосин-
1етическую активность образования эмульсана,
о }!е на отделение эмульсана с поверхности кле
{ Биосинтез эмульсана блокируется в анаэроб-

ус-гювиях и в ::риеугствии ингибиторов дыха
т'!-а4х }..:к К.С;Ч, Мама l8, ю, ]Ц.

использовании этанола в качестве .источ-
ж{ /'лерода количество синтезированного

уму;'! сана составляет 4--5 г/лl7] . При обработке
культуры М'метил-М-нитрозогуанидином были
олучены мутанты Л. ва1соасв/!сгг$, устойчивые

к петилтриметиламмонийбромиду в концентрации
ю икг/мл и характеризующееся повышенным об-
ра:зованием эму;всана Н5] . М.утанты раньше на-
чинаю' :интезировать эмульсан и накапливают
ег- с ло.льшей скоростыо по сравнению с роди-
ть ьскьм штаммом. В .присутствии хлорамфени-
кйла покоящиеся метки мутантов образуют вдвое
{5олыде эмульсана, чем шт. ВЛС-/. По мнению
авторов [15l, это связано с генетическими изме-
не лями )г мутантов.

1р)- исслрп.овании образования эмульсана
16 шт. -имама ,4. са/соасв([с1г$ при росте на среде
с 9 'И:1:ым этанолом было обнаружено, что вели-
чин. эмульгирующей активности(способность
образовывать 'эмульсии с разными углеводорода-
йи) ''зр;'нялд':рэ у раз.:'ичных штампов в широких
пределах [Ы. У штаммов, хорошо растущих
нt. эганоле (2,4--2,6 мг сухой биомассы на 1 мл),
эмульгирующая активность КЖ составляла 88--
239 ед/мл, а у штаммов, накапливающих 1,0--
1,7 мг сухой биомассы на 1 мл,.величина эмуль'
1''иРУюйёй активности КЖ -- 14--52 ед/мл 06l .
ОБРАЗОВАНИЕ ЭМУЛЬСАНА ПРИ РОСТЕ Л. СЛ[СОЛСЕ.
Г/СИ$ НЛ СЫРОЙ НЕФТИ И. ГЕКСАДЕКАНЕ

При кулыивировании Л. са/сосгсв/[сггs на сырой
чеф1и образуется эмульсан, ассоциированный

с клетками [14] . Для выяснения роли эмульсана
в утилизации нефти была изучена особенность
роста двух штаммов Л. са/соасв гси$ -- ДЛС-/
и мутанта, неспособного к образованию эмульса-
на. Оба штамма одинаково хорошо рожи на
среде с этанолом. В то же время на сырой нефти
мутант, дефектный по эмульсану, рос значительно
хуже, чем ВЛО-/, независимо от того, добавляли
в среду эмульсан или нет [14] . Ревертант дефект
ного по эмульсану мутанты, способный к образо-
ванию ассоциированного и свободного эмульсана,
хорошо рос на сырой нефти. При использовании
гексадекана как источника углерода для выращи-
вания Л. са/соасвllс1г$ ВЛВ-/ был обнаружен l

только ассоциированный с клетками эмульсан l

Известно, что рос'г микроорганизмов на угле-
водородах часто сопровождается эмульсифика-
цией нерастворимого источника углерода Н7--
l9] . Изучение способности клеток Л. са/соасвlгси l
Л.4С-/ прикрепляться к углеводородам, 'в: част- {
ности к гексадекану с образованием стабильной
эмульсии показало, что клетки штамма обладают l
Таким свойством, если ойи выражены на углево- l

дорожном субстрате. Однако это свойство не свя- l
зато со способностыо потребления гексадекана
l20, 2Ц . После культивирования штамма в усло-
виях, при которых на клетках образуется боль-
шая капсула из эмульсана (около 20 %. массы
сухого вещества) , клетки теряли способность при: l
крепляться к углеводородам [20] .

