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При проверке коллекционных штаммов метанотрофов Л/вlйу/ососсид сараи/сггиу Е494, 874, 3009;
Л/. /Лв/7пор/г!/и П 1п, П2п, Н9п; Л4еlйу/оЬасюг и гвйггсш ] 59, 16Ь Л4. /гггвггх 57в, 126; Л/е//Т/оЬдс/вг $р.
100; Л4в/гу/ото/гад гиЬгв 15ш, $К-32 Л4егЛУГо йгйlг'ггlс/гозрогlнт ОВЗЪ, ОВ5Ъ, 4э; Л/. др01'!Йт 5, 1 2, А20Д,
90в; Мвйгу/осу$/!у.ратггд ОВВР выявлены бактерии, продуцирующие экзополисахариды (ЭПС) Нри
использовании метана в качестве едите'гвенноРД источника углер(5да. Мезофильные штаммы мета-
нотрофов с рибулозомонофосфатным путем:аёсимиляции СI'соединений более активно синтезиро-
вали ЭПС по сравнению с бактериями, у которых функционирует сериновый цикл. Изучена дина-
мика синтеза ЭПС метанотрофами в режиме хемостата.

В настоящее время Микробные экзополисаха-
риды (ЭПС) активно применяются в ряде отрас:-
лей промышленности. Использование ЭПС осно-
вано на том, что они изменяют реологические
свойства водных систем и образуют гель различ-
ной плотности при низкой концентрации. Колло-
идные и клеящие свойства ЭПС, их влияние на ре-
ологические свойства жидкостей используются в
пищевой, фармацевтической, текстильной, нефте-
добывающей и других отраслях промышленнос-
ти. Необходимость расширения сырьевой базы
для получения ЭПС стимулировала поиск проду-
центов, способных утилизировать непищевое сы-
рье. Известно, что метанотрофы способны син-
тезировать ЭПС из метана [ 1--5]. Интерес к ЭПС,
которые синтезируются метанотрофами, вызван,
помимо традиционного использования, перспек-
тивой применения этих биополимеров для связы-
вания пыли и снижения уровня метана в выработ-
ках угольных шахт [6, 7].

Цель работы -- выявление наиболее активных
продуцентов ЭПС среди коллекционных штам-
мов метанотрофов и оценка их ЭПС-синтезирую-
щую способность при культивировании в режиме
хемостата с искояьзованием а])иродкого газа в
качестве источника углеродного питания.

]Иййу/осуяйх даши ОВВР (получены о'г Р. Вит-
тенбари, Амлия, Эдинбургский Университет [9]);
Ме//гу/оЬас1ег $р. юO (получен бт В. Гальченко,
Россия, Институт микробиологии РАН]); Л4е1/гу/о-
сосси$ сар$йа ж ЕД94, МеlЕгЯо$гпиз бродит А20д
(получены от Ю. Хейер, Германия, Центральный
институт микробиологии и экспериментальной те-
рапии [9]) и Л4е//гу/ососсгг$ сараи/а1т 874 (получен
от Л. Горькой, Россия, ВНИИсинтезбелок).

Культивирование бактерий. Периодическое
культивирование метанотрофов осуществляли на
двух минеральных средах (К и ММ) методами,
описанными ранее [ю]. Состав среды К (г/п):
К.2НРО4 ' ЗН20 -- 0.4; КН2РО4 -- 0.4; ЫаС1 -- 0.З; М8$О4
7Н20 - 0.4; ВЕСЬ ' бН20 -- 0.00Ь 0ЧН4)а$о4 -- 0.5. Со.

