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Введение 

 

Актуальность темы. В последнее время возрастает  роль  бактериаль-

ных экзополисахаридов (ЭПС)  в различных сферах человеческой деятель-

ности: в нефтяной промышленности, медицине, косметике, пищевом произ-

водстве, сельском хозяйстве [152, 157, 185, 190, 214, 232, 239, 243, 270, 284]. 

В мире  спрос на ЭПС превышает предложение, это связано с тем, что в 

каждой отрасли требуются биополимеры с различными  характеристиками: 

как функциональными – способность растворяться в воде, создавать раство-

ры, обладающие высокой вязкостью, так и биологическими – иммуномоду-

лирующими, противовоспалительными, бактерицидными, радиопротектор-

ными, ранозаживляющими, противоопухолевыми, антиканцерогенными [21, 

25, 34, 129, 136, 158, 159, 170, 239]. Поэтому большое внимание уделяется 

поиску и изучению продуцентов полисахаридов, а также исследованию и 

практическому внедрению этих полимеров [38, 54, 61, 64, 91, 109, 118, 163, 

198, 232, 273]. Экзополисахариды бактерий обладают уникальными физико-

химическими, биологическими и функционально-технологическими свой-

ствами [4, 8, 25, 34, 78, 127, 146, 167, 181, 274, 285].   

Бактериальные ЭПС наиболее перспективны с точки зрения биотехно-

логии по сравнению с полисахаридами растительного и животного проис-

хождения. Это связано с возможностью регулирования свойств ЭПС в зави-

симости от условий культивирования бактерий, а также выращивания их на 

дешевых субстратах, таких как отходы производств  [32, 50, 256, 261]. По-

мимо этого, в отличие от полисахаридов растительного происхождения, 

бактериальные не зависят от климатических условий.  

Степень разработанности темы исследования. Бактерии родов             

Xanthobacter и Ancylobacter встречаются в ультрапресных кислых дистроф-

ных водах Северных болот России. Они вносят весомый вклад в круговорот 

углерода в экосистеме, участвуя в начальной стадии разложения древесины 

[17]. О бактериях рода Xanthobacter и Ancylobacter упоминается в статьях 

[228, 280]. Данные о структуре и свойствах ЭПС этих бактерий немногочис-
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ленны. Так, в работе [223] имеются сведения о химических свойствах ЭПС 

бактерий Xanthobacter sp., работ об ЭПС бактерий рода Ancylobacter нам не 

известны. Виды X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 впервые были опи-

саны в 2010 году [39, 40]. ЭПС этих культур к началу наших исследований 

не были изучены, что определяет большую теоретическую значимость дан-

ной работы. Кроме того, интерес к этим бактериям обусловлен и экономи-

ческой выгодой, так как они потребляют органический субстрат в низкой 

концентрации и в дальнейшем могут расширить спектр, применяемых в 

практических целях, биполимеров. В связи с этим исследования, посвящен-

ные  изучению ЭПС бактерий X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056, яв-

ляются актуальными и могут иметь важное научное и прикладное значение.  

Цель работы состояла в выделении экзополисахаридов бактерий 

Xanthobacter xylophilus Z-0055 и Ancylobacter abiegnus Z-0056, а также ха-

рактеристике их основных физико-химических и биологических свойств.  

В соответствии с целью были поставлены следующие задачи: 

1. Подобрать оптимальные условия культивирования Х.xylophilus                 

Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056  (состав питательной среды, температура, рН, 

время культивирования) для обеспечения максимального продуцирования 

экзополисахаридов в лабораторных условиях. 

2. Выделить и очистить экзополисахариды Х.xylophilus Z-0055 и                     

A.abiegnus Z-0056 из культуральной жидкости. 

3. Определить молекулярную массу, моносахаридный состав и вязкость 

растворов полученных экзополисахаридов Х.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus 

Z-0056. 

4. Изучить влияние экзополисахаридов Х. xylophilus Z-0055 и 

A.abiegnus Z-0056 на микроорганизмы, встречающиеся в естественной среде 

обитания этих бактерий (Singulisphaera mucilaginosa Z-0071, Х. xylophilus         

Z-0055, A.abiegnus  Z-0056) и тест-культуры (Pseudomonas aeruginosa 27533, 

Escherichia coli 01, Staphylococcus aureus 209-Р, Bacillus cereus 8035, Can-

dida albicans 230). 
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5. Изучить влияние экзополисахаридов Х.xylophilus Z-0055 и  

A.abiegnus Z-0056 на инфузории Colpoda stenii  и организм лабораторных 

животных. 

6. Изучить влияние экзополисахаридов Х.xylophilus Z-0055 и                     

A.abiegnus Z-0056 на микрофлору толстого кишечника лабораторных мы-

шей. 

Научная новизна 

Впервые обнаружены  и охарактеризованы ЭПС бактерий Х.xylophilus 

Z-0055 и A.abiegnus Z-0056, подобраны условия для оптимальной продук-

ции ЭПС (состав питательной среды, температура, рН, время культивирова-

ния). Показано, что Х.xylophilus Z-0055 максимально продуцируют экзопо-

лисахариды на среде МС при 31°С, рН 5,5 на 100 часов культивирования, а  

A.abiegnus Z-0056 – на среде МСО при 25°С, рН 5,5 на 100 часов культиви-

рования. Впервые выделены и очищены ЭПС Х.xylophilus Z-0055 и 

A.abiegnus Z-0056, определены их молекулярные массы, углеводный  состав 

и вязкость растворов. Установлено, что ЭПС Х.xylophilus Z-0055 и  

A.abiegnus Z-0056 усиливают рост некоторых бактерий естественного ме-

стообитания лишь в концентрации 1,0 г/л, в то время как в концентрациях 

0,25; 0,5 г/л такого действия не наблюдали. Показано, что в концентрациях 

0,25; 0,5; 1,0 г/л исследуемые ЭПС усиливают рост P.aeruginosa 27533, и не 

влияют на рост таких микроорганизмов как E.coli 01, S.aureus 209-Р, 

B.cereus 8035, C.albicans 230. Получены данные о токсическом действии 

ЭПС Х.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056 на инфузории C. stenii  в кон-

центрации 1,0 г/л.  Обнаружено, что ЭПС Х.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus     

Z-0056 оказывают различное влияние на показатели белкового, углеводно-

го, липидного, азотистого, водно-солевого обменов у лабораторных беспо-

родных мышей. Показано, что введение ЭПС Х.xylophilus Z-0055 и  

A.abiegnus Z-0056 в организм мышей в дозе 0,06 г/кг способствует увеличе-

нию количества молочнокислых бактерий в толстом кишечнике в 2 и 4 раза, 

а в дозе 3,0 г/кг – в 40 и 80 раз соответственно.   
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Теоретическое и практическое значение работы. Полученные ре-

зультаты расширяют представление о составе и свойствах экзогликанов и 

вносят существенный вклад в фундаментальные исследования экзополиса-

харидов бактериального происхождения. По материалам диссертационной 

работы получены 2 патента на изобретения «Способ получения экзополиса-

харида бактерий Ancylobacter abiegnus» (№ 2017144046 от 31.07. 2018, бюл. 

№ 22), «Способ получения экзополисахарида бактерий Xanthobacter 

xylophilus» (№ 2017144093 от 15.08.2018, бюл. №23) и опубликованы мето-

дические рекомендации «Определение биологических свойств бактериаль-

ных экзополисахаридов» (в соавторстве с М.Н. Денисовой, Е.Н. Бухаровой, 

Л.В. Карпуниной, 2014) для  студентов старших курсов, магистрантов, ас-

пирантов, специалистов микробиологических и биотехнологических лабо-

раторий, рекомендованные Учебно-методической комиссией и одобренные 

Ученым советом факультета ветеринарной медицины и биотехнологии Са-

ратовского государственного аграрного университета им. Н.И. Вавилова 

(протокол № 3 от 18.02.2014 г.). Результаты диссертационной работы ис-

пользуются в учебном процессе при чтении лекций по микробиологии, био-

технологии, проведении лабораторно-практических занятий и написании 

дипломных работ в ФГБОУ ВО «Саратовский государственный аграрный 

университет имени Н.И. Вавилова» и ФГБОУ ВО «Саратовский националь-

ный исследовательский государственный университет имени Н.Г. Черны-

шевского». 

Методология и методы исследования. Методологической базой 

послужили труды отечественных и зарубежных исследователей по вопросам 

выделения и очистки экзополисахаридов, изучению их химического состава, 

физико-химических и биологических свойств. Основу данного исследования 

составляют комплексный анализ и системный подход в изучении 

рассматриваемой темы. При проведении исследования и изложения 

материала были применены общенаучные методы: теоретико-

методологический анализ литературных источников, эмпирические методы 

исследования в форме наблюдения, эксперимента, описания, измерения и 
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сравнительно-сопоставительного анализа. Применение указанных методов, 

а также анализ фактического материала позволил обеспечить объективность 

полученных выводов и результатов. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Оптимальными условиями культивирования для наибольшей про-

дукции экзополисахаридов для Х.xylophilus Z-0055 являются: температура 

31 °С, рН 5,5, время культивирования 100 ч на среде МС, а для  A.abiegnus 

Z-0056 – 25 °С, рН 5,5, время культивирования 100 ч на среде МСО. 

2. Выделенный из культуральной жидкости ЭПС X. xylophilus                  

Z-0055, представлен нейтральной и кислой фракциями в равном соотноше-

нии с молекулярными массами 10-20 кДа, 30-40 кДа соответственно и ха-

рактеризуются разным моносахаридным составом: нейтральная фракция яв-

ляется глюкогалактоманнаном с соотношении 1:2:2; кислая фракция – кси-

логалактоглюкоуронаном с соотношении 2:1:1; 1% раствор ЭПС при +25 
о
С 

имеет динамическую вязкость 58 мПа·с. Экзополисахарид A.abiegnus             

Z-0056 обладает молекулярной массой 10-20 кДа и состоит из кислой фрак-

ции, является глюкоманногалактоуронаном с соотношении 1:2:2; 1% рас-

твор ЭПС при +25 
о
С имеет динамическую вязкость 52 мПа·с. 

3. Экзополисахариды X. xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 способ-

ствуют увеличению биомассы бактериальных клеток своих продуцентов и 

S.mucilaginosa Z-0071, обитающих в ультрапресных дистрофных водах Се-

верных болот России в концентрации 1 г/л и бактерий P.aeruginosa 27533 в 

концентрациях 0,25; 0,5; 1,0 г/л. Экзополисахариды  X.xylophilus  Z-0055 и 

A.abiegnus Z-0056 в концентрации 1,0  г/л оказывают токсичное действие на 

инфузории C.stenii. В дозе 0,06 и 3,0 г/кг данные ЭПС оказывают различное 

влияние на метаболические процессы (белковый, углеводный, липидный, 

азотистый, водно-солевой) у лабораторных беспородных мышей. Экзополи-

сахариды Х.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056 в дозе 0,06 г/кг увеличи-

вают количество молочнокислых бактерий в толстом кишечнике мышей в 2 

и 4 раза, а в дозе 3,0 г/кг – в 40 и 80 раз соответственно. 
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Работа выполнена на кафедре микробиологии, биотехнологии и хи-

мии ФГБОУ ВО «Саратовский государственный аграрный университет 

имени Н.И. Вавилова». 

Апробация работы: 

Материалы диссертации были представлены на: конференциях профес-

сорско-преподавательского состава и аспирантов по итогам работы 2010-

2018 гг. (Саратов, 2011; 2012; 2013; 2014; 2016, 2018); IV Всероссийской 

школе-конференции «Химия и биохимия углеводов» (Саратов, 2011); IV Ре-

гиональной научной конференции «Исследования молодых ученых в биоло-

гии и экологии» (Саратов, 2012); 8-ой  Международной Пущинской школе-

конференции молодых ученых «Биология – наука XXI века» (Пущино, 

2014); II Всероссийской конференции «Фундаментальная гликобиология» 

(Саратов, 2014), Международной научно-практической конференции «Био-

технология: реальность и перспективы» (Саратов, 2014). 

Публикации 

По  теме  диссертации  опубликовано 19 работ, из них 5 статей из пе-

речня рецензируемых научных изданий,  рекомендованных ВАК РФ и 2 па-

тента. 

Личный вклад соискателя состоит в подготовке и проведении экспе-

риментальных исследований на всех этапах диссертационной работы, ин-

терпретации полученных результатов, оформлении патентов, участии в под-

готовке публикаций. 

Структура и объем диссертации. Диссертация состоит из введения, 

двух глав: обзора литературы и экспериментальной части, включающей 

описание объектов и методов исследований, результаты исследований и их 

обсуждение, а также заключения, выводов, списка сокращений и условных 

обозначений,  списка литературы. Работа изложена на 121 странице, содер-

жит 19 таблиц, 25 рисунков. Список литературы включает 286 наименова-

ний, в том числе 182 зарубежных.   
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1. Обзор литературы 

 

1.1. Общая характеристика бактерий-диссипотрофов 

Бактерии-диссипотрофы встречаются в микобактериальных сообще-

ствах бореальной зоны России и относятся к группе омброфилов (от греч. 

ómbros – дождь и philéo – люблю) [17, 36]. Омброфилы встречаются в  уль-

трапресных дистрофных водах, которые образуются  на основе  дождевой  

воды, отличающейся низкой минерализацией. К этой группе относятся так-

же и грибы-ксилотрофы, в сообществе с которыми и обитают бактерии-

диссипотрофы. Диссипотрофные  бактерии используют  мономеры,  кото-

рые образуются  при  деструкции   древесины грибами-ксилотрофами [17]. 

Таким образом, происходит расщепление древесины в лесо-болотных эко-

системах северной части России. 

В условиях бореальной зоны России, где большая влажность за счет 

частых осадков и произрастают леса, формируются  лесо-болотные 

экосистемы. Они являются зоной водосбора болот, рек, озер. В каждом из 

этих водоемов обитает характерная омброфильная микробиота [36]. 

Источником органического вещества в лесо-болотных экосистемах   

является древесина [51]. Водная  среда  здесь образуется за счет  дождевой 

воды. Таким образом, происходит формирование кислых темноокрашенных 

дистрофных вод, сопровождающееся деструкцией древесины [35].   

В омброфильном сообществе лесных экосистем, ответственном за де-

струкцию древесины, выделяют две основные группировки микроорганиз-

мов: 

1. Грибы-ксилотрофы (Aspergillus, Trichoderma, Cladosporium,   Peni-

cillium, Paecilomyces) [95]. Грибы осуществляют первичное разложение дре-

весины  при  помощи  внеклеточных  ферментов (лакказы, пероксидазы) 

[83], за счет чего образуется доступное органическое вещество  в данной 

экосистеме. Эти грибы развиваются в пленочной воде влажной древесины.  

2. Бактерии-диссипотрофы связаны с грибами-ксилолитиками, они 

продолжают биологическую  трансформацию в дистрофных  ультрапресных  
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водах.  Бактерии потребляют  органические  кислоты и олигосахариды,  об-

разующиеся  при гидролизе  грибами  древесины. На данном этапе разложе-

ния древесины микроорганизмы представлены преимущественно   ацидо-

фильными  или  ацидотолерантными  омброфилами. В результате деятель-

ности ацидотрофов происходит снижение концентрации органических кис-

лот в среде, и она становится из кислой нейтральной [35].  

Бактерии в микосфере играют подчиненную роль, находясь под силь-

ным воздействием грибов, включая их антибиотическое действие. Поэтому 

микотрофные бактерии обладают устойчивостью к ряду факторов микосфе-

ры. Для микроорганизмов микобактериального сообщества определяющими 

служат биотические взаимоотношения с грибами – устойчивость к антибио-

тикам, к окислительному стрессу.  