М.утант ир. РЛС-/, лишенный тонких фимбрий -

(диаметр 35 А), утрачивал способность прикреп- .
ляться к гидрофобной поверхности и на среде 1

с гексадеканом рос значительно медленнее исход- !
ного щтамма. Производные этого мутанта, дефекг-
ные по эмульсану, воестанавливали способность
прикрепляться к гидрофобной поверхности и росли
на среде с гексадеканом со скоростью, близкой
к скорости роста Л.4С /.- По-видимому, на поверх-
ности клеток РЛО-/ помимо тонких фимбрий су-
ществуют иные, скрытые эмульсаном гидрофоб-
ные участки [22--24] .

Ассоциированный с клетками эмульёан обус
ловливает устойчивость иг. Л,4С-/ и его. мутан'
тов к фагам ар-2 и ар-З, выделенным из сточных
вод. По.видимому. благодаря эмульсану фаги не
способны. адсорбироваться на поверхности клетокГ11 10 ОК1

П )

СОСТАВ И ФИЗИКО ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ЭМУЛЬ
САНА

а-Эмульсан выделяют из КЖ осаждением .суль-
фатом аммония или переводом в водонераство-
римую четвертичную аммониевую соль. Благодаря
большому количеству остатков жирных кислот
в молекуле эмульсан может быть выделен экстрак-
цией органическими растворителями [3. 7] . Со
держание белка в а-эмульсане -- 5-- 15 %. Депро
теинизацией а-эмульсана получают апо-а'эмуль'
сан. который фракционным осаждением сульфа
том бммония удается разделить на кис.пый и нейт-
ральный компоненты. Кислый компонент состав
ляет около 85 % от массы суммарной фракции.
Он называется апо-ф-эмульсан-\Л/А [3, 4, 7] . Тит-
рование карбоксильных групп апо-а-эмульса'
на-\ЛГА дает .единственную точку пёрегиба, софт'
ветствующую их содержанию [5 мкмоль на 1 мг.
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Дпо-а-дмульсан состоит (в % от сухой массы
1lоли1ге1)а) из остатков 1)-галактозамина (30 %),
ДГДИЙ.о$гроН(свой КИСЛОТЫ (ЗЗ.З %), 1)-ГЛЮКОЗЫ
(5,2 %Т; жирных кислот (15 %); вольность пре-
парата составляет 3,5 %, влажность 13 % IЗl.

Молекулярная масса эмульсана, вычисленная
ца основании характеристической вязкости, со
ставляет 9,88. ю'; молекулярная маска, опреде-
ленная . методом седиментации и диффузии,--
9,76.ю5 [3, 7l . Величина характеристической вяз-
Кости.; а-эмульсана, 5по-а-эмульсана и апо-а
$Мульсана IЛГА в 0,15 М. трос-буфере при рН .7,4
составляет соответственно 470,'505 и ?50 смз/г.
В,присутствии 0,03.--0.15 М. Масс и в. интерва-
ле,..рН .3,0--8.5 вязкость практически не ме-
нее'гся [3, 7] . Для апо-а-эмульсана-\МА констан-
та;диффузии составляет 5,25. l0'в сма/с, констан-
та:седиментации -- 6,06 $. О1}юсительно высокая
внутренняя вязкость, низкая константа диффу-
з.ии.и сеАимежтации указывают на ,то, что структу'
ра..-:апо-а-эмульеана-'Ц[А несимметрична I3, 7l.
ЭМУЛЬГИРУ10ЩИЕ СВОЙСТВА ЭМУЛЬСАНА

".а-Эмульсаны отличаются от Р'эмульсанов 66лъ-
шиМ содержанием остатков жирных кислот и,
!обтветственно, более высокой эмульгирующей
ёНЬёё)бностью (табл. 1).

Та бли ца З
Стабилизация эмульсии гексадекан--вода промышленными
полцсахаркд&ми
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Поткахарнд
Вязкость

€ ко&lцег+тр8 ц$lя
0.5 мг/мл)
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р8зд1$чных кониеягр

Эмульсаl{
Апоэмульсан
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0.98
! ,40
[20
2.47
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+ Стабклыlость эмульеии определяли к8К ети9Фlен+те овткчеекоф{
плотности эмульсни после 24-часового выдефживЭЙЬя к оптической
пло'юности свежеприготовленной эмульсии. умЕюженное на юO.
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Эмульгирующая активность эмульсана зависит
также от молекулярной массы полимера. Так,
при обработке эмульсана эмульсандеполимеразой':
образуются фрагменты с молекулярной массой
3]0', при этом эмульгирующая активность сни-,
жмется на 75 % [26t