став среды ММ (г/л): Ма2НРО4 ' 12Н20 - 7.24;
КН2РО4 - 3.54; М8$О4 7Н20 -- 0.4; Ге$О4 7Нl2О -
0.0Ь(]ЧН4)2$О4 -- 0.6. Время культивирования в кол-
бах на качалке(220 06./мин) составляло 24-72 ч,
температура 30'С (для штаммов Л/. //гвтгор/г!/их

Непрерывное культивирование метанотро-
фов осуществляли в ферментере АК-ю (рабочий
объем 4 л). Природный газ (98% метана, 1 % этана
и 1% других углеводородов) подавали в фермен-
тер со скоростью О.З л/мин, воздух -- 0.7 л/мин. УУс-
ловия культивирования: концентрация раство-
ренного кислорода (рО2) -- ю% от насыщения воз-
духом; рН 6.7; 30'С. Фактор, лимитирующий рост
бактерий -- аммонийный азот; скорость разбавле-
ния средой -- 0.05 ч-1. Использовали минеральную
среду К, в которую добавляли микроэлементы
(мкг/л): Си$04 ' 5Н20 -- 200; Навоз -- 10; Мп$04
4Н2О - ю; 2п$О4 7Н20 -- 70; На2МоО4 ' 2Н2О --
ю. Концентрацию минеральных компонентов в
среде, подаваемой в ферментер, увеличивали
пропорционально концентрации биомассы; рН
культуральной жидкости в ферментере поддер-

50'С)

МЕТОДИКА
Об'ьекты исф1едования. В работе использова-

ли штаммы облигатных метанотрофных бакте-
рий: д/е//гу/ососси //гвгтор/г{/гг$ 105п, П2п, П9п;
МеlЪ$ососси$ сар$Ыаlи$ '3009, МеlКфоЬааег
исгвгпЁсид 159, 16Ь Д/ейгу/оЬас/ег /нlвт 126, 57в;
Мейгу1отопа$ гиЬг(г 1.5ш., $К:.-32; МеlЬу1оМпиб П1-
сГго$рогЫт 4э Ъ МеlЬуlо$1пи$ $рогЕит 90в (ьь\депеньл
и описаны нами ранее [8; 9]); Л/е//гу/оМ/гк /гlс/го-
$рогlг4т ОВЗЪ, ОВ5Ь; Л/вйгу/о$!/гж дрогlнт 5, 12;
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живали автоматической «подачей «Здю-йой МДОН.
Бактериологическую чистоту выращенных в фер-
ментере штаммов ме+анотрофов контролироЁалй
методом посева на глюкозо-Картофельную и Мя-
со-пептонную л'аризованныё среды. Отсутствие
микробного роса'а на этих средам свидетельствовд:
ло об отсутствии контаминирующих бактерий. .

Ойределепие параметров >ойта бактерий и еий-
тезй ЭПС. Прирост биомассы определяли по опти-
ческой плотн(Эстиl(/)ио) клев'очной суёпензии с по-
тедующим пересчетом на абсолЁотн9.!ухую био-
массу клеток Ьо калибровочному графйку1

Количество сина'езированных ЭПС:оцф#ивали
по содержанию углеводов реакцией с фенолом и
серной кислотой [П]. Активность синтеза: ЭПС у
бактерий определяли как количество ЭПС, кото-
рое синтезируется 1 г бактериальной биомассы
(ЭПС г/г сух. массы).

Концентрацию аммонийного азота в культу-
ральной жидкости определяли по Несслеру [12].

Выделение ЭПС [13].. Культуральную. жид-
кость разбавляли дистиллированной водой в 2--3
раза, добавляли МФС1 до конечной концентрации
0.0] М и центрифугйровали.(12000 В, 40:мин)' для
осаждения клеток, Супернатант . диализовали
против дистиллированной.воды в течение З сут,
затем. концентрировали .в вакууме (50'С),.до пер-
воначального объема и экстрагировали ЭЦС ор-
ганичфскими растворителями(этанол, изопропа-
нод). Полученный осадок ЭПС промывали в чис-
том растворителе и высушивали при комнатной
+ёмйературё.Количество углеводов в ЭПС опре-
деляли по реакций с фенолом и серной кислотой.
Кинематическую вязкость раётвороЁ ЭПС йзме-
рялй при 20'С на стеклянном капиллярной'Ёйско-
зимётре ВПЖ-4, "СЕ)юзнауЧпрйбг)р"(СССР).