Бактерии промывных вод используют преимущественно рассеиваемые 

продукты гидролиза древесины вне непосредственного воздействия мицел-

лиальных организмов и образуемой ими биопленки. Такие организмы назы-

ваются диссипотрофами [37]. 

Таким образом, на  каждой  стадии  разложения  древесины  преобла-

дают определенные виды микроорганизмов. На первом этапе формируются  

кислые условия, которые ранее считались неблагоприятными для развития 

микроорганизмов.  Поэтому  ацидофильные олиготрофные микроорганиз-

мы, обитающие  в  совокупности с грибами-ксилотрофами, слабо изучены. 

Грибы развиваются в пленочной воде увлажненной древесины, осу-

ществляя ее твердофазную ферментацию. Бактерии-диссипотрофы разви-

ваются в жидкой фазе промывных вод при низкой концентрации доступных 

органических веществ. Эти группировки связаны прямой трофической свя-

зью: к бактериям в водной фазе поступают вымываемые метаболиты, обра-

зующиеся при расщеплении древесины грибами [36].  

Г.А. Заварзиным [35] было отмечено, что бактерии совместно с гриба-

ми  производят расщепление древесины и производят деацидификацию сре-

ды. Они утилизируют соединения с небольшой молекулярной массой, кото-

рые остаются после процесса гидролиза древесины грибами. Таким обра-
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зом, бактерии и грибы в этом сообществе занимают свойственные им тро-

фические ниши. Микроорганизмы (например, A.abiegnus sp. nov., 

X.xylophilus sp.nov.), использующие продукты обмена грибов, прежде всего 

органические кислоты, относятся к ацидотрофам.  

Выделяют следующие группы диссипотрофных бактерий, являющиеся 

наиболее важными представителями микрофлоры ультрапресных  кислых 

дистрофных  вод.  

1. Порядок Planctomycetales. Это специфическая группа  микроорга-

низмов, имеющая отличия от  представителей  домена  Bacteria.  Поверх-

ность клеток этих бактерий покрыта структурами, напоминающими крате-

ры,  функции  которых  пока  не изучены.  В  мембранах клеток планкто-

мицетов имеются гопаноиды. В клетке цитоплазма разделена  на компарт-

менты [192], нуклеоид ограничен двойной мембраной.  В клетке планкто-

мицетов присутствуют рибоплазма и парифоплазма. Рибоплазма – компарт-

мент, который содержит белки и рибосомы, парифоплазма  лишена рибосом 

[154]. Это термофильные или мезофильные микроорганизмы, оптимум  рН  

для которых  составляет  8-9 [275]. Планктомицеты распространены в при-

роде повсеместно (наземные, пресноводные, морские экосистемы, инду-

стриальных   источниках).   Экологическая роль этих микроорганизмов  не 

исследована.  

Порядок Planctomycetales включает семейство Planctomycetaceae,    ко-

торое содержит 9 родов: Planctomyces, Gemmata, Rhodopirellula, Pirellula, 

Schlesneria, Singalisphaera, Zavarzinella, Isosphaeara, Blastopirellula [242, 

277].   

2. Семейство Xanthobacteraceae. Представители этого семейства часто 

встречаются в дистрофных водах. В семейство  Xanthobacteraceae входят  

представители родов Xanthobacter, Ancylobacter, Azorhizobium, Labrys,                 

Starkeya  [153].  

Род Azorhizobium. Эти микроорганизмы в  первую очередь  интересны 

как  клубеньковые азотфиксирующие бактерии, являющиеся при этом   
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симбионтами растений. В свободном  состоянии такие бактерии в природе 

не встречаются.  

Род  Ancylobacter относится к классу Alphaproteobacteria, отряду Rhizo-

biales, семейству Hyphobacteriaceae. Первоначально этот род был описан J. 

Orskov в 1928 году   и получил название  Microcyclus, а в 1983 г.  был  пере-

именован  в Ancylobacter [229] поскольку Microcyclus использовалось в  

классификации грибов еще до  работ  J. Orskov  [228]. В настоящее время 

род  Ancylobacter включает 6 видов: A.aquaticus, A.abiegnus, A.oerskovii, 

A.polymorphus, А.rudongensis, A. vacuolatus. Эти бактерии  играют  важную 

экологическую роль, поскольку являются олиготрофными метилотрофами, 

оксалотрофами, водород использующими литотрофами [229].  

Клетки бактерий A.abiegnus кокковидной формы, плеоморфные, непо-

движные, размером 0,65 – 0,9 мкм, имеют многочисленные фимбрии            

(Рисунок 1). 

 
 

 Рисунок 1  – Ультратонкий срез клетки  
A. abiegnus sp. nov. 

Примечание – Ф – фимбрии; КС – клеточная стенка;  

ЦПМ – цитоплазматическая мембрана (цит. по [40]). 

 

По Граму окрашиваются отрицательно. Не образуют спор. Размножение 

происходит при помощи неравномерного деления. Вначале деления обра-

зуются палочковидные клетки длиной 1,35 – 1,5 мкм, распадающиеся на две 
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клетки неравного размера. Колонии A.abiegnus sp. nov. круглые, с ровным 

краем, диаметром 4 мм, выпуклые, плотные, слизистые, молочного цвета. 

Облигатные аэробы. Не используют С1-соединения, моно- и дисахариды, 

аминокислоты. Источниками углерода и энергии являются органические 

кислоты: ацетат, глюконат, малат, сукцинат, цитрат, оксалат, а также ксилан 

и ксилоза. Не растет хемолитоавтотрофно. Является олиготрофами. Опти-

мальная концентрация субстрата в среде – 0,25 г/л. Для роста необходим 

дрожжевой экстракт (0,05 г/л). Является умеренно ацидофильным микроор-

ганизмом (оптимум для роста составляет рН 5,0 – 5,5) [40]. 

Род  Labrys. Представители это рода имеют характерную только для 

данного вида морфологию. В структуре характерно наличие коротких про-

стек. Распространены в пресноводных экосистемах. Неприхотливы к источ-

нику питания. Могут использовать разнообразные углеводы [153, 271].  

Род Starkeya. Об этом роде стало известно относительно недавно,  в 

2000 году. Единственным представителем считались бактерии S. novella. 

Представители этого  рода  в качестве источников  энергии  используют 

тиосульфат и тетратионат. Являются нейтрофилами,  мезофилами, облигат-

ными   аэробами,  способны к факультативной хемолитоавтотрофии. В слу-

чае гетеротрофного роста могут сбраживать различные  органические кис-

лоты и углеводы. Встречаются  в почвенных  и  пресноводных  местах  эко-

сисистемах [174].  

Род Xanthobacter. К данному роду относятся виды: X.autotrophicus, 

X.agilis, X.aminooxidans, X.flavus, X.tagetidis, X.viscosus, X.xylophilus. Пред-

ставители этих видов  распространены: в водных экосистемах, влажных  

почвах лугов, донных отложениях озер, морей, ризосфере риса, осадках от-

стойников, почвах  загрязнённых нефтью. Повсеместная встречаемость 

представителей рода Xanthobacter обоснована их физиологическими осо-

бенностями. Ксантобактеры  являются аэробами, они способны  к фиксации  

атмосферного азота. Эти бактерии могут  расти литоавтотрофно и хемогете-

ротрофно [280]. В качестве  источников  углерода  и энергии бактерии 

Xanthobacter используют С1-соединения: метанол и метилированные ами-
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ны,  органические  кислоты, спирты, а  также   некоторые углеводы [57].  

Некоторые бактерии этого  вида  могут  использовать сложные  органиче-

ские  соединения как субстрат для  роста. Например,  бактерии вида 

X.tagetidis  используют  гетероциклические  соединения [29], а 

X.polyaromaticivorans – в  микроаэрофильных  условиях полициклические и 

ароматические соединения [166]. Представители рода  Xanthobacter по мор-

фологии являются, как правило, плеоморфными палочками, в их клетках 

характерно наличие пигмента жёлтый каротиноидный (дирамнозидзеаксан-

тин), X.polyaromaticivorans – пигмент оранжевого цвета (зеаксантин). Ксан-

тобактерии имеют оптимум для роста в пределах  6.8-7.8  [280].  

X. xylophilus Z-0055 относится к семейству Xanthobacteraceae, порядка 

Rhizobiales, класса Alphaproteobacteria. Род Xanthobacter объединяет виды  

X.agilis, X.aminooxidans, X.autotrophicus, X.flavus, X.tagetidis, X.viscosus и 

X.xylophilus.  

Клетки бактерий имеют овальную форму, размером 0.4×0.7мкм                      

(Рисунок 2). 

 

                         а                                                б 

Рисунок 2– Электронно-микроскопическая фотография (а)   

и ультратонкий срез (б) клеток X. xylophilus Z-0055 

Примечание – КС – клеточная стенка; ЦПМ – цитоплазматическая  

мембрана; Н – нуклеоид (цит. по [39]). 

 

Микроорганизмы не образуют капсулы, не способны к движению. Размно-

жаются неравномерным делением. Перед началом деления  происходит 

формирование подковообразной клетки размером 0.4 – 0.7× 0.8 –1.2 мкм, 

0.5 мкм 
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которая впоследствии распадается на две овальные. По Граму окрашивают-

ся отрицательно. На плотной питательной среде бактерии образуют колонии 

2 мм в диаметре, округлой формы, плотные, выпуклые, слизистые, оранже-

вого цвета (пигмент – каротин). Бактерии рода Xanthobacter  является обли-

гатными аэробами. Для роста нуждаются в дрожжевом экстракте. Источни-

ком углерода в среде могут служить глюконат, сукцинат, цитрат, оксалат, 

ксилоза и ксилан. Не потребляют моно-,  ди-, полисахариды, аминокислоты, 

сахароспирты. Оптимальная концентрация субстрата в среде 0,025%.  Не 

растут литоавтотрофно. Не способны к фиксации молекулярного азота [39]. 

 

 

1.2. Экзополисахариды микроорганизмов: свойства и функции 

В последние годы микробные ЭПС являются предметом усиленных 

теоретических и прикладных исследований. Это обусловлено уникальными 

свойствами этих биополимеров. Как известно из литературных источников, 

растворы ЭПС обладают суспендирующими, эмульгирующими свойствами, 

они также спсобны изменять реалогические характеристики водных систем. 

Эти биополимеры применяют в пищевой, фармацевтической, нефтяной 

промышленности, текстильной, химической, медицине и сельском 

хозяйстве [1, 2, 5, 9, 112, 137, 152, 157, 190, 232, 249, 257, 270, 273]. 

На мировом рынке потребность в микробных ЭПС постянно растет. 

Это подтверждается увеличением объемов производства бактериального 

ЭПС ксантана, а также появлением новых микробных ЭПС. Примерами 

микробных полисахаридов (ПС) могут служить: курдлан – продуцент 

Alcaligenes faecalis [32], эмульсан (Acinetobacter calcoaceticus) [3], декстран, 

продуцируемый  Leuconostoc dextranicum, L.mesenteroides, занфло – Erwinia 

tahitica, ксантан – Xanthomonas campestris, полимиксан – Bacillus polymyxa 

[59]. 

К синтезу ЭПС способны многие микроорганизмы. Впрочем, выход 

этих биополимеров у разных продуцентов отличается в широких пределах в 

зависимости от условий их культивирования. Экзополисахариды 



17 

 

микроорганизмов отличаются локализацией их в клетках, по строению, 

физико-химическим, биологическим свойствам. Тем не менее, большая 

часть бактериальных полисахаридов обладает определенной структурой, 

характерной для вида [93]. У микробных полисахаридов имеются 

преимущества перед растительными полисахаридами. Во-первых, 

микробные ЭПС можно получать в нужном количестве независимо от 

сезона. Во-вторых, эти биополимеры получать экономически выгоднее из-за 

отностительной дешевизны субстратов, на которых микроорганизм 

способен продуцировать ЭПС в большом объеме [50]. В-третьих, 

микробные ЭПС уникальны тем, что в них обнаруживаются моносахара, 

которых нет в полисахаридах другого происхождения [93].  

Полисахариды – высокомолекулярные углеводы формулы CnOnH2m, 

состоящие из остатков моносахаридов, которые соединены гликозидными 

связями. Они включают в состав один или несколько моносахидных 

остатков. Различают экзо- и эндополисахариды, гомо- и 

гетерополисахариды [254]. Наиболее многочисленная – это группа 

гетерополисахаридов. Гомополисахариды состоят из моносахаров одного 

вида. Гомополисахариды объединены в четыре группы: α-D-глюканы, β-D-

глюканы, фруктаны и полигалактаны. ЭПС этой группы обладают большой 

молекулярной массой [16, 125, 260]. 

Гетерополисахариды состоят, главным образом, из повторяющихся 

моносахаридов, количество которых может составлять в биополимере от 

двух до восьми. Молекулярная масса таких полисахаридов достаточно 

большая и колеблется от 5·10
5
 до 2·10

6
 Да. Мономерами, входящими в 

состав гетерополисахаридов являются галактоза, манноза, глюкоза, рамноза, 

N-ацетилглюкозамин, уроновые кислоты. В состав могут входить фосфаты, 

ацетил и глицерин [140, 237]. 

Моносахаридные остатки в полисахаридах могут быть в фуранозной 

или пиранозной форме. Моносахарид образует одну гликозидную связь с 

рядом стоящим моносахаридом. Но для присоединения других 

моносахаридов этот же моносахарид может предоставить несколько 
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гидроксильных групп. Поэтому полисахариды могут иметь разветвленную 

или линейную структуру. В составе полисахаридов преобладают D-манноза, 

D-глюкоза, D-галактоза, не редко в составе ЭПС присутствует D-

глюкуроновая кислота, L-рамноза, реже – L-фукоза, а D-маннуроновая и         

L-гулуроновая  кислоты – очень редко. Хотя в состав ЭПС могут входить 

одни и те же мономеры, свойства этих биополимеров могут значительно 

различаться из-за своего композиционного состава, а, следовательно, и по 

физико-химическим свойствам [196]. Состав и структура часто определяет 

пространственное ориентирование полисахаридов [33, 186, 266].  

Полисахариды всегда входят в состав микроорганизмов, присутствуя 

как в комплексах с липидами, нуклеиновыми кислотами, белками, так и 

изолированно [120, 243, 285]. 

Распределение в клетке полисахаридов определяет их 

иммунохимические, физиологические, биохимические свойства [21, 42, 93, 

114]. 

В зависимости от локализации в клетке полисахариды 

микроорганизмов принято делить на внеклеточные (экзогликаны) и 

внутриклеточные (эндогликаны) [33, 42, 250].  

Полисахариды мембран, цитоплазмы и клеточных стенок являются 

внутриклеточными. Полисахариды капсул, свободых слизей, чехлов относят 

к внеклеточным. Существует также термин «экзогликаны», его применяют 

для полисахаридов свободной слизи [21]. 

В соответствии с классификацией микробных ЭПС, их принято 

разделять на пять групп [255]. В первую группу входят декстраны. Это 

гомополисахариды, так как состоят из одного моносахара. Особенностью 

синтеза ЭПС является присутствие в среде сахарозы как специфического 

субстрата. На средах с другими сахарами не происходит синтеза. 

Представителями бактерий-продуцентов в этой группе являются роды  

Leuconostoc и Streptococcus [125]. 
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Ко второй группе относят гетерополисахариды, образование которых 

возможно на средах с определенным углеродным субстратом [140]. 

Бактерии-продуценты в этой группе – псевдомонады. 