Сравнительная оценка эмульгирующей актив-
ности различных биополимеров показывает. ,что
эмульсан -- наиболее эффективный стабилизатор.
причем это свойство сохраняется для различных
концентраций эмульгаторов [9] (табл. З). Очф
видно, это связано с его гидрофобностью. .ц:
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Табло ца 1

Харак+е1$истика а- и Р-эмульсанов и. их депротеинизированных
йрбизводйых
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А/8' Эмульсан эмульгируе'г легкие фракции нефти,
дизельное топливо, сырую нефть и газойли l2] .
Скорость образования эмульеии зависит от кон
центрации углеводорода и эмульгатора. При рН
выше 6.0 для образования стафильных эмульсиН:
необходимы наибольшие концентрации . «(1«+.
ю0мМ) солейСа'+,МЁ'+ и Мп'+ П.7]. -

Исследование влияния эмульсана на образова'- т

ние и стабилизацию водно-топливных эмульсий
показало, что при добавление эмульсана стабиль-
ность всех эмульсий возрастает (см. табл. З),
однако эффект стабилизации различен для рав-
ных углеводородов. Чем выше молекулярная мас-
са жидкого углеводорода, тем : эффективнее а'д.
билизирующее действие эмульсана. Ароматиче-
ские и алифатические углеводороды в отдёльно1
сти эмульгируютея слабо, а их смеси --доста-
точно хорошо. Так, для получения стабильных
эмульсий с керосином и газолином требуется до-
бавление ароматических углеводородов, таких как
2-метилнафталин. Из большого количества произ
водных алкилбензола и циклогексана то.коко .гек!
сил-, гептилбензол, октил- и децилциклогексан
образуют стабильные эмульсии в присутствии
эмульсана l2] .

При ценгрифугировании эмульсии, содержащей
гексадекан, удалось отделить так называем.ую фа-
зу эмульсан--золь, содержащую капли углеводо'
рода, покрытые эмульсаном и водой. Эмульсан--
золы обладает свойствами, не характерными ни
для чистого эмульсана, ни для гексадекана,--
связывает раетворимый в воде красители рода-
мин В. Диализ показал, что красители связывает-
ся только с фазой эмульсан--валь. Если убрать
из системы углеводород или эмудьсан или:даме
нить эмульсан метилцеллюлозой, красители легко
удаляется при Анализе l9l . '«.:З''

И

а :ЭйуЛьса Н
Апд:Ь2эмульса н
Ё:Эмульсан . ,
Апо.$ эмудьсан

1 .0-5,0
'0, 1 -0.7$

7 ]4

23
0.25-0,5

0,8

200-350
1 00-200
50-20027 75

,а:;8.'А, !--- 2.гидроксидодекановая к$тс.пота; Б -- З-гиАроксило-
'дёкёнёвая. кислота; -- иет дашьж.

;},ЭМулЁгирующая активность х-эмульсанов, со-
держащих до 1 % остатков жирных кислот, со-
ё+аЪлйет.50 % первоначальной активности эмуль-
сёна;: проэмульсаны, лишенные жирных кислот,
Ьоо.бще не обладают эмульгирующей актив-
ностью:'

В работах [4, 7l показано, '1то на эмульгирую-
щую активность эмульсанов влияет не только
общее количество остатков жирных кислот, но
й их сботнсршение. Жирнокислотный состав эмуль'
Садов. представлен в табл. 2.
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ЖЬРНГ)КислдтнЬЙ состав а и $-9мульсанов
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>Кнрные кислоты

Содержание жирных кислот
ф'г лмсси препарата

}

ф-Эмул ьса н $.Эмульсап

ДекаНовая
Дбдёкаковая
;Дбдёценовая
,2ДГиАроксидоАекановая
З-Гид$оке8додекановая
ГёКеадекановая
ГёксадеценоЁая
Оlйбдекдновая
Ок бдеиеновгя
Неиденткфицкрованные кишоты,