Ч

Таблица [ Синтез эКзопольсахаридов метано1'рофа-
ми при куяьтквировании в аериодиЧеском режиме Иа
средам Ки МIМl

Метанотрдф

МеlЬЯоЬасlег исга1пгсж 159 8. 16 0.22
0.06
0.24
о.в
0.37
0.38

161 0.05
0.}7
о.п
0.3 1

МейЯоЬасlет Миш 126

57в

Мейц1ФЪасиг' $р.

МеlК)ргососси$ !ЬегторЫlи$ \

100

105п 0.19
0.21

0.32
о.зо
0.}9
0.12
0.26
о.зо

П2п
П9п
874
Е494
3009
$К32

15щ

неопр
не опр

0
0
0

МеlЬуlососси$ сар$и1аlи$

Мефц1отопа$ гиЬга не опр
0.35

Сериновый путь ассимиляции метана
Л/вlйУ/о [р1и1 г сйодрогlит l ОВЗЪ l 0.02

ов5ь l о.от
45 1 0.01

0.02

0.01

не опр
0.01
0.01Ме1ЬЯо$1пи$ Бродит 5

12

А20д.
0 не 01Ф

;0.010.01

90в l о
оввр 1 0.02 о.озМеll1)1ос)вг1$ раг\ри$

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Отбор метайбтрофов - ''продуцентоЁ .. ЭПС.

Колле$циднные штаммы,йет#нотрофов в йери9-
дическом режиме культивироранйя синтёзирова-
ли ЭПС в различЬдй степени (табло): более вы-
сокая ЭПС-синтеёирующая 'сйосфбностЁ выявле-
н.а..у штаммов с рибулозомонофосфатным (РМФ)
пу'цем ассимиляции С.-соединений (от 0.05 до
0.32 г ЭПС / г сух. массы) на среде..ММ (табл. 1).
Однако на срёде ММ рост штамйоЬ Л/. с;йря{/иш
Е494, 874 и 3009(РМФ-путь)l практически.дl1lдЗlт-
ствбвал из-за высокой концентрации фосфатбв и
соответственно не наблюдался ' Ъйнтез " ЭПС.
П1таммы Л/е//гу/оЬасlв» $р. юO, Л/. .ггсгйlюlсгп 159,
Л/. /и/еив 126 и Л4е/й?/ото/гсгв гггЬга 15ш характери-
зовались одинаково высокой способностью син-
тезировать ЭПС на обеих средах ЭПС(0:.2--0.3: г/г
сух. массы). Метанотрофы.с сериновым:циклом
С1-ассимиляции практически не сий'езировали
ЭПС (табл. 1).

Таблица 2. Образование . ЭПС :метанотрофами прц
культивировании. в р?жиже хемоста'га

]

Таким образом, показано. ч'го метанот$(5фыl
реализующие:1РМФ-путь С1-аесимиляции, ?более
активно синтезировали ЭПС по сравнению ё бак-
териями, у которых функционирует сериновый
цикл, что согласуется с данными работы [1]..