В третью группу входят гомополисахариды, синтез которых 

осуществляется на различных углеродных субстратах. В стуктуру этих ПС  

могут входить как углеводные остатки, так и ацетильные группы. Примером 

полисахаридов, содержащих только углеводные остатки, является курдлан 

(продуценты Agrobacterium radiobacter и Alcaligenes faecalis). К 

полисахаридам, содержащим в составе ацетильные группы, относят ЭПС, 

синтезированные некоторыми видами Agrobacterium [155, 180, 205, 220]. 

Самой большой группой микробных полисахаридов является 

четвертая. В нее входят гетерополисахариды, построенные из 

повторяющихся звеньев. Это гелан, эмульсан, ксантан [173, 205, 215]. 

В пятую группу микробных полисахаридов входят 

гетерополисахариды, которые состоят из D-маннуроновой и                                 

L-гулуроновой кислот. Особенностью таких полисахаридов является  то, 

что в их структуре нет повторяющихся звеньев. Примером полисахаридов 

этой группы является бактериальный альгинат, продуценты которого – 

Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeruginosa и Paenibacillus ehimensis [54, 

61, 101, 144, 164, 169]. 

По химической природе ЭПС подразделяют на нейтральные и кислые. 

У нейтральных полисахаридов в состав входят только спиртовые и 

карбонильные группы и  аминосахара, в которых также присутствуют 

карбонильные, спиртовые, аминогруппы. Присутствие  аминогруппы 

определяет основные свойства этих соединений. Кислые в своем составе 

содержат карбоксильные группы. 

ПС, входящие в состав бактериальной капсулы и слизи межклеточного 

пространства (капсульные полисахариды, экзогликаны, или 

экзополисахариды), принадлежат к одной группе бактериальных антигенов, 

которая получила название «К-антигены». Результаты изучения их 

структуры и свойств описаны во множестве работ, большая часть которых 
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приходится на 80-е годы двадцатого века [67]. В капсулах гидратированные 

ПС могут быть в полутвердом состоянии  [285].  

Полисахаридам свойственна первичная, вторичная, третичная и 

четвертичная структура. Первичная структура полисахаридов –  это 

природа, расстановка в структуре со связями мономеров. Она 

бывает линейной или в разной степени разветвленной. Линейные цепи 

характерны для таких гликанов как хитин, целлюлоза, а также структурных 

животных гликанов в тканях, выполняющих вспомогательную функцию 

(гликозаминогликаны). Разветвленные цепи встречаются у запасных 

гликанов (амилопектин, декстран, гликоген) и гликанов, выполняющих 

вспомогательную структурную функцию в тканях у растений 

(гемицеллюлоза, пектин) [149, 282]. 

 Вторичная структура – ориентация цепей полимера в пространстве с 

учетом ковалентных связей между мономерными единицами, валентных 

углов гликозидных связей. Ленточные структуры встречаются 

у целлюлозы и хитина. Их образование обосновано двумя причинами. Эти 

полимеры дают жесткие линейные цепи, жесткость которых объясняется 

расположением ОН-групп β-D-глюкозы и многочисленными водородными 

связями вдоль цепи.  Подвижность всей цепи полисахарида определяется 

соотношением гибких и жестких участков в нем [230, 257]. Спиральные 

структуры образуются следующими гликанами: α-амилоза, гиалуроновая 

кислота, агароза, карагинан. 

 Третичная структура  – это пространственная укладка спиралей 

полисахаридов или расположение полимерных цепей в пространстве. 

Можно выделить несколько распространенных третичных структур 

гликанов. Жесткие волокна формируются у целлюлозы  и хитина из 

свернутых двухцепочечных лент. Гибкие волокна в клеточных стенках 

некоторых водорослей образованы из правых тройных спиралей D-ксилана, 

со стабилизацией также за счет межцепочечных водородных 

связей. Сложноразветвленные компактные структуры глобулярной формы 

образуют запасные полисахариды, такие, как амилопектин, гликоген, 
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декстраны. Сложноразветвленные рыхлые неупорядоченные 

структуры характерны для вспомогательных структурных гликанов 

растений, таких, как гемицеллюлозы и протопектины. Пространственно-

сетчатые рыхлые структуры, нити которых состоят из множества спиралей, 

присущи гельобразующим кислым полисахаридам, таким, как агар-агар, 

карагинан, альгин, растворимые пектины, камеди. Пространственно-

неупорядоченные подвижные структуры характерны для гиалуроновой 

кислоты.   

Четвертичная структура – следующий этап пространственной 

организации полисахаридов, который характеризуется образованием 

агрегатов посредством взаимодействия полисахарида между собой с 

третичной структурой гликана.  

Первостепенная функция ПС – защитная, но помимо нее эти полимеры 

выполняют ряд других немаловажных функций: энергетическая, 

механическая, транспортная, модифицирующая и др. Поэтому была создана 

классификация микробных ПС, отражающая выполняемые ими функции в 

клетке.  

Первая группа – это клеточные ПС, которые по функционально- 

топологическим признакам делятся на структурные и структурно-

метаболические (присутствуют в клеточной стенке) и резервные.  

Ко второй группе относят внеклеточные ПС, в том числе и структурно-

метаболические ПС [32, 211].  

Структурные полисахариды формируют срединную пластинку, 

первичную и вторичные стенки, различающиеся функциональным 

назначением, строением и составом. Они генетически детерминированы. 

Структурные полисахариды определяют антигенные особенности вида 

бактерий [118]. В результате производства большого количества 

структурно-метаболических полисахаридов образуется капсула и гликаны, 

которые могут выходить в культуральную жидкость. Такие полисахариды 

называют внеклеточными (ВПС) [253].  
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Полисахариды наружной мембраны, а также капсульные полисахариды 

обуславливают серологическую специфичность бактерий. По причине 

нахождения на поверхности клетки таких гликанов, они вступают в реакции 

с иммунными клетками организма человека и животных. Полисахариды, 

находящиеся в наружной мембране, обладают достаточной 

резистентностью, поэтому они устойчивы к фагоцитозу и расщеплению 

ферментами. Посредством  молекулярно-биологических исследований 

установлено, что гликаны, локализующиеся в наружной мембране клеток 

бактерий, принимают участие в таких процессах как клеточное узнавание. 

Этим полисахаридам присущи уникальные иммунохимические и 

фармакологические свойства, они – рецепторы бактериофагов. Помимо 

своей основной запасной функции, которые выполняют внутриклеточные 

полисахариды (такие как гликоген), они участвуют в механизмах, 

регулирующих деление и рост клеток [21, 42]. 

У непатогенных бактерий распространено капсулообразование как 

видовой признак. Это говорит о наличии у капсульных полисахаридов 

многочисленных функций. Капсула таких микроорганизмов предохраняет 

клетки бактерий-продуцентов от воздействия антибиотиков, которые 

продуцируются конкурентными штаммами. Таким образом, 

капсулообразование как признак, обеспечивает выбор потребления 

разнообразных веществ из среды обитания и удаление за пределы 

бактериальной клетки ненужных продуктов метаболизма [16]. 

Т.П. Пирог с соавт. [73] выявлена защитная роль собственных ЭПС для 

бактерий Acinetobacter sp., проявляющаяся в устойчичости клеток культуры 

к действию  высоких  и  низких  значений  pH,  высушиванию,  повышению  

температуры,  замораживанию, к воздействию биоцидов и детергентов.   

Авторами [122, 131, 203] было показано, что ЭПС психрофильных 

бактерий Colwellia psychrerythraea 34Н,  Pseudomonas sp. ID1, Phormidesmis 

priestleyi обладают хорошими криопротекторными свойствами при 

температурах от  -20 °С до  -80 °С как для самих штаммов-продуцентов, так 

и для других бактерий, таких как Escherichia coli. Кроме того, ЭПС             
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C. psychrerythraea 34Н проявляет осмопротекторные свойства, что помогает 

в  сохранении микробного сообщества в  морских льдах. Структурные 

особенности уникального ЭПС C. psychrerythraea 34Н напоминают 

присутствующие в антифризе белки и гликопротеины, он состоит из 

тетрасахаридного повторяющегося блока, содержащего две аминокислоты и 

две уроновые кислоты, треонин в качестве заместителя одной из них [123].  

Питательная функция – одна из важнейших у ЭПС. Так, некоторые 

бактерии потребляют и собственные, и находящиеся в окружающей среде 

полисахариды других бактерий, грибов [57].  

Экзополисахариды бактерий относятся к вторичным метаболитам, они 

являются продуктами метаболизма, которые образуются впоследствии 

действия первичных метаболитов-ферментов. Следовательно, условия для 

выращивания бактерий-продуцентов этих веществ оказывает прямое 

влияние на количество выделяемого полимера и его свойства [164].  

Эффективным способом сохранения экзополисахаридов является 

лиофильная сушка. При этом не теряются свойства биополимеров и их 

биологическая активность. Высушивание при высоких температурах 

приводит к тому, что полимеры становятся гигроскопичны, теряют многие 

свои свойства: плохо расщепляются ферментами, не растворяются в воде, 

утрачивают биологическую активность. Лиофильно высушенные препараты 

ЭПС хорошо растворимы в воде, а такие растворители как спирты 

переводят их из растворенного состояния в осадок [33].  

Вязкость растворов ЭПС – важная реологическая характеристика. 

Показатель вязкости – это признак, который зависит от природы 

продуцента, химического состава, структуры молекулы ЭПС и внешних 

факторов, при которых был синтезирован биополимер (рН, аэрация, 

концентрации веществ, температуры, давления и др.) [22]. 

Экзогликаны являются активными соединениями, это подтверждено 

физико-химическими и иммунохимическими экспериментами. Они легко 

вступают во взаимодействие с различными соединениями, особенно если у 

таковых имеются участки в структуре,  с которыми связывается ЭПС 
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водородными и ионными связями, а также путем гидрофобного 

взаимодействия. Следует отметить, что заряд молекул ЭПС достаточно 

небольшой, поэтому взаимодействие с другими веществами, приводящие к 

образованию комплекса, может происходить путем создания различных 

химических связей (водородных, ковалентных, Ван-дер-Вальса) [21]. 

Экзополисахариды бактерий активизируют защитные силы организма, 

повышая его устойчивость к  вирусным и бактериальным инфекциям [34, 

165, 168, 171]. Биологически активные ПС, как правило, разветвленные или 

β-линейные 1,3-D-глюканы, гетероглюканы или комплексы β-D-глюкана с 

белками [104]. Эти глюканы – полифункциональные вещества и 

присутствуют в клеточных стенках многих растений [188], грибов и 

водорослей [49, 104, 235, 278], продуцируются бактериями в виде 

экзополисахаридов [110, 240]. Биологическая активность β-D-глюканов 

заключается в основном в иммуностимулирующих свойствах, но эти ЭПС 

проявляют ряд других биологических свойств. Способность 

экзополисахаридов к связыванию свободных радикалов определяет их 

радиопротекторное действие, а появление фактора, регрессирующего 

опухоль в ответ на введение биополимера – противоопухолевое действие. 

Противовоспалительное действие обусловлено возникновением в сыворотке 

крови фактора, активизирующего продукцию транспортных белков острой 

фазы [8]. 

Исследованием противоопухолевых, радиозащитных и 

иммуномодулирующих свойств β-маннанов и β-глюканов из дрожжей 

занимается школа Н.П. Елинова [1, 32, 99]. Много известно о зимозане – 

биополимере, выделенного из дрожжей Saccharomyces cerevisiae [6]. 

Зимозан  – биополимер оболочки этих дрожжей, в составе которого 

большую часть занимают полисахариды. Установлено, что биологическая 

активность зимозана обусловлена наличием глюканов в его структуре. 

Зимозан способен повышать противоопухолевую и антиинфекционную 

резистентность организма. Это определяется индукцией гиперреактивности 

мононуклеарной фагоцитирующей системы (МФС). Зимозан ститулирует 
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МФС у животных  и человека. Зимозан активизирует образование  Т- и (в 

меньшей степени) В-лимфоцитов. Зимозан применяют в лечении онкологии, 

так как этот биополимер обладает комплексным воздействием на организм. 

Зимозан стимулирует лейкопоэз, увеличивает активность макрофагов и 

лейкоцитов, способствует увеличению числа и активности лимфоцитов, 

увеличивает канцеролитическую и комплементарную активность сыворотки 

крови, повышает уровень пропердина. В то же время зимозан способен 

угнетать рост индуцированных и трансплантированных опухолей, 

подавлять процесс метастазирования, усиливать эффективность и ослаблять 

токсичность цитостатических антибластомных препаратов, тем самым 

увеличивть продолжительность жизни человека [8].  

В медицине успешно нашли применение полисахариды 

микроорганизмов такие как сальмозан, пирогенал и продигиозан [10, 15, 26, 

46, 56, 63, 82, 89, 90, 98, 103]. 

β-1,3-D-глюканами активизируют неспецифическую резистентность 

организма, поэтому эти препараты используются как в профилактических 

целях, так и в качестве вспомогательных лекарственных средств при 

различных заболеваниях, сопровождающихся общим снижением 

иммунитета [104]. Структура и состав глюкана определяют воздействие на 

те или иные составляющие иммунной системы и на степень ее активации. 

Особенно важна конформация молекулы такого полисахарида при 

взаимодействии с элементами иммунной системы. Тип и конфигурация 

связей между остатками сахаров, молекулярная массы полисахаридов, 

степень разветвленности боковых цепей, растворимость в воде при этом 

также играют немаловажную роль [8, 32, 133, 148, 191]. 

К примеру, курдлан является линейным 1→3-β-В-глюканом и 

стимулирует цитотоксичность полиморфноядерных лейкоцитов in vitro. В 

то же время лентинан и шизофиллан, являющиеся 1→3-β-D-глюканами, но, 

имеющие наряду с  β-1→3 связями β-1→6 связанные остатки глюкозы в 

виде боковых цепей, не обладают таким действием. Биологическая 

активность β-D-гликанов также связана с оптимальным содержанием (около 
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30 %) β-1→6-связанных остатков глюкозы в молекулах β-D-глюканов. 

Наличие β-1→6-связей определяет пространственную структуру β-D-

глюканов, от которой зависит проявление биологического действия  

полисахаридов [8]. 

Неспецифическая резистентность организма осуществляется 

комплексом клеточных и гуморальных факторов, взаимодействующими для 

достижении конечного эффекта – катаболизма чужеродной субстанции. 

Исследователями обнаружено свойство некоторых микробных ПС 

оказывать влияние на иммунную систему организма. Они запускают 

многоступенчатую защитную реакцию в организме, увеличивая 

сопротивляемость [26, 34, 159, 165, 170, 177]. 

β-1,3-О-глюканы активизируют иммунную систему гуморальными и 

клеточными факторами. При воздействии на гуморальные факторы 

иммунитета повышается  уровень интерлейкинов 1 и 2, иммуноглобулинов 

(IgM и IgG), активатора плазминогена, интерферона, Н2О2, 

колониестимулирующего фактора, опсонинов, фактора некроза опухоли, 

белков плазмы, включая белки острой фазы (комплемента СЗ, гомопексина, 

церулоплазмина, и т.д.); увеличивается включение глюкозамина (до 10 раз), 

происходит ингибирование простагландинов и иммуносупрессивных 

веществ, возрастает потребление глюкозы клетками. 