0,34
! ,70
0, 18
0.78

Следы
0,02

Следы
0,89

0.39
0,4}
0,08
0.44
0,54

Следы
То же
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0,53
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7,40 2.40
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З нас'оя:'1ее вре«я около 1 % нефти, перево.
з м.'-й в таllр:'гах, с;.1ъ:вае'гся в море [5]. Обычно

л ' 'а.'ы=}. ефти }кпользуют различные детер-
Ц'1 ;. ПОЛЕ 1 ЧГ;::ТВО Г:З КОТорЫХ ЯВЛЯ10ТСЯ ТоБ<СИЧ
\ц: г:я )б! -'а'нле}, морей [7]. Применение
.ю.т а /\.и! оч1lс;ьк поверхности воды и бере-
о' '" l г;: собс1бует защите окружающей

.\ь )' \ь'э э:.'l.'льсана остатки нефти мож
ерсв. барж, трубопроводов,

Ч
}lо УВ
ЧР ' "г' ') Т{

}/ю :. "' . зг.1и, что эмульсаны не ад-
г1р. ютс ... р:" илн известняках. Если эти

яро,;. « нации:.. .::' :гс'ф1'',то. при обработке эмуль-
- э-; ; ггб.чодlст'я извлечение нефти из песка

1 1 т % ч т из'зсс; :я':а на 98 %. Очевидно,
эм .я}.,''а+lь{ \:с} ут 1:э;':€' нрlзме1}ение для извле-

еГгГ:$' }К'фТИ 14З Гт:СЧIЭ: Ъ:Х И ИЗВеСТНЯКОВЫХ Пород
(7) . :'' то }ке ;ьр::чя эгл)'льсаны адсорбируются на
].по: ..,ср;ликач,-тх глиl;ах(каолиН, .бентонит) , что
рив);.цт к 4)локуляции глинистых частиц. На

м'о«! сэь'ноз( возможно применение эмульсанов в
'<." : н:ь С.- скушдрующего агента для глинистых

'гт?о1' 1, /.ля увели'гения пористости твердых
п'н ;' рс,'юссг с1?lктурирования обедненных

:шч'; й " '.льсгйо..: хгозяйг'гве. для создания покрытий
аэг :е;'. си,;ерlкац1}тх глины [7] . Сорбционньге
К'и :'в э.ц'.':ьс; !ов предложено использовать
'я о" 'тки во.]ь} с.ч нефти и углеводородов

-трации зл'Г:язненных вод через алюмо
е г.'н'ч},т в г'рисутствии эмульсана l7] .

! об.падай свойством связьlвать мета.плы:
п?сдл 'но истто.г1ьзоЕ4ть эмульсан в качестве до-
бр' н ' нефти, которая применяется как топливо
[' с:':си " }'5 96 вс.ды [6] .

т''г сет'о;l:;р пlий де1:s :мировой рынок ограничен
!!т''1(яыlе !ю5')=ьи!..\#и объемами полисахари-

гэчучасхты;: м -ь:l)об)иологическим путем.
С; Причин. с/\+'р;ки ;гющих расширение их про-
м: 'т"н}1сго прои38о;:ства, существенное место
за:'и. эет дефицит у1'леводсодержащего сырья,т; ап'егг в основе биосинтеза таких экзополи-
саl....1пидоз к{.:{ :lсачтан. с}(лероглюкан и др. Расши-
l)е;:Е{ ' сь' )ьг"" )й базы - - одна из актуальных задач

и'-те.. '-оп-.. .{!{ 'экзопо.' ;lсахаридов. Исследования.
ттп '.- л-: .ю 'то бо.пу'гению эмульсана с использо-

ю, неф -цсч :х сl}.;саратов -- этанола и угле'
.цс вдов, г. 'кгlзьтаг'т возможность успешного

\. {.НI' :ЧИЯ ЭI'(\й :) - Л.а1-!Ь;

.1'.рl''яя вр}(г-:зя зада'ю биотехнологии экзополи-
сах 'р' 'в '-изысканце биополимеров с новыми
свои ;Е .'и, эа{ ши.рмощими возможность их прак-
тр--;" :' .'с.:о/ьз )эа. ия. Ярким Щ)имером такого

10.фикюров яв.игется эмульеан.
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