Метакотроф
ЭПС-синтезирую-
щая способность,
г/г сухих клеток

В#зкость
кулЁтуральной

жидКоёги, мПа . ё

ИеlИУоЬасlег
Ггйви8 126

ИеlК)гоЬас€ег
исгйЕггlскх 159

йегь$оЬасlф'
$Р. 100

ИегlгЯотопаз
гггЬГСГ 15Ш

0. 17 Й 0.03

0.55 1 0.05

0.30 г 0.05

0.06 1 0.03

* : Э50 1 40

по # зо

170 1 30

290 1 35
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Биомасса, ;г/я ЭЙС, г/л скольку растворимость метана (источник углеро-
да) в жидкой минеральной среде (также как и в
воде) очень низкая, а синтез ЭПС у бактерий оп-
ределяется прежде всего соотношением углерода
и азота в среде, в качестве фактора, лимитирую-
щего рост клеточной популяции, использовали
аммонийный азот. Влияние других факторов не
исследовали. Активный синтез ЭПС наблюдали
при культивировании в режиме хемостата Л4в1/г)'/о-
Ьас!ег исгаЕпlси$ 1 59, МесЬу1аЬас1ег $р].(Х), М. !иlеи$
126, Мв//г)'/отот$ гибли 15ш(табл. 2). Количество
синтезированных ЭПС составляло 0.5-0.8 г/л,
ЭПС-синтезирующая способность варьировала в
пределах ЭПС 0.17-0.55 г /г сух. массы, вязкость
Культуральной жидкости варьировала от ПO до
350 мПа . с. Полученные результаты сопоставимы
с данными по синтезу ЭПС термофильным мета-
нотрофом Л/е1йУ/ососст гЛвгторйt/и.г Н ] п [П].

Три исследованных щтамма рода Л/е/йу/оЬвс/е/"
(126, ]00, 159) синтезировали ЭПС в виде ассоци-
ированного с клетками конгломерата, который
содержал ЭПС и клетки, оседал на дно колбы че-
рез 30 мин поте отбора культуральной жидкости
из ферментера; при центрифугировании клетки
осаждались вместе с ЭПС. Были отработаны ушо-
виА, позволяющие отделить ЭПС от клеток: про-
гревание культуральной жидкости(80'С, 20 мин)
или подщелачивание (до рН 1 2) с дальнейшей ней-
трализацией (до рН 7). После такой обработки
культуральной жидкости ЭПС можно было выде-
лить обычным способом (см. раздел "Методика").

И.Б

0.6

0.4

0.2

0

0.8

Синтез.ЭПС (/) и биомассы (2) бактериями Ме/Лу/о'
Ьдсlег /г !виу 126(а), МеlйуlоЬ гс:ег гасла:п/сж 159(6) и
Л/ейу/окрас/е( $р. юO(в) при культивировании в режи-
ме хемостата.

Установлено, что вязкость 0.1%-ных водных
растворов ЭПС, синтезированных мезофильны-
ми метанотрофами, составляла 2.2-4.0 мм2/с, что
сопоставима с Вязкостью растворов ЭПС, синте-
зируемых известными микробными продуцента-
ми на углеводном сырье (например, вязкость
0.1%-ного раствора ксантана фирмы "Нета"
(США) составляет'3.5-4.5 мма/с). }1г;иболее высо-
кая вязкость 0.1%-ного раствора отмечена для
ЭПС, синтезированного Л/. г1гЬги 15ш. Установле-
но, что ЭПС, синтезированный Л/. гибли 15ш, со-
держал 56-62% углеводо!, белок в данном препа-
рд;ге не был обнаружен. ЭПС переходил в осадок
при обработке водных растворов цетилтримети-
ламмонием бромистым (цетавлоном), что свиде-
тельствовало о наличии кислых групп в составе
ЭПС. Вязкость раствора ЭПС не изменялась в ин-
тервале рН от 5.0 до ю.0, а также в присутствии
некоторых солей (КС1, Маа, Си$О4) лри их кон-
центрации от 0.005 до 0] М).

Активность синтеза ЭПС у изученных нами
мезофильных метанотрофов сопоставима с тако-
вой у известных метанотрофных продуцентов
ЭПС. Так, например, по данным, приведенным в
работе [2]. ЭПС-синтезирующая способность У
метанотрофов варьировала от 0.03 до 0.43 ЭПС
г/г сух. массы. У штаммов Мё//гу/ото/гая гггЬли