Под влиянием глюканов на клеточные факторы иммунитета  

происходит усиление фагоцитоза, увеличение числа антителообразующих 

клеток, рост цитотоксичности макрофагов, пролиферация, ингибирование 

миграции макрофагов, реакция гиперчувствительности замедленного типа 

(РГЗТ), активация Т-киллеров, Т- хелперов и нормальных киллеров (NK),  

эффект кооперации Т- и В- лимфоцитов, реакция «трансплантат против 

хозяина» (РТПХ), увеличение лимфоузлов и других кроветворных органов, 

стимуляция экзо- или эндогенного колониеобразования в селезенке или 

костном мозге, образование лимфоцитами розеток с эритроцитами барана, 

митостатическое действие, увеличение числа выживших животных в 

эксперименте [8]. Экзополисахариды молочнокислых бактерий обладают 
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также антионкологическими, противовирусными и иммуномодулирующими 

и пробиотическими свойствами [77, 78, 79, 80, 106, 128, 141, 145, 184, 231, 

260].  

Антиканцерогенными свойствами обладают экзополисахариды  

B.bifidum YIT 4007, B.breve YIT4014, L.lactis ssp. cremoris KVS 20, B.breve 

4043 и [184, 216]. Некоторые ЭПС молочнокислых бактерий  способны 

понижать уровень холестерина в крови  [216, 218, 225, 226].  

Экзополисахариды, синтезируемые некоторыми молочнокислыми 

бактериями, оказывают стимулирующее действие на иммунную систему 

животных [168, 194, 217, 269]. ЭПС, выделяемые молочнокислыми 

бактериями, активизируют иммунный ответ организма, индуцируя 

цитокины, при этом происходит активизация лимфоцитов и макрофагов 

[135, 168, 176, 200].  

Известны бактерии, ЭПС которых обладают иммуномодулирующими 

свойствами: Paenibacillus jamilae CP-7 [236], Bacillus spp. [160], Bacillus 

licheniformis [110], Bacillus amyloliquefaciens sp. [129] Geobacillus 

thermodenitrificans [111]. ЭПС P. jamilae СР-7 способен активизировать  

пролиферацию спленоцитов in vitro и синтез цитокинов. Было показано, что 

данный ЭПС приводил к подавлению пролиферативных и цитокиновых 

ответов при его воздействии на Т- и В-клетки, которые были 

стимулированы общепринятыми митогенами [236]. Имеются сведения о 

том, что лечение ЭПС G.thermodenitrificans нарушает репликацию вируса 

простого герпеса 2 типа в мононуклеарах периферической крови человека 

(ПБМК) [106]. 

Показано, что для ЭПС грибов рода Tremella [138], Ganoderma lucidium 

[276] характерно антивирусное  действие. 

Имеются сведения, что ЭПС бактерий рода Bacillus оказывают 

противоопухолевое и антивирусное действие [72, 105, 129], кроме того, эти 

биополимеры способствуют защите от стафилококковой инфекции и 

усиливают действие лекарственных препаратов [4], при этом 

неспецифическая реактивность организма увеличивается. 

http://yandex.fr/clck/jsredir?bu=ai2b&from=yandex.fr%3Bsearch%2F%3Bweb%3B%3B&text=&etext=1997.h5-86hvroZQaI7Qs2thb-c-hxUhRoKuxwltcy7mmMvw.03b2414d3e7340c922b79198843bde9725c5f44f&uuid=&state=PEtFfuTeVD5kpHnK9lio9dFa2ePbDzX7kPpTCH_rtQkH2bBEi5M--bO-cYhaTVRUPt9FXYN03weBS9nKEr_LVd0b6HOMUidQ&&cst=AiuY0DBWFJ5Hyx_fyvalFHNLsH__nJtodNughjvfy1Z95Lk5-OAOCIEmpbT8fl3EKrhaJK1dKWnyjdGzC8knQs4fX268dqHLskluSTbNmd8E-_1c-QD-aNAUTZCjOnQ9PEmWkNdXeEMAOsv39FTGpc74HNPTejX-v_sca0V1H04HPl1inAV4QjliIYYRs7WRjRPVp3WzaknqJcxAOuIgPMFRy5qcUIfreX3IWTkdAX60jwrq9zVnKNhKIHbuX6c3zeQW8lkihgkR5vxg6Mv6lg,,&data=UlNrNmk5WktYejR0eWJFYk1LdmtxajJjLXFJWHpRdENCdnlBUHBPMHM2eEFIdkdoRGZndExtVXF6REtMSWEwTmNYQWlJemNqaFZKbzQzRGdaTk5rR1N1WUZ3TnZOazRobW1naGMzeFlxem9iOGRGT1p3UDJnQXZVbG1wczZVUEdfNndzdXU2RnpURkdWTXpfTHB4VlRiMF9LZDlrU0tFaXZ2UUlRLXh4YjNQV2hmNkVibkkwazBDYU1IMzU3NUpS&sign=504bb8af3936d39bf3d7ea05d0c9be47&keyno=0&b64e=2&ref=orjY4mGPRjmeEvfSbBIU7wdiUYsOhtJ_I5DWmdgP-18O5ImpXmtu6PLdJjrPL3LOHerCYEnI9p74eeFnUibJoQxCi6hqGO3p&l10n=ru&rp=1&cts=1544449058568&mc=3.459431618637298&hdtime=4489.9
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Pseudomonas sp. WAK1 продуцирует сульфатированный полисахарид 

[204]. Этот полимер проявляет цитотоксическое действие на раковые клетки 

человека линии МТ-4. ЭПС P. stutzeri 273 обладает антиоксидантной 

активностью [281].  

Flavobacterium uliginosus MP-55 продуцируют водорастворимый 

полисахарид маринактан, состоящий из глюкозы, маннозы и фукозы с 

молекулярной массой выше, чем 1·10
6
 Да. Было показано, что маринактан  

обладает противоопухолевыми свойствами  против саркомы 180 [267]. 

Экзополисахариды, продуцируемые бактериями P.polymyxa JB115, 

рекомендованы  в качестве  пищевой добавки для животных для 

активизации иммунитета [139, 171].  

Микробные полисахариды – активные стимуляторы антителогенеза. 

Механизм их адъювантного действия обусловливается общим комплексом 

реакций, возникающих в организме при парентеральном введении ПС: 

стимуляцией синтеза иммуноглобулинов, усиленной пролиферацией 

иммунокомпетентных клеток, изменениями проницаемости сосудов и т.д. 

[34]. 

Было показано, что ЭПС некоторых штаммов B.thermoacidophilum 

имеют сильную пролиферативную активность относительно спленоцитов и 

ИФ-γ. Отмечено стимулирование ими секреции ИЛ-10. 

 G. Vinderolaa и сотр. [274] было выявлено, что ЭПС Lactobacillus 

kefiranofaciens индуцируют синтез цитокинов макрофагами. При этом  в 

сыворотке крови и кишечной жидкости изменялись концентрации 

цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-12). Значение концентрации ИЛ-6, ИЛ-

10, ИЛ-12 превышало  значения в контроле, а концентрация ФНО-α и ИФ-γ 

оставались равными контрольным значениям. В кишечнике увеличивалась 

концентрация ИЛ-12 и ИЛ-4. Определено, что ЭПС, индуцированные 

молочнокислыми бактериями, находящимися в кишечнике, влияют на 

защитный иммунитет, обладают способностью поддерживать равновесие 

кишечной микрофлоры и оказывают влияние на иммунитет, воздействуя на 

цитокины, повышая их концентрацию в крови. 
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Сообщалось, что ЭПС L.rhamnosus RW-9595M стимулируют 

иммунитет, оказывая влияние на спленоциты лабораторных мышей. Это 

действие обусловлено активизацией синтеза макрофагами ИЛ-12, ИЛ-6, 

ФНО-α, ИФ-γ [127].  

В работах H. Kitazawa и Ciszek-Lenda и сотр. [126, 177, 178] описано, 

что ЭПС молочнокислых бактерий Lactococcus lactis ssp. cremoris  KVS 20 и 

L.rhamnosus KL37обладают способностью к стимуляции макрофагов, что 

приводит к индукции цитокинов и регуляции  их синтеза. 

В литературе имеются сведения о том, что степень очистки ЭПС влияет 

на иммуномодулирующий эффект, оказываемый при введении 

экзополисахаридов. Так, был получен ЭПС L.delbrueckii ssp. bulgaricus 1073 

R-1 [231], состоящий из кислой и нейтральной фракций. Интересно, что 

ЭПС кислой природы увеличивали митогенные ответы спленоцитов у 

мышей. Выявлено понижение митогенной активности у лимфоцитов при 

введении дефосфорилированных ЭПС. Этот эффект объясняется потерей 

свойства ЭПС стимулировать пролиферацию клеток крови в силу 

особенностей выделения полигликана. 

 

1.3 . Значение экзополисахаридов микроорганизмов 

             в народном   хозяйстве 

Микробные ПС имеют большое промышленное значение [12, 31, 43, 64, 

92, 117, 152, 157, 180, 238]. Эти биополимеры часто используются в нефтяной 

промышленности (улучшение производительности нефтедобычи, переработ-

ка и обогащение руд) [241], пищевом производстве (биопленки, загустители, 

эмульгаторы) [132, 182, 183, 190], медицине (пролонгатор действия, замени-

тель плазмы крови, составляющие медицинских препаратов) [270, 284], сель-

ском хозяйстве (удобрения почв и увеличение урожайности культур), приро-

допользовании как биодеграданты для очищения загрязненных нефтяными 

отходами почв, косметике (эмульсии). Области применения микробных ПС 

постоянно расширяются по мере изучения новых полисахаридов и их проду-

центов [19]. 
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В различных отраслях требуются полисахариды с определенными 

свойствами. Широкий спектр продуцентов биополимеров и разнообразие их 

свойств делают эти вещества востребованными. Поэтому в мире продолжа-

ется поиск микроорганизмов-продуцентов ЭПС и исследование их свойств с 

дальнейшим применением. Микробные внеклеточные ЭПС обладают раз-

нообразными физико-химическими свойствами, что позволяет применять их 

в различных отраслях человеческой деятельности. Формы их применения 

также разнообразны: волокно, высоковязкие растворы, гранулы, пленка, по-

рошок. 

Основными продуцентами полисахаридов среди микроорганизмов явля-

ются: дрожжи и нитчатые грибы, ксантомонады, псевдомонады, молочнокис-

лые, уксуснокислые бактерии и др. [23, 32].  

Преимуществом микробных  полисахаридов  является и то, что их про-

изводство и качество не зависят от условий природы. Из этого следует, что 

производство микробных полисахаридов является перспективным и эконо-

мически выгодным процессом по сравнению с производством растительных 

и синтетических полимеров [25, 185]. В России находятся множество ме-

сторождений с трудноизвлекаемыми запасами нефти. Поэтому важным и 

перспективным является внедрение экзополисахаридов, облегчающих 

нефтедобычу [47]. Бактериальные полисахариды обладают уникальными 

свойствами: способностью загущать водные растворы, даже с высокой кон-

центрацией солей, обеспечивая им нужные реологические свойства, стаби-

лизировать суспензии [2], образовывать гели при взаимодействии с глюко- 

и галактоманнанами и ионами металлов [220]. Бактериальные полисахари-

ды совместимы с другими полисахаридами и низкомолекулярными соеди-

нениями [25, 33]. 

Ниже приведены некоторые из известных в мире микробных полиса-

харидов.  

Альгинат (продуценты Azotobacter vinelandii, Pseudomonas aeruginosa, 

Paenibacillus ehimensis 739) обладает способностью образовывать прочные 

коллоидные растворы, которые отличаются кислотоустойчивостью. Раство-



31 

 

ры этих ПС не коагулируются при нагревании, не меняют свойств при 

охлаждении, замораживании и последующей разморозке. Альгинат способ-

нен поглощать трехсоткратное количество воды и образовывать, лишенные 

цвета, вкуса и запаха, вязкие стабильные гели [54, 100, 101, 107, 108, 144, 

172, 175, 246, 248, 258].  

Бактериальная целлюлоза обладает рядом преимуществ по сравнению с 

ее растительным аналогом. Этот гликополимер способны синтезировать 

представители родов Alcaligenes, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, 

Enterobacter, Rhizobium, Sarcina, Pseudomonas, Salmonella и Mycoderma. Но 

классическим производителем этого материала считается бакте-

рия Gluconoacetobacter xylinum. Материал, полученный в результате синтеза, 

отличается повышенной эластичностью и отсутствием примесей лигнина и 

гемицеллюлоз, которые, как правило, присутствуют после очистки расти-

тельной целлюлозы. Бактериальная целлюлоза образует прочную гелевую 

пленку с определенной структурой из кристаллических микрофибрилл. Это 

позволяет удерживать недоступное для растительной целлюлозы количество 

воды. Если в ходе биосинтеза добавить желатин, то образуется плотная и од-

нородная пленка с улучшенной оптической прозрачностью и повышенной 

гигроскопичностью [180, 260]. Бактериальную целлюлозу используют в ме-

дицине для производства искусственной кожи. Этот биополимер обладает 

уникальными свойствами: играет активную роль в активации регенеративных 

процессов, помогая восстановлению базальной мембраны, ускоряя при этом 

эпителизацию и рубцевание ран [268]. В текстильной промышленности бак-

териальную целлюлозу рассматривают как материал для создания новых тка-

ней.  

Велан, продуцентами которого являются бактерии рода Alcaligenes, 

находит применение в нефтяной промышленности для добычи нефти и при-

родного газа. С этиленгликолем велан образует соединения, которые приме-

няются в изготовлении материалов, использующихся для теплоизоляции 

[119].  
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Геллан (продуцент Sphingomonas paucimobilis (Pseudomonas 

paucimobilis)) способен к образованию гелей, вступая в реакцию с водой. 

Это свойство  определяется содержанием О-ацетильных групп  в молекуле 

геллана  [260]. Эти гели находят применение в качестве дополнительного 

материала при перевозке лекарственных веществ, использующихся для ле-

чения глаз [13, 113, 124, 172, 205, 207].  

Геллановая камедь способна формировать гели с различными ионами. 

С ионами марганца и калия образует прочные студни. Геллановые гели 

устойчивы к перепадам температуры и разложению ферментами, устойчивы 

к изменению рН (3,5 – 8,0) [279]. Геллановую камедь используют для при-

готовления молочных десертов, джемов [58, 118].  

Декстран продуцируется бактериями Leuconostoc mesenteroides,            

Streptobacterium dextranicum B-1254. Он обладает низкой вязкостью в рас-

творе, вследствие чего находит применение в медицине [125, 231, 245]. 

Декстран, продуцируемый L.mesenteroides NRRL B-512, в концентра-

ции 6% близок по своим осмотическими и реологическими свойствам к 

плазме крови человека [270]. На основе декстрана изготавливают множе-

ство препаратов, применяемых в медицине (полиглюкин, полиглюсоль, по-

лифер, реополиглюкин, реомакродекс, реоглюман, промит). Полиглюкин 

представляет собой 6% раствор декстрана с молекулярной массой 6·10
4
 Да. 

Этот препарат не проникает через мембраны сосудов, поэтому может при-

сутствовать в крови 3-4 суток. Полиглюкин способен восстанавливать и 

поддерживать артериальное давление, объем циркулирующей крови, улуч-

шать сердечную деятельность.  На основе декстрана  и эпихлоргидрина об-

разуется высокомолекулярный комплекс нерастворимый в воде.  Этот пре-

парат назван искусственной кожей и способствует быстрому заживлению 

ран [195]. Показано, что другие ЭПС бактериального происхождения, такие 

как (1→3)-β-D-глюкан [189] и (1→3)-β-D-маннан [182] стимулирует зажив-

ление ран. 

Полисахариды молочнокислых бактерий Bifidobacterium, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus rhamnosus проявляют противомутагенную актив-
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ность. Поэтому эти ЭПС применяются на химических производствах, атом-

ных станциях и других объектах, где возможно возникновение мутаций [263]. 

Дипсан, продуцируемый  Alteromonas macleodii subsp. fijiensis HYD 657 

[121, 187], используется в косметике, благодаря его защитному действию на 

кератиноциты кожи. 

Занфло (продуцент Erwinia tahitica) сходен по своим свойствам с ксан-

таном, то есть его растворы не реагирует на повышение температуры. Этот 

полисахарид устойчив к действию ферментов. Занфло обладает хорошей те-

кучестью и ровно наносится на поверхность. Эти свойства позволяют при-

менять данный полисахарид для разметки дорог, в лакокрасочной промыш-

ленности [261]. 

Крилан (продуцент Cryptococcus laurentii 1803 – К) – стабилизатор дис-

персных систем в косметической, пищевой, фармацевтической промышлен-

ности [96]. 

Ксантан (ксантановая камедь) – продуценты рода Xanthomonas: 

X.campestris, X.phaseoli, X.malvacearum, X.carotae  [64, 161, 215, 233, 272]. 

Ксантан способен к образованию вязких растворов даже в очень низких 

концентрациях. Растворы ксантана псевдопластичны, при изменении темпе-

ратуры и рН не меняют реологических свойств [58, 115, 230]. Биополимеры, 

входящие в группу ксантановых ЭПС, достаточно изучены, определены их 

физико-химические свойства, структура и модель биосинтеза [22, 115, 147, 

206, 209, 210, 213, 234, 251, 255, 262, 265].  

Ксантан широко используется в пищевой промышленности. Этот био-

полимер применяют для замораживания и оттаивания продуктов. Было за-

мечено, что обработка продуктов растворами ксантана предохраняет их от 

образования льда.  

Этот гликополимер применяется в составе аэрозолей, которые являюся 

носителями гербицидов, химикалий, инсектицидов. Ксантан обеспечивает 

прикрепление к объектам обработки и помогает в регулировании скорости 

диффузии [22, 64, 173, 264]. 
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На основе ксантановой камеди создают санирующие гелеобразные 

препараты. Таким образом, происходит стабилизация хлорной добавки и 

улучшаются моющие свойства. Этот биополимер используют и в фармацев-

тической промышленности, поскольку он совместим с электролитами (бу-

рой, дубильной кислотой, хлоридами, цитратами) и сахарами. Ксантан ис-

пользуется в медицине как иммуноадъювант. В косметологии ксантан вхо-

дит в состав зубных паст, обеспечивая их однородность и стабильность. В 

пищевой промышленности добавление ксантана улучшает качество муки 

[88]. У ксантана повышается желирующая способность путем комплексиро-

вания с ионами трехвалентных металлов (Cr
3+

, Al
3+

). Такие комплексы 

находят применение в качестве флокулянтов при очистке воды, а также бу-

мажной и текстильной промышленности в составе клея, при производстве 

некапающих красок [22, 64, 69, 173, 233, 268, 272]. Помимо того, ксантан 

применяется также при химическом синтезе каучука [173]. Этот экзогликан 

стабилизирует, улучшает текучесть синтетических водорастворимых и 

эмульсионных красок в лакокрасочной промышленности. Обладая термо-

стабильностью, ксантан входит в состав силикатных покрытий, огнеупор-

ных керамических глазурей. В сельском хозяйстве этот биополимер исполь-

зуется как суспендирующий агент в жидких кормовых добавках в животно-

водстве и растениеводстве, и кроме того, как стабилизатор при производ-

стве искусственного молока для молодняка [31, 69, 139]. 

Продукт БП – 92 (коммерческое название ЭПС, относящегося к ксанта-

нам) является экологически безопасным, нетоксичным и примененяется на 

нефтепромыслах России. Относительно других препаратов, такие как по-

лиакриламиды, используемых в нефтедобывающей промышленности, мик-

робные полимеры являются более устойчивы к высоким температурам, 

сдвиговой деградации. Помимо этого они экологически безопасны, для них 

разработана упрощенная схема применения. Применение Продукта БП – 92 

и других ЭПС в нефтедобывающей промышленности обосновано отсут-

ствием ресурсных ограничений, низкой стоимостью, технологической эф-

фективностью [12].  



35 

 

Ксантомонан (продуцент X.campestris 610/1)  [85] в количестве 0,45 % к 

массе муки улучшает ее качество. Кроме того, экспериментально было по-

казано, что ксантомонан 610/1 можно использовать и для изготовления пи-

щевых пленочных покрытий [86].  

Курдлан (продуценты  –  бактерии родов Rhizobium, Agrobacterium и 

Alcaligenes faecalis var. myxogenes) [162, 199, 260]. Этот полисахарид хоро-

шо растворим в холодной воде, а при температуре выше 64 ºС переходит в 

упругий гель. Повышение температуры приводит к гелеобразованию. Гель 

сохраняет стабильность от 60 ºС до 80 ºС. Прочность геля при увеличении 

температуры свыше 120 ºС возрастает, при этом в структуре полисахарида 

одиночная спираль переходит в тройную. В жидкое состояние этот гель пе-

реходит в щелочной среде [260]. В Японии курдлан используется в пищевой 

промышленности как влагоудерживающий агент в продуктах питания (кол-

басы, крахмальные желе); связующего агента в желе и макаронных издели-

ях; желирующего агента в десертах [2].  Курдлан находит применение в 

биотехнологии при образовании волокон, пленок и носителей для иммоби-

лизации клеток и ферментов. Противоопухолевая активность курдлана поз-

воляет применять его в медицине [239, 244]. 

Лаксараны (продуценты L. delbrueckii subsp. delbrueckii B-1596,                    

L. delbrueckii B-1936, L. delbrueckii ssp. bulgaricus)  способны к стимуляции 

роста некоторых молочнокислых бактерий и подавлению роста энтеропато-

генной кишечной палочки и стафилококков в толстом кишечнике, к регуля-

ции активности факторов естественной резистентности, под их действием 

происходит быстрое заживление ран [76, 77, 78, 79].  

Леваны (продуценты Acetobacter, Azotobacter, Aerobacter, Arthrobacter 

Halomonas sp. Aad6 (JCM 15723)) относятся к нейтральным  разветвленным 

полисахаридам. Леван в концентрации 6% образует пастообразный гель 

[25]. Этот полисахарид вносится в почву для повышения урожайности и 

улучшения хранения семян. Леван используют в пищевой промышленности 

в качестве фиксатора цвета, стабилизатора и загустителя [94].  
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Экзополисахарид, выделяемый Halomonas eurihalina, обладает хоро-

шими  эмульгирующими свойствами и поэтому нашел применение в каче-

стве биоремедиатора загрязняющих веществ [202].  

Пирогенал (продуцент Pseudomonas aeroginosa) [10, 46, 56, 70, 98, 

103] оказывает иммуномодулирующее и  пирогенное действие на орга-

низм. Влияние пирогенала на иммунную систему малоизучено. Пирогенал 

вызывает повышение температуры тела, увеличивается проницаемость 

тканей, наблюдаются лейкопения, сменяющаяся лейкоцитозом, при этом 

происходит подавление роста рубцовой ткани, происходит стимуляция 

восстановительных процессов в нервной ткани. Препарат улучшает про-

ницаемость химиотерапевтических веществ в очаг поражения. Пирогенал 

применяют для стимулирования восстановительных процессов после забо-

леваний и повреждений нервной системы; для рассасывания рубцов, 

травм, спаек после ожогов, в комплексном лечении инфекционных заболе-

ваний, при некоторых аллергических заболеваниях.  

Полимиксан 1459–В и полимиксан 88А (продуцент Paenibacillus 

polymyxa). Эти биополимеры характеризуются высокой удельной вязко-

стью, устойчивостью к биодеградации и термостабильностью [14, 60].  

При нанесении пищевых пленок с полимиксаном 88А на хлебобулочные 

изделия происходит сохранение свежести длительное время [14]. Поли-

миксан используется в качестве студневой основы для  кондитерских из-

делий [69]. 

Продигиозан  (продуцент Васterium рrodigiosum) [28, 34] стимулирует 

ретикулоэндотелиальную систему и фагоцитарную активность лейкоцитов, 

активирует систему гипофиз-кора надпочечников, повышает содержание 

гамма-глобулинов в крови и активность опсонинов, способствует образова-

нию интерферона. Действие продигиозана обусловлено тем, что он стиму-

лирует иммунную систему организма, активируя образование интерферона. 

Продигиозан улучшает регенеративные процессы в организме, снижая при 

этом экссудативный компонент воспалительной реакции, приводя в норму 

проницаемость и тонус кровеносных сосудов в центре воспаления. Данный 
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препарат находит применение в медицине в качестве стимулятора при хро-

нических воспалительных процессах, в антибиотикотерапии, для лечения 

дерматозов, ожогов, пародонтоза, труднозаживающих ран и язв. Продигио-

зан назначают пациентам при лечении противоопухолевыми препаратами, 

при лучевой терапии. Этот препарат активен при лечении лучевой болезни и 

лейкозов. Продигиозан  применяют для стимуляции защитных сил организ-

ма при простудных заболеваниях в раннем детском возрасте. Доказана эф-

фективность этого препарата в форме аэрозолей при лечении инфекционно-

воспалительных заболеваний органов дыхания. 

Сараксан (продуцент X.campestris NRRL – B 1459) применяют в строи-

тельстве, нефтегазовой отрасли, химической промышленности для произ-

водства моющих и чистящих средств. В сельском хозяйстве сараксан обес-

печивает экономию удобрений и повышение урожайности культур [65, 71].  

Сальмозан продуцируется бактериями рода Salmonella [16, 89, 90]. Этот 

препарат выполняет роль иммуномодулятора в организме. Сальмозан уве-

личивает неспецифическую резистентность организма к инфекциям, спо-

собствует активизации макрофагов, стимулирует гуморальный и клеточный 

иммунитет. Применяют сальмозан в ветеринарии для лечения инфекцион-

ных заболеваний животных совместно с антибиотиками, что позволяет зна-

чительно повысить терапевтическую эффективность последних.  

Симусан (продуцент Acinetobacter sp. (штамм 12)) используют в пище-

вой промышленности как биоэмульгатор. Это обусловлено тем, что этот по-

лисахарид имеет в своем составе жирные кислоты, что придает ему поверх-

ностно-активные свойства [2, 3, 25]. 

Этаполан (продуцент Acinetobacter sp. В-7005) обладает способностью 

поглощать воду в большом количестве [226], что представляет интерес для 

нефтедобывающий промышленности [75].  

Polaribacter sp. SM1127 выделяет экзополисахарид, входящий в состав 

крема для защиты кожи человека от холода, поскольку этот биополимер при 

4 °С обладает  криопротекторными свойствами для дермальных фибробла-

стов [252]. 
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Экзополисахарид морской бактерии Vibrio alginolyticus выпускается в 

промышленных масштабах в качестве косметического ингредиента, благо-

даря своим противовоспалительным свойствам [142].  

Авторами [53] предложено использование биополимеров на основе 

бактериальных ЭПС Azotobacter, Pseudomonas и Bacillus в сельскохозяй-

ственной практике. Совместное использование ЭПС с биопрепаратами фун-

гицидного действия позволяют пролонгированть действие последних. По-

добные результаты были получены при использовании в качестве прилипа-

телей растворов ЭПС Azotobacter vinelandii ИБ 1 (Азопол), Paenibacillus 

ehimensis 739  [5,9] для предпосевной обработки семян ячменя и пшеницы 

биофунгицидами. Подобный положительный эффект может быть обуслов-

лен защитным действием, который оказывает раствор ЭПС, предохраняя от 

высушивания и гибели бактериальных клеток.  

Экзополисахариды бактерий-дисссипотрофов малоизучены. Имеются 

некоторые сведения лишь об ЭПС Xanthobacter sp. (ATCC 53272) [223]. По 

данным авторов ЭПС является кислым, основная цепь которого состоит из 

галактозы и маннозы в соотношении 3:1. В составе имеются кислые груп-

пировки. 

Таким образом, как видно из литературного обзора, микробные поли-

сахариды находят применение в промышленности, медицине, сельском хо-

зяйстве и т.д. Современная отечественная промышленность нуждается в но-

вых микробных экзополисахаридах. Поэтому важной задачей остается по-

иск микроорганизмов-продуцентов этих биополимеров, изучение их физи-

ко-химических свойств, подбор условий для максимальной продукции ЭПС, 

выяснение их биологической активности с дальнейшей перспективой при-

менения.  

 

 

 

 



39 

 

2. Экспериментальная часть 

 

2.3. Объекты и методы исследований 

 

2.1.1. Объекты исследований 

 

Объектами исследования явились бактерии Xanthobacter                         

xylophilus Z-0055 и Ancylobacter abiegnus Z-0056, предоставленные сотруд-

никами лаборатории реликтовых микробных сообществ Института микро-

биологии им. С.Н. Виноградского ФГУ «ФИЦ «Фундаментальные основы 

биотехнологии» РАН
1
. Эти бактерии, получены из мико-бактериального со-

общества дистрофных гумифицированных вод северных болот России, яв-

ляются диссипотрофами, то есть способны к утилизации растворимого ор-

ганического вещества в низкой концентрации.  

В работе использовали бактерии S. mucilaginosa Z-0071, полученные из 

лаборатории реликтовых микробных сообществ Института микробиологии 

им. С.Н. Виноградского РАН; тест-штаммы бактерий Pseudomonas aerugino-

sa 27533,  Escherichia coli 01, Staphylococcus aureus 209-Р, Bacillus cereus 

8035, полученные из музея микроорганизмов кафедры микробиuологии, 

биотехнологии и химии ФГБОУ ВО «Саратовский государственный аграр-

ный университет имени Н.И. Вавилова» и грибы  Candida albicans 230, по-

лученные из музея культур Саратовского научно-исследовательского вете-

ринарного института – филиала Федерального государственного бюджетно-

го научного учреждения «Федеральный исследовательский центр вирусоло-

гии и микробиологии». 

 

2.1.2. Среды, используемые для культивирования бактерий 

Для исследования роста клеток и выделения ими ЭПС культуры                             

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 выращивали на жидких 

                                                           
1
 Выражаем глубокую благодарность сотрудникам Института микробиологии им. С.Н. Виноградского 

ФГУ «ФИЦ «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН  д.б.н. Л.В. Васильевой и                                    

к.б.н. Ю.Ю. Берестовской за предоставление культур бактерий 
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ультрапресных минеральных средах с сукцинатом (0,1%) в качестве 

субстрата [41, 134]:  

Среда МС: на 1 л: 1 мл основы АТСС; 1 г сукцината; 0,1 г дрожжевого 

экстракта; 1 мкл витаминов, рН 5,5-5,6.  

Основа АТСС: модифицированные соли Хартнера (MgSO4·7H2O – 29,7 

г; CaCl2·2H2O –  3,34 г, NH4MoO4  – 9,25 г, FeSO4·7H2O – 99,0 мг;  раствор 

микроэлементов –  50,0 мл), H2O – 1000 мл. 

Раствор микроэлементов: ЭДТА – 0,25 г; ZnSO4  – 1,1 г; FeSO4·7H2O  –  

0,5 г; MnSO4·H2O –  0,15 г; CuSO4·5H2O – 0,04 г; CoCl2·6H2O –  20,8 г.  

Витамины: биотин –  20 мг, фолиевая кислота – 20 мг, тиамин – 25 мг, 

пантотен – 25 мг, В12 – 1 мг, рибофлавин – 25 мг, никотинамид – 25 мг, n-

аминобензойная кислота – 25 мг, бензоатная кислота – 25мг, пиридоксин – 

20 мг, этанол (70%) – 100 мл.  

Среда МСО имеет тот же состав, что среда МС, но содержит дополни-

тельные источники азота и фосфора: 0,250 г NH4NO3 и 0,071 г  KH2PO4. 