Предполагается, что путь ассимиляции углерода
у метилотрофов определяет продуктивность про-
цесса "синтеза ЭПС [1, 14]. Так, теоретический
расчет стехиометрии образования полисахари-
дов из а-соединений показал [14], что экономи-
ческий коэффициент по углеродному субстрату
(У, ЭПС. г/г .субстрата) у бактерий,. реализующих
РМФ-путь ассимиляции С1-соединений, значи-
тельно выше (на 25--28%) по сравнению с бакте-
риями, у которых функционирует сериновый
цикл. Однако существуют и противоположные
сведения [2, 15], хотя не исключено, что у метано-
трофов с сериновым циклом повышенный синтез
ЭПС происходил при неблагоприятных или экс-
тремальных условиях существования. Так, напри-
мер, синтез ЭПС наблюдался у Л/вг/гу/осувгВ раг-
укд ОВВР при ассимиляции метанола после дли-
тельной адаптации к ?тому субстрату [15].

Синтез ЭПС при непрерывном культивирова-
нии. У мезофильных метанотрофов с РМФ-путем
С1-ассимиляции- изучали ЭПС-синтезирующую
способность в режиме хемостата (рисунок). По-

та"рЪ4К ПД ТТ:11 д д 'ВГI'1'\у121'к,т21' а тд' хд'т.т'р'в/\'птл'/'\'п/'ът'тя п'
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\ 5ш, Медь)ДоЬасlег исга1Мси$ 1 59, МейЯоЬаспг $р.
1 00, Л/. /и/вид 126 данный показатель ЭПС оказал-
ся выше: 0]7-0.55 г/г сух. массы, хотя количество
синтезированных ЭПС (0.5-0.8 г/л) было ниже,
чем у Д/е/йу/ососсгг$ //гвгтор/г!/гг$ П 1пГ1], Л/. сйр-
$ига/г{ 874 [4] и неидентифицированной метанис-
пользующей бактерии Н-2 [3], которые продуци-
ровали [0; 1.64-[84 и 1.8 г/л ЭПС соответствен-
но. Не исключено, что более активный синтез
ЭПС характерен для термотолерантных метанот-
рофов (растут при 45-55'С), каковыми являю'Гся
штаммы Н-2[3], 87414] и Н 1пlю]. Наши резуль-
таты позволили выявить мезофильных(раах'т при
30'С) метанотрофных продуцентов ЭПС: Мв//гу-
1отопи$ тяга 15ш, МейгЯоЬасlег исгаййсж \59, Ме
/йу/оЬас/ег $р. 100, Л4. /йгеи$ 126. Вязкость О.IЯю-ных
водньж растворов ЭПС(2.2-'+.0 мм2/с), продущфуе-
мых этими штаммами, сопоставим'а с вязкостью'
растворов ЭПС, синтезируемых как термотоле-
рантными метанотрофами, так и известными
промышленными микробными продуцентамиэпс
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Таким образом, в результате отбора метанот-
рофов выявлены наиболее активные продуценты
ЭПС при использовании природного газа: Л/в//гу-
/оторгСгх гнЬги 15ш, ]Ие//гуlоЬадвг исгсг//ггсив 159,
л4в/йу/оЬас/ер" $р. 100, л4е//гу/оЬас/ег й/вгш 126. Эти
продуценты могут применяться для получения ЭПС
непосреда1'венно на угольных шахтах(в ферменте-
рах за счел' метана, удаляемого из угольньк пластов
[16]) и использоваться далее в виде культуральной
жидкости, содержащей ЭПС, для связывания пы-
ли и снижения уровня метана в выработках уголь-
ных шахт [6, 7]. Существует также принципиаль-
ная возможность получения ЭПС с помощью
этих прохуцентов непосредственно на нефтепро-
мыслах на мобильных установках за счет попутных
нефтяных газов с высоким содержанием метана,
для интенсификации нефтедобычи при закачки со-
держащей ЭПС культуральной жидкости Метано-
трофов в заброшенные нефтяные скважины, по-
добно тому, как это реализуется при использова-
нии ЭПС, синтезируемых Дсйге/оЬас/е/" $р. [17].
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