 

2.1.3. Выделение и очистка экзополисахаридов                                                

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

Выделение ЭПС проводили по общепринятому методу в нашей моди-

фикации [125]. Модификация метода состояла в изначальном выпаривании 

культуральной жидкости (так как она имела большой объем и обладала не-

большой вязкостью) и добавлении нескольких циклов переосаждения ЭПС с 

целью очистки биополимера от примесей (белков, нуклеиновых кислот и 

др.). Для выделения ЭПС культуры X. xylophilus  Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

выращивали в колбах при встряхивании на «Шейкер-инкубаторе ES-20» 

(Литва) при температуре 25 °С. Посевным материалом служила культура, 

выращенная на том же субстрате и отобранная в логарифмической фазе ро-

ста. Рост бактерий контролировали по оптической плотности (длина волны 

– 425 нм). Измерения проводили на cпектрофотометре «Cary 100 Scan» 

(Varian, США). Выделение и очистку экзополисахаридов из культуральной 

жидкости  проводили в соответствии со схемами, представленными на ри-
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сунках  3, 4 на 100 часов культивирования на обеих средах. Методы выде-

ления обоих ЭПС состояли из следующих этапов (Рисунок 3, 4). Сначала 

культуральную жидкость упаривали на роторном испарителе, после чего 

центрифугировали при 10 000 g и осаждали 3 объемами 96% этанола, отста-

ивали в течение 12 ч при температуре 4 °С. Затем центрифугировали при  

2500 g, суспендировали полученный осадок в 96% этаноле, центрифугиро-

вали при  2500 g, высушивали на воздухе. После чего растворяли осадок в 

дистилированной воде,  центрифугировали при  2500 g , осадок повторно 

растворяли в дистиллированной воде, осаждали 3 объемами этанола, после 

чего полученный ЭПС растворяли в воде и лиофильно высушивали. Следу-

ет отметить, что для выделения ЭПС A. abiegnus Z-0056 бактериальную 

взвесь после упаривания на роторном испарителе предварительно неодно-

кратно пропускали через шприц с диаметром иглы 0,06 мм. Это связано с 

тем, что ЭПС данной культуры локализуется вокруг клетки в виде слизи, а 

клетка окружена многочисленными фимбриями [40], которые и затрудняют 

выделение биополимера. 

Полученные экзополисахариды представляли собой порошки белого 

цвета, не имеющие запаха, не содержащие белка, нуклеиновых кислот  и 

клеток продуцента. ЭПС X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 были 

условно названы нами ксилофилан и анцилан соответственно. 
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Рисунок 3  – Схема выделения и очистки экзополисахаридов из  

культуральной жидкости  X.xylophilus Z-0055   
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Рисунок 4 – Схема выделения и очистки экзополисахаридов из  

культуральной жидкости A.abiegnus Z-0056  
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2.1.4. Определение белка 

Для определения белка использовали метод M. Bradford [116]. Количе-

ство белка в исследуемых пробах определяли по калибровочному графику, 

который строили в интервале концентраций от 6,25 до 100,00 мкг/мл альбу-

мина (Albumin from bovine serum, «Merck», Германия). 

2.1.5. Определение углеводов  

Общее содержание углеводов определяли фенол-серным методом 

[143]. Количество углеводов определяли по калибровочному графику, кото-

рый строили по D-глюкозе в интервале концентраций от 10 до 100 мкг/мл. 

2.1.6. Определение нуклеиновых кислот  

Содержание нуклеиновых кислот в экзополисахаридах определяли по 

поглощению в ультрафиолете при 260 нм на спектрофотометре «Cary 100 

Scan» (Varian, США) [68]. 

2.1.7. Определение моносахаридного состава экзополисахаридов  

Для разделения полисахаридов на фракции использовали метод 

ионообменной хроматографии с последующей гель-хроматографией кислой 

и нейтральной фракций [18, 68]. Образец экзополисахарида (150 мг) 

растворяли в 2 мл элюирующего раствора и наносили на колонку. 

Хроматографию проводили на колонке размером 15,0×1,5 см с носителем 

Toyopearl DEAE 650(M) (Tosoh Bioscience, Япония). Элюирующий раствор – 

0,05 М КН2РО4 (рН=6.8). Кислые фракции элюировали NaCl в градиенте 

концентрации 0 - 1 М. Скорость потока – 1,2 мл/мин. Выходящий из колонки 

раствор собирали по фракциям и в каждой фракции определяли 

экзополисахариды фенол-серным методом. Кислую и нейтральную фракции 

по отдельности наносили на колонку размером 75,0×2,5 см с носителем 

Toyоpearl HW 55(F) (Tosoh Bioscience, Япония), в качестве элюента 

применяли 2% уксусную кислоту, скорость потока 0,75 мл/мин, детекцию 

проводили с дифференциальным рефрактометром RIDK 101 (Чехия). 

Полученные фракции обоих экзополисахаридов упаривали и 

лиофилизировали.  
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Гидролиз полисахаридов проводили следующим образом: к навескам 

по 3 мг кислого и нейтрального полисахаридов в пробирки Eppendorf 

добавляли по 1 мл 4 М C2F3O2H и нагревали при 105 °С 1,5 часа для 

нейтрального и 3 часа для кислого. Гидролизат упаривали на вакуумном 

центрифужном концентраторе и использовали для анализа. 

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) проводили на пластинках DC-

Alufolien Cellulose (Fluka) или Polygram Cell 300 (Macherey-Nagel) в системе 

пиридин - этилацетат - уксусная кислота - вода в соотношении 5:5:1:3. Для 

проявления хроматограмм использовали 1% спиртовой раствор кислого 

анилин-фталата с последующим нагреванием при 105 °С [18, 68].  

Высокоэффективную жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) проводили 

для анализа нейтральных моносахаридов
2
. Анализ проводили на 

жидкостном хроматографе Smartline 1000 (Knauer, Германия) с 

пульсирующим амперометрическим детектором Dekade II (Antec Leiden, 

Голландия) на колонке CarboPac 10 (Dionex, США) размером 4x250 мм в 

растворе 0,0125 M NaOH, скорость потока 0,7 мл/мин; чувствительность 

метода 10-50 нг/мл. 

Для проведения газожидкостной хроматографии (ГЖХ) гидролизат 

нейтрального полисахарида растворяли в 2 мл воды и обрабатывали 2 мг 

боргидрида натрия в течение 1 часа. Катионы удаляли катионитом Dowex 

50x4, раствор упаривали и борную кислоту удаляли упариванием с 

метанолом. Восстановленные моносахариды переносили в  пробирки  

Eppendorf, добавляли по 0,5 мл пиридина и 0,5 мл уксусного ангидрида и 

нагревали при 100 °С 1 час. Пробы упаривали на вакуумном концентраторе 

Scan Speed 32 (Scanvac, Швеция) досуха и затем ещё раз упаривали с 

толуолом.  

Гидролизат кислого полисахарида растворяли в 2 мл воды и добавляли 

0,1 мл 0,5 М раствора бикарбоната натрия. Раствор инкубировали 20 мин 

при 50 °С (для гидролиза глюкуроно-3,6-лактона), после чего его 

                                                           
2
 Выражаем глубокую благодарность к.б.н., с.н.с. ФГБУН Института биохимии и физиологии растений и 

микроорганизмов РАН (г. Саратов) Селиванову Н.Ю. за практическую помощь при определении углевод-

ного состава экзополисахаридов 
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обрабатывали 2 мг боргидрида натрия, обессоливали катионитом и 

упаривали. Образовавшаяся альдоновая кислота превращалась в лактон 

путем нагревания при 90 °С 1 час в вакууме. Остаток растворяли в 0,5 мл 

пиридина и 0,5 мл н-бутиламина и нагревали 30 мин при 60°С. Далее смесь 

упаривали и затем ацетилировали вышеописанным методом до ацетатов 

полиолов и бутиламида альдоновой кислоты. Аналогично готовили 

стандарты нейтральных сахаров и уроновой кислоты [265]. 

Хроматографию проводили на газожидкостном хроматографе Shimadzu 

2010 (Япония), капиллярная колонка Equity - 1 (Supelco, США). Газ-

носитель – гелий, скорость потока 1 мл/мин, температура испарителя –              

250 °С, интерфейса – 280 °С, градиент температуры термостата – 185 –             

280 °С со скоростью 5 °С/мин. 

2.1.8. Определение молекулярных масс экзополисахаридов  

Молекулярные массы ЭПС бактерий определяли гель-хроматографией 

на колонке (7500х250 мм) с Toyopearl HW-55F («Tosoh Bioscience», Япония), 

используя установку с перистальтическим насосом Bromma 2132 («LKB», 

Швеция), рефрактометром RIDK 101 и самописцем linerecorder TZ 4620 

(«Laboratorni pristroje», Чехия). Элюцию осуществляли 2%-ной уксусной 

кислотой со скоростью потока 1,4 мл/мин. В качестве маркеров молекуляр-

ной массы использовали декстраны с  молекулярными массами 1.5, 5, 15, 

110 и 2000 кДа.  

2.1.9. Определение вязкости растворов экзополисахаридов  

Динамическую вязкость 1% растворов ЭПС  измеряли при помощи 

ротационного вискозиметра Viscotester 7R (производства Германии) при 

температуре 25 
о
С с ротором R1. 

2.1.10. Определение влияния экзополисахаридов на рост  

микроорганизмов 

Влияние ЭПС на бактерии и грибы изучали методами диффузии в агар 

и серийных разведений [44, 52]. Для проведения экспериментов брали тест-

штаммы бактерий P.aeruginosa 27533, E.coli 01, S.aureus 209-Р, B. cereus 

8035 и гриба C.albicans 230 и культуры бактерий тех же мест обитания, что 
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и изучаемые бактерии (X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056), 

S.mucilaginosa Z-0071.                        

2.1.11. Определение токсичности экзополисахаридов  

Токсичность ЭПС определяли согласно ГОСТ 13496.7 – 97. [24] на ин-

фузориях C. stenii и лабораторных мышах. Инфузории и мыши были полу-

чены из Пензенской областной ветеринарной лаборатории. 

Определение токсичности ЭПС на лабораторных мышах проводили по-

средством однократного перорального введения в дозировках 0,06 и 3 г на 1 

кг массы тела животного
3
. Для исследования были взяты беспородные бе-

лые лабораторные мыши, массой тела 22- 25 г, самцы в возрасте 1,5 месяца, 

которых распределяли в клетки по 5 особей. Лабораторных животных со-

держали по общепринятым методикам [7]. Перед началом эксперимента 

выдерживали карантин – 21 день. Животные были разделены на 5 групп по 

5 мышей:  контрольная, получавшая физиологический раствор (0,85 % 

NaCl) в объеме 1 мл; опытные получали ксилофилан и анцилан в дозе 0,06 

г/кг и  3,00 г/кг в объеме 1 мл.  

Физиологический раствор и растворы ЭПС вводили мышам перорально 

через катетер натощак. За животными проводили наблюдения в течение 3 

суток. В течение эксперимента проводили контроль динамики массы мы-

шей. В завершении времени наблюдений у животных контрольной и опыт-

ных групп брали кровь из хвостовой вены для общего анализа крови, после 

чего мышей подвергли эвтаназии с применением эфирного наркоза, осу-

ществляли вскрытие и определение морфометрических характеристик внут-

ренних органов. Кровь собирали в пробирки марки «Impromini» с ЭДТА-К2 

и исследовали с помощью автоматического гематологического анализатора 

«Repc Vet» [45].  

Общий анализ мочи проводили по стандартной методике [48]. 

                                                           
3
 Выражаем глубокую благодарность к.в.н. ООО Научно-инновационная компания «Викдог» (г. Саратов) 

Суровцовой И.В. и к.б.н., доц. Сметаниной М.Д. ФГБОУ ВО «Саратовский национальный исследователь-

ский государственный университет имени Н.Г. Чернышевского» (г. Саратов) за консультации и большую 

помощь в экспериментах с животными. 
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Количество бактерий в толстом кишечнике мышей определяли мето-

дом серийных разведений [52]. Готовили десять десятикратных разведений 

в физиологическом растворе  каждого образца. После чего производили вы-

сев трех последних разведений на среды КМАФАнМ и лактобакагар для 

определения общего микробного числа (ОМЧ) и количества молочнокислых 

бактерий в кишечнике исследуемых мышей. При этом 1мл разведения вно-

сили в стерильные чашки Петри и заливали 10-12 мл теплой (44 °С) рас-

плавленной  питательной средой. Среду аккуратно перемешивали,  после 

чего закрывали  крышкой и оставляли  до застывания. Посевы инкубирова-

ли в термостате при 37 °С в течение 24 часов. После чего подсчитывали об-

щее количество колоний, выросших в чашках Петри, и определяли среднее 

значение.  

Экспериментальные исследования выполняли в соответствии с требо-

ваниями Федерального закона от 01.01.1997 г. «О защите животных от же-

стокого обращения» и положениями Европейской конвенции по защите по-

звоночных животных (Страсбург, 18.03.1986 г.).  

2.1.12. Метод приготовления гистологических срезов 

Гистологические исследования проводили  по методу Г.А. Меркулова 

[62] и окрашивали гемотоксилином и эозином. 

2.1.13. Статистическая обработка результатов 

Результаты экспериментов подвергали статистической обработке с 

оценкой достоверности по критерию Стьюдента – Фишера [20]. 

Использовали параметрический t-критерий Стъюдента, достоверными 

считали различия при вероятности ошибки р0,05.  
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2.2. Результаты исследований  и их обсуждение 

2.2.1. Влияние условий внешней среды на рост и продукцию                                

экзополисахаридов Х.xylophilus Z-0055 и А.abiegnus Z-0056 

2.2.1.1. Влияние температуры на рост и продукцию 

экзополисахаридов Х. xylophilus Z-0055 

По литературным данным известно [25], что, как правило, температура, 

оптимальная для роста клеток  оказывается оптимальной и для биосинтеза 

ЭПС. Однако у некоторых микроорганизмов повышение температуры 

оказывает положительный эффект на синтез ЭПС, в то время как у других 

такой эффект оказывает снижение температуры ниже оптимальной для 

роста. Первоначальным этапом наших исследований было выяснение 

влияния температуры на рост X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 для 

продукции этими культурами ЭПС на  средах МС и МСО. Известно, что 

оптимальной температурой для роста данных культур  является t=25
о
С [39, 

40]. Температура 31 оС была выбрана на основании предварительных экспе-

риментов, проведенных в диапазоне темератур 10-40 оС. Было показано, что 

изменения в синтезе ЭПС клетками X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056  

происходили в интервале температур 31-35 
о
С, причем значительного отли-

чия в синтезе ЭПС клетками этих культур в указанном диапазоне темпера-

тур не наблюдали. 

При построении кривой роста X.xylophilus Z-0055, бактерии 

культивировали 150 ч. При температуре 25 
о
С экспоненциальная фаза роста 

культуры  продолжалась до 50-55 часов на среде МС и 80-85 часов на среде 

МСО, после чего культура переходила в стационарную фазу. Продукция 

экзополисахаридов начиналась с 20 ч и продолжалась до 50-55 часов на 

среде МС и до 80-85 часов на среде МСО (Рисунок 5), продукция ЭПС была 

стабильна до 120 ч роста культуры на среде МС и 145 ч на среде МСО, 

после чего  происходил ее спад.   

Количество экзополисахаридов на 100 часов роста составило 0,1 ± 0,01 

г/л культуральной жидкости на среде МС и 0,25  ± 0,01 г/л на среде МСО.  
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                                  А                                                           В 

Рисунок 5  – Динамика  роста  и  выхода  ЭПС X. xylophilus  Z-0055  

при 25 °С на средах МС (А) и МСО (В) 

Примечание – 1- рост ( λ 425 нм), 2- выделение ЭПС (λ 490 нм).  

 

Пересчёт количества ЭПС на 1 г сырых клеток показал, что количество 

ЭПС при выращивании на среде МСО составило 0,10 – 0,15 г,  что было 

приблизительно в два раза меньше, чем при выращивании на среде МС (0,20 

– 0,25 г ЭПС на г клеток). 

При температуре 31°С экспоненциальная фаза роста культуры 

X.xylophilus Z-0055 продолжалась до 27 часов на среде МС и 58 часов на 

среде МСО, после чего культура переходила в стационарную фазу. 

Продукция экзополисахаридов на среде МС начиналась с 5 часов и 

продолжалась до 90 часов, на среде МСО – с началом роста культуры и до 

65-70 часов (Рисунок 6), продукция ЭПС была стабильна до 110 ч роста 

культуры на среде МС и 105 ч на среде МСО, после чего  происходил ее 

спад.   

Количество экзополисахаридов на 100 часов роста было равно 0,30 ± 

0,01 г/л культуральной жидкости на среде МС и 0,10  ± 0,01 г/л на среде 

МСО. Пересчёт количества ЭПС на 1 г сырых клеток показал, что на среде 

МС продукция ЭПС составила 0,6 г с 1 г клеток, а на среде МСО – 0,1 ЭПС 

с 1 г клеток. 
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Рисунок  6  – Динамика  роста  и  выхода  ЭПС X. xylophilus  Z-0055 при 

31 °С на средах  МС  (А) и  МСО  (В) 

Примечание – 1- рост ( λ 425 нм), 2- выделение ЭПС (λ 490 нм). 

 

Таким образом, было установлено, что на среде с меньшим                  

количеством азота и фосфора (МС) наблюдается образование меньшего ко-

личества клеток и увеличивается продукция экзополисахарида на единицу 

биомассы. 

 

2.2.1.2. Явление диауксии в процессе роста культуры                                

X. xylophilus Z-0055 

Изучение роста культуры и продукции ЭПС бактериями                                    

X.xylophilus Z-0055 показало, что в условиях недостатка питательных ве-

ществ (в поздней стационарной фазе роста культуры) на среде  МС  клетки 

питаются за счет накопленного в среде полисахарида, что вызывает повто-

рение фазы экспоненциального роста культуры в период 146-154 часов 

культивирования (Рисунок 7), т.е. наблюдается явление диауксии. 
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Рисунок 7 – Динамика роста культуры и продукции                                    

экзополисахаридов X.xylophilusZ-0055  

Примечание – 1- рост ( λ 425 нм), 2- выделение ЭПС (λ 490 нм). 

 

Таким образом, можно предположить, что экзополисахариды играют 

роль запасного питательного вещества для культуры X. xylophilus Z-0055. 

 

2.2.1.3. Влияние температуры на рост и продукцию 

экзополисахаридов A. abiegnus Z-0056 

При выращивании культуры A.abiegnus Z-0056 при температуре 25
о
С 

наблюдали продолжительную стационарную фазу, которая начиналась на 

обеих средах (МС и МСО) с 50-60 часа (Рисунок 8). Однако, характер 

выделения ЭПС на среде МС и МСО был разный. На среде МС выделение 

ЭПС бактериями происходило с 45 до 100 часов роста культуры, а на среде 

МСО, содержащей в своем составе большее количество азота и фосфора, 

максимальное выделение биополимера наблюдали с 40 до 60 часов.  

Количество экзополисахаридов на 100 часов роста было равно 0,20 ± 

0,01 г/л культуральной жидкости на среде МС, а на среде МСО 0,30  ± 0,01 

г/л. Пересчёт количества ЭПС на 1 г сырых клеток показал, что на среде МС 

продукция ЭПС составила 0,1 г ЭПС с 1 г клеток, а на среде МСО – 0,2 г 

ЭПС с 1 г клеток.  
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Рисунок 8 – Динамика  роста  и  выхода  ЭПС A. abiegnus Z-0056 при 25° С 

на средах  МС  (А) и  МСО  (В) 

Примечание – 1- рост (λ 425 нм), 2- выделение ЭПС (λ 490 нм).  

 

При температуре 31°С культура A.abiegnus Z-0056 одинаково хорошо 

росла на обеих средах, при этом продолжительность стационарной фазы на 

средах МС и МСО составила 20 часов (Рисунок 9). Выделение культурой 

ЭПС на обеих средах продолжалось с 25 до 45 часов. Максимальное коли-

чество экзополисахаридов было 0,03 ± 0,001 г/л культуральной жидкости на 

обеих средах. Пересчёт количества ЭПС на 1 г сырых клеток показал, что на 

обеих средах продукция ЭПС составила 0,1 г с 1 г клеток.  
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                                     А                                                В 

Рисунок 9 – Динамика  роста  и  выхода  ЭПС A. abiegnus Z-0056 при 

31°С на средах  МС  (А) и  МСО  (В) 

Примечание – 1 - рост (λ 425 нм), 2 - выделение ЭПС (λ 490 нм). 

 

Таким образом, повышение температуры до 31 °С приводило к  умень-

шению продолжительности стационарной фазы роста                        

A.abiegnus Z-0056, а также уменьшению продолжительности выделения 

ЭПС и  общей продукции ЭПС бактериальными клетками.  

 

2.2.1.4. Влияние аэрации на рост и продукцию экзополисахаридов 

Х.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

Следующим этапом исследований было выяснение влияния аэрации на 

рост X.xylophilus Z-0055,  A.abiegnus Z-0056 и продукцию этими бактериями 

ЭПС. Для этого бактерии выращивали на шейкер-инкубаторе при встряхи-

вании c частотой 200 об/мин, 100 об/мин и без встряхивания на средах МС и 

МСО.  Максимальная продукция ЭПС была получена при выращивании 

клеток культур с аэрацией при встряхивании со скоростью 200 об/мин на 

среде МСО (Таблица 1, 2). Как видно из таблиц 1 и 2 от встряхивания зави-

сит и количество клеток микроорганизмов. Максимальное количество кле-

ток наблюдали на среде МСО при встряхивании 200 об/мин. 
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Таблица 1 – Влияние аэрации на рост X.xylophilus Z-0055  

и продукцию ЭПС 

Частота  

встряхи-

вания,  

об/мин 

Время            

культи-

вирова-

ния,           

ч 

Количество клеток 

×10
8
кл./мл 

Количество ЭПС 

мг/л 

МС МСО МС МСО 

M ± m M ± m M ± m M ± m 

200 

24 10,00±0,50 13,00±0,40 28,00±0,90 34,00±1,20 

46 18,00±0,90 30,00±1,00 82,00±3,40 42,00±1,40 

100 58,00±2,30 120,00±4,80 98,00±3,80 110,00±4,80 

136 58,00±2,30 124,00±4,90 99,00±4,00 112,00±4,90 

100 

24 8,00±0,30 9,00±0,30 11,00±0,50 12,00±0,60 

46 8,00±0,30 24,00±0,90 65,00±2,50 36,00±1,00 

100 30,00±1,00 42,00±1,60 78,00±3,80 42,00±1,60 

136 52,00±2,00 83,00±4,40 72,00±3,00 64,00±2,40 

без  

встряхи- 

вания 

24 1,00±0,01 3,00±0,10 18,00±0,90 12,00±0,50 

46 4,00±0,10 12,00±0,50 36,00±1,20 15,00±0,60 

100 20,00±0,90 30,00±1,00 38,00±1,50 34,00±1,20 

136 24,00±0,90 56,00±2,30 24,00±1,00 32,00±1,00 

 

Таблица 2 – Влияние аэрации на рост A.abiegnus Z-0056  

и продукцию ЭПС 

 

Частота  

встряхи-

вания, 

об/мин 

 

Время             

культи-

вирова-

ния, 

          ч 

 

Количество клеток 

×10
8
кл./мл 

 

Количество ЭПС 

мг/л 

МС МСО МС МСО 

M ± m M ± m M ± m M ± m 

 

 

200 

  24 4,20±0,20 4,20±0,20 14,00±0,70 14,00±0,70 

  46 14,00±0,70 14,20±0,70 20,00±0,90 14,00±0,70 

100 14,00±0,70 21,50±1,00 118,00±5,90 88,00±4,40 

136 11,80±0,60 20,50±1,00 96,00±4,80 200,00±10,00 

 

 

100 

  24 2,00±0,10 2,00±0,10 6,00±0,30 6,00±0,30 

  46 7,50±0,40 9,50±0,50 14,00±0,70 8,00±0,40 

100 9,40±0,50 12,80±0,60 76,00±3,80 56,00±2,30 

136 10,40±0,50 18,20±0,90 94,00±4,70 118,00±3,50 

без  

встряхи-

вания 

  24 2,30±0,08 1,0±0,05 4,00±0,20 5,00±0,20 

  46 5,60±0,30 4,20±0,20 28,00±1,40 48,00±2,40 

100 6,6±0,3 5,5±0,3 52,0±3,1 56,0±2,8 

136 6,6±0,3 6,6±0,3 64,0±3,2 68,0±3,4 
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2.2.1.5. Влияние азота и фосфора на рост и продукцию  

экзополисахаридов  Х.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056 

Дальнейшие исследования были связаны с изучением влияния азота и 

фосфора на рост и продукцию ЭПС. В качестве источника азота и фосфора 

были взяты различные концентрации нитрата аммония (0,125; 0,25; 0,5 г/л) 

и дигидрофосфата калия (0,035; 0,07; 0,14 г/л).  

Рост культуры X.xylophilus Z-0055 на среде МС при добавлении раз-

личных концентраций нитрата аммония незначительно отличался друг от 

друга, причем максимальным (2,5·10
9
 клеток/мл) он был при концентрации 

в среде МС 0,5 г/л (Рисунок 10). Наибольшую продукцию ЭПС (144 мг/л) 

наблюдали при концентрации нитрата аммония в среде 0,25 г/л (Рисунок 

10).  

При  добавлении  в среду МС различных концентраций дигидрофосфа-

та  калия наилучший    рост    культуры  X.xylophilus   Z-0055,   а   также   

продукцию  ЭПС  наблюдали  при  концентрации 0,14 г/л  (Рисунок 11).  

 

 

 

 

 

 

 

(1)                                                 (2) 

Рисунок 10 – Динамика роста (1) и продукции ЭПС (2)   

X. xylophilus Z-0055 на среде МС  при 25 °С с добавлением нитрата  

аммония в различных концентрациях 
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(1)                                                               (2) 

Рисунок 11  – Динамика роста (1) и продукции ЭПС (2)  

X. xylophilus Z-0055 на среде МС  при 25°С  с  добавлением  

дигидрофосфата калия в различных концентрациях  

 

Рост культуры A.abiegnus Z-0056 на среде МС при добавлении нитрата 

аммония был максимальным (5,0·10
9
 клеток/мл) при концентрации в среде 

0,25 г/л (Рисунок 12). Наибольшую продукцию ЭПС (140 мг/л) наблюдали 

при этой же концентрации нитрата аммония в среде (Рисунок 12). При до-

бавлении в среду МС различных концентраций дигидрофосфата калия куль-

тура одинаково хорошо росла при 0,035; 0,07; 0,14 г/л (Рисунок 13). Однако 

продукция ЭПС была максимальной (160 мг/л) при концентрации дигидро-

фосфата калия в среде 0,14 г/л.  

 

 

 

 

 

  

 

                              (1)                                                  (2) 

Рисунок 12 – Динамика роста (1) и продукции ЭПС (2)                                     

A. abiegnus Z-0056 на среде МС  при 25°С с добавлением нитрата аммония в 

различных концентрациях  
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 (1)                                                          (2) 

Рисунок 13 – Динамика роста (1) и продукции ЭПС (2)                                        

A. abiegnus Z-0056 на среде МС  при 25°С с добавлением дигидрофосфата 

калия в различных концентрациях 

 

Таким образом, как свидетельствуют результаты исследований, 

увеличение содержания азота и фосфора (среда МСО) приводило к 

увеличению продолжительности экспоненциального роста клеток, а также к 

выделению большего количества полисахарида.  

 

2.2.1.6. Влияние источника углерода  на рост и продукцию  

экзополисахарида Х.xylophilus Z-0055  

Известно, что источники углерода также влияют на продукцию ЭПС 

[25]. Поэтому последующие исследования были связаны с изучением влия-

ния различных источников углерода и их концентрации на продукцию ЭПС. 

В качестве источников углерода в среду МС добавляли  одно из следующих 

соединений: сукцинат, цитрат, оксалат, ксилозу и ксилан в концентрациях 

1,0 и 3,0 г/л. 

Концентрация 1,0 г/л была первоначальной в среде, рекомендуемой для 

роста культуры по литературным данным [39, 40].  Мы исследовали влияние 

увеличения концентрации углерода в среде на продукцию ЭПС                

X.xylophilus Z-0055  и A.abiegnus Z-0056. Источники углерода были выбраны 
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в соответствии с работами исследователей, которые впервые выделили эти 

культуры [39, 40].    

При культивировании X.xylophilus Z-0055 на средах с различными ис-

точниками углерода наблюдали, что наилучший рост был на средах с кси-

ланом (1,0 г/л),  сукцинатом (3,0 г/л) (Таблица 3). Несколько хуже культура 

росла на средах с оксалатом 1,0 г/л и 3,0 г/л и сукцинатом 1,0 г/л. Незначи-

тельным был рост на средах с цитратом и ксилозой в концентрации 1,0 г/л, а 

также  цитратом, ксилозой и ксиланом в концентрации 3,0 г/л.  Продукция 

ЭПС была наибольшей на средах сукцинатом 3,0 и 1,0 г/л. Менее выражен-

ную продукцию наблюдали на средах с оксалатом 3,0 г/л, цитратом 1,0 г/л, 

ксиланом 1,0 г/л. Незначительную продукцию наблюдали на средах с окса-

латом 1,0 г/л и цитратом 3,0 г/л. Не наблюдали продукции ЭПС на средах с 

кислозой 1,0 и 3,0 г/л и ксиланом 3,0 г/л. 
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Таблица 3 –  Влияние различных источников углерода  

на рост  X.xylophilus Z-0055 и продукцию ЭПС 

Источник угле-

рода, г/л 

 

Время                      

выращивания, 

ч 

Количество  клеток 

×10
8
кл./мл 

Количество ЭПС 

мг/л 

M ± m M ± m 

С
у
к
ц

и
н

ат
 

 

 

1,0  
24  1,30±0,06 10,00±0,50 

46  2,10±0,10 46,00±2,00 

72  3,80±0,10 80,00±4,00 

96  4,60±0,20 105,00±5,00 

 

3,0  

24 1,00±0,050 18,00±0,50 

46 16,00±0,80 78,00±0,70 

72 16,00±0,80 114,00±1,00 

96 16,00±0,80 124,00±1,00 

О
к
са

л
ат

 

 

 

1,0  
24  1,20±0,05 5,00±0,10 

46  2,10±0,10 10,00±0,50 

72  3,20±0,10 16,00±0,50 

96  4,70±0,20 18,00±0,50 

 

3,0  

24 1,20±0,05 18,00±0,50 

46 2,00±0,10 30,00±1,00 

72 2,60±0,10 44,00±1,00 

96 3,00±0,20 32,00±1,00 

Ц
и

тр
ат

 

 

 

1,0  
24  1,20±0,06 10,00±0,50 

46  1,40±0,06 40,00±2,00 

72  1,40±0,06 40,00±2,00 

96  1,40±0,06 40,00±2,00 

 

3,0  

24 1,00±0,05 12,00±0,30 

46 1,30±0,05 18,00±0,50 

72 1,50±0,05 18,00±0,50 

96 1,50±0,05 18,00±0,50 

К
си

л
о
за

 

 

 

1,0  
24  1,10±0,05 0 

46  1,50±0,06 0 

72  1,50±0,06 0 

96  1,50±0,06 0 

 

3,0  

24 1,20±0,05 0 

46 1,40±0,05 0 

72 1,40±0,05 0 

96 1,40±0,05 0 

К
си

л
ан

 

 

 

1,0  
24  2,50±0,10 0 

46  4,80±0,20 0 

72  12,00±0,60 30,00±1,00 

96  12,00±0,60 30,00±1,00 

 

3,0  

24 1,20±0,05 0 

46 1,40±0,05 0 

72 1,40±0,05 0 

96 1,40±0,05 0 

Примечание – «0» не наблюдали продукции экзополисахаридов. 
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Таким образом, оптимальным источником углерода является сукцинат 

натрия, так как его содержание в среде способствует наилучшему росту 

бактериальных клеток и максимальной продукции ЭПС X.xylophilus Z-0055. 

 

2.2.1.7. Влияние источника углерода на рост и продукцию 

 экзополисахарида A.abiegnus Z-0056 

При культивировании A.abiegnus Z-0056 на средах с различными ис-

точниками углерода наблюдали, что наилучший рост был на средах с ксило-

зой (3,0 г/л),  сукцинатом (3,0 г/л) (Таблица 4). Несколько хуже культура 

росла на средах с ксилозой (1,0 г/л), сукцинатом (1,0 г/л) и цитратом (1,0 

г/л). Незначительным был рост на средах с оксалатом,  ксиланом в обеих 

концентрациях и цитратом (3,0 г/л). Продукция ЭПС была наибольшей на 

средах с сукцинатом в концентрации 1,0 г/л. Менее выраженную продукцию 

наблюдали на средах с сукцинатом (3,0 г/л), цитратом (1,0 г/л). Незначи-

тельную продукцию наблюдали на средах с оксалатом в обеих концентра-

циях, цитратом (3,0 г/л). Продукция ЭПС практически не наблюдалась на 

средах с ксилозой и ксиланом. 
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Таблица 4 – Влияние различных источников углерода  

на рост  A.abiegnus Z-0056 и продукцию ЭПС 

Источник угле-

рода 

 

Время  

выращивания, 

ч 

Количество клеток 

×10
8
кл./мл 

Количество ЭПС 

г/л 

M ± m M ± m 

С
у
к
ц

и
н

ат
 

 

1,0  

24 6,50±0,30 52,00±2,60 

46 12,80±0,60 76,00±3,80 

72 12,80±0,60 96,00±4,80 

96 13,80±0,70 118,00±5,90 

 

3,0  

24 6,50±0,30 43,00±2,10 

46 12,80±0,10 56,00±2,80 

72 13,00±0,10 68,00±3,40 

96 15,40±0,80 66,00±3,30 

О
к
са

л
ат

 

 

1,0  

24 2,50±0,10 14,00±0,70 

46 3,50±0,20 14,00±0,70 

72 3,50±0,20 14,00±0,70 

96 3,50±0,20 14,00±0,70 

 

3,0  

24 2,40±0,12 14,00±0,70 

46 3,60±0,20 14,00±0,70 

72 3,60±0,20 14,00±0,70 

96 3,60±0,20 14,00±0,70 

Ц
и

тр
ат

 

 

1,0  

24 2,00±0,10 14,00±0,70 

46 3,00±0,10 16,00±0,80 

72 6,40±0,30 34,00±1,70 

96 9,50±0,50 56,00±2,80 

 

3,0  

24 2,00±0,10 14,00±0,70 

46 2,10±0,10 14,00±0,70 

72 2,10±0,10 14,00±0,70 

96 2,10±0,10 14,00±0,70 

К
си

л
о
за

 

 

1,0  

24 5,40±0,30 0 

46 9,60±0,50 0 

72 11,40±0,60 0,6±0,03 

96 13,50±0,70 0,6±0,03 

 

3,0  

24 7,30±0,40 0 

46 11,90±0,60 0,10±0,05 

72 17,00±0,80 0 

96 17,00±0,80 0 

К
си

л
ан

 

 

1,0  

24 2,00±0,10 0 

46 3,60±0,20 0,5±0,02 

72 3,60±0,20 0,5±0,02 

96 3,60±0,20 0,5±0,02 

 

3,0  

24 1,00±0,050 0 

46 2,00±0,10 0,08±0,01 

72 2,00±0,10 0,08±0,01 

   

Примечание – «0» не наблюдали продукции экзополисахаридов. 
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По результатам данного эксперимента, оптимальным источником угле-

рода для роста и продукции ЭПС культурой A.abiegnus Z-0056 является 

сукцинат натрия. 

В таблицах 5,6 представлены биотехнологические характеристики    

роста и продукции экзополисахаридов Х. xylophilus Z-0055 и                                    

A. abiegnus  Z-0056.  

 

Таблица 5 – Влияние температуры  и состава среды на рост и продукцию                         

ЭПС Х.xylophilus Z-0055 

Условия Абсолютно сухая 

биомасса (АСБ) 

клеток, г/л 

Сухой ЭПС, 

г/л 

Выход  

ЭПС / АСБ 

Выход  

ЭПС / субстрат 

МС, 25 
о
С 0,25 0,10 0,40 0,10 

МС, 31 
о
С 0,14 0,30 2,14 0,30 

МСО, 25 
о
С 0,40 0,25 0.63 0,25 

МСО, 31 
о
С 0,30 0,10 0,33 0,10 

Примечание: АСБ – абсолютно сухая биомасса клеток. 

   

Таблица 6 – Влияние температуры  и состава среды на рост и продукцию  

ЭПС A.abiegnus Z-0056 

Условия Абсолютно сухая 

биомасса (АСБ) 

клеток, г/л 

Сухой ЭПС, 

г/л 

Выход 

ЭПС / АСБ 

Выход  

ЭПС / субстрат 

МС, 25 
о
С 0,29 0,20 0,70 0,20 

МС, 31 
о
С 0,27 0,03 0,11 0,03 

МСО, 25 
о
С 0,38 0,30 0,80 0,30 

МСО, 31 
о
С 0,27 0,03 0,11 0,03 

Примечание: АСБ – абсолютно сухая биомасса клеток. 

 

Как видно из представленных  данных, продукция экзополисахаридов 

культурой Х. xylophilus Z-0055  была оптимальна на среде МС при темпера-

туре 31 
о
С и сравнима с продукцией ЭПС другими продуцентами [25]. Про-

дукция ЭПС культуры A. abiegnus Z-0056 достигает максимума при 25 
о
С на 

среде МСО и была относительно невысока, но превышает приводимую в 

литературе продукцию биологически активных веществ [97]. Так, продук-

ция ЭПС Methylomonas, Methylococcus составляет 0,05-0,23 г/л [55]. 
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2.2.2. Физико-химические свойства экзополисахаридов                 

Х.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

2.2.2.1. Физико-химические свойства экзополисахарида               

Х.xylophilus Z-0055  

Используя метод ионнообменной хроматографии было показано, что 

экзополисахарид Х.xylophilus Z-0055 состоял из двух фракций: нейтральной 

и кислой примерно в равном соотношении (Рисунок 14). 

 

Рисунок  14 – Профиль элюции ЭПС X.xylophilus Z-0055 

при ионообменной хроматографии на колонке DEAE-C Toyopearl 650М 

(детекция по углеводам) 

Примечание – 1- нейтральная фракция, 2 - кислая фракция. 

 

Молекулярная масса нейтральной фракции ЭПС составила 10-20 кДа, 

кислой – 30-40 кДа (Таблица 7).  

Таблица 7 – Результаты гель-хроматографии фракций 

ЭПС X.xylophilus  Z-0055 
 

К
ал

и
б

р
о
в
о
в
о
ч
н

ы
й

 

гр
аф

и
к
 

Вещества Время выхода, мин Молекулярная 

масса, кДа 

Декстран 18,623 1,5 

Декстран 16,923 5 

Декстран 14,942 15 

Декстран 13,073 110 

Декстран 11,607 2000 

О
п

ы
т 

Нейтральная 

фракция 

14,940 10-20 

Кислая фракция 14,549 30-40 
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Анализ моносахаридного состава нейтральной фракции методом 

ВЭЖХ показал наличие в её составе глюкозы, галактозы и маннозы в соот-

ношении - 1:2:2 (Таблица 8, Рисунок 15). 

 

Таблица  8 – Площади пиков (ед.) нейтральной фракции  

ЭПС X.xylophilus  Z-0055 (ВЭЖХ) 

Моносахариды 

Показания 

прибора 

Глюкоза Галактоза Манноза 

Калибровочный график (соотно-

шение 1:1:1) 

98,389 85,709 44,755 

Нейтральная фракция 50,417 95,952 47,856 

Соотношение 1 2 2 

 

 

Рисунок  15 – Высокоэффективная жидкостная хроматография       

 нейтральной фракции ЭПС X.xylophilus Z-0055  

Примечание – А – калибровочный график;  

В – нейтральная фракция ЭПС X.xylophilus  Z-0055; 

 1 - глюкоза; 2 - галактоза; 3 - манноза. 

 

Анализ кислой фракции проводили методом ГЖХ, который подтвердил 

данные ТСХ о том, что экзополисахарид является кислым (Рисунок 16) , и 
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установил наличие в нём ксилозы, галактозы и глюкуроновой кислоты в со-

отношении - 2:1:1 (Таблица 9). 

 

Таблица  9 – Площади пиков (ед.) кислой фракции 

ЭПС X.xylophilus  Z-0055 (ГЖХ) 

Моносахариды 

Показания 

прибора 

Ксилоза Галактоза Глюкуроновая  

кислота 

Калибровочный график (соот-

ношение 1:1:1) 

3,1 4,9 6,4 

Кислая фракция 6,4 5,1 6,2 

Соотношение 2 1 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       1         2       3         4          5 

Рисунок  16 – Тонкослойная хроматография ЭПС  

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

Примечание – 1 - углеводы маркеры: глюкоза, манноза; 2, 3 - ЭПС                 

A.abiegnus Z-0056;  4 - ЭПС X.xylophilus Z-0055; 5 - углеводы маркеры: га-

лактуроновая кислота, галактоза, глюкуроновая кислота (снизу вверх). 

 

 Динамическая вязкость 1% раствора ЭПС  X. xylophilus Z-0055 при 

+25
о
 С составила 58 мПа·с.  
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2.2.2.2. Физико-химические свойства экзополисахарида  

Ancylobacter abiegnus Z-0056 

 

Методом ионнообменной хроматографии было показано, что 

экзополисахарид  A.abiegnus Z-0056  состоял из одной кислой фракции 

(Рисунок 17). 

 

Рисунок  17 – Профиль элюции ЭПС A. abiegnus Z-0056  при ионообменной 

хроматографии на колонке DEAE-C Toyopearl 650М 

(детекция по углеводам) 
 

Методом гель-хроматографии было показано, что молекулярная масса 

ЭПС A. abiegnus Z-0056 равна 10-20 к Да  (Таблица 10).  

Таблица  10 – Результаты гель-хроматографии фракций  

ЭПС  A.abiegnus Z-0056 

К
ал

и
б

р
о
в
о
ч
н

ы
й

 

гр
аф

и
к
 

Вещества Время выхода, мин Молекулярная масса, кДа 

Декстран 18,623 1,5 

Декстран 16,923 5 

Декстран 14,942 15 

Декстран 13,073 110 

Декстран 11,607 2.000 

О
п

ы
т 

 

ЭПС 

 

14,750 

 

 

10-20 
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Анализ моносахаридного состава ЭПС A.abiegnus Z-0056 методом тон-

кослойной хроматографии  показал наличие в нем глюкозы, маннозы и га-

лактуроновой кислоты (см. Рисунок 16). Для уточнения моносахаридного 

состава был использован метод высокоэффективной жидкостной хромато-

графии в модификации для одновременного определения кислых и 

нейтральных сахаров [208, 286].   

Методом ВЭЖХ было показано, что исследуемый ЭПС A. abiegnus               

Z-0056 имеет в составе глюкозу, маннозу, галактуроновую кислоту в соот-

ношении 1:2:2 (Рисунок 18, таблица 11), а также следовые количества га-

лактозы, арабинозы и фукозы.  

 

Рисунок 18 – Высокоэффективная жидкостная хроматография                    

ЭПС  A.abiegnus  Z-0056  

Примечание – А – калибровочный график; В – ЭПС A.abiegnus  Z-0056. 
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Таблица  11 – Площади пиков (ед.) кислой фракции  

ЭПС A.abiegnus Z-0056 (ВЭЖХ) 

                             Моносахариды 

Показания 

прибора 

Манноза Галактуроновая 

кислота 

Глюкоза 

Калибровочный график (соотно-

шение 1:1:1) 

14,017 30,833 12,419 

ЭПС 30,042 62,166 13,769 

Соотношение 2 2 1 

 

Динамическая вязкость 1% раствора ЭПС A.abiegnus Z-0056 при               

+25
о
 С составила 52 мПа·с.  

 

  2.2.3. Биологические свойства экзополисахаридов                                           

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 

2.2.3.1. Влияние экзополисахаридов Х.xylophilus Z-0055 и 

 A.abiegnus Z-0056 на рост микроорганизмов 

Для изучения влияния ЭПС X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 на 

рост микроорганизмов использовали методы серийных разведений и 

диффузии в агар [52]. Влияния экзополисахаридов X.xylophilus Z-0055 и                                 

A.abiegnus Z-0056 на  микроорганизмы проводили в концентрациях 0,25; 0,5 

и 1,0 г/л.  

В результате было показано, что добавление ЭПС X.xylophilus Z-0055 в 

концентрации 1 г/л усиливало рост бактерий сходных местообитаний  

S.mucilaginosa Z-0071,  A.abiegnus Z-0056, а также своего продуцента 

X.xylophilus Z-0055 (Таблица 12).  
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Таблица  12– Влияние ЭПС X.xylophilus Z-0055 в концентрации  1 г/л на 

рост микроорганизмов сходных местообитаний                                                        

Штамм D, (λ=425 нм), 

 без добавления 

ЭПС 

D, (λ=425 нм), 

 с добавлением 

ЭПС 

Результат 

S.mucilaginosa              

Z-0071 

0,295 0,323 Усиление  

роста 

A.abiegnus 

Z-0056 

0,551 0,600 Усиление  

роста 

X.xylophilus 

Z-0055 

0,379 0,443 Усиление  

роста 

 

Добавление ЭПС в концентрации 1,0 г/л A.abiegnus Z-0056  усиливало 

рост S.mucilaginosa Z-0071 и своего продуцента, на рост                       

X.xylophilus Z-0055 препарат влияния не оказывал (Таблица 13). 

 

Таблица 13 – Влияние ЭПС A.abiegnus Z-0056 в концентрации  1 г/л на рост 

микроорганизмов сходных местообитаний                                                  

Штамм D, (λ=425 нм), 

 без добавления 

ЭПС 

D, (λ=425 нм), 

 с добавлением 

ЭПС 

Результат 

S.mucilaginosa                     

Z-0071 

0,295 0,353 Усиление  

роста 

A.abiegnus 

Z-0055 

0,551 0,574 Усиление  

роста 

X.xylophilus 

Z-0055 

0,379 0,374 Не влияет  

на рост 

  

Добавление ЭПС X.xylophilus Z-0055 стимулировало  рост P.aeruginosa 

27533, а на рост таких микроорганизмов  как E.coli 01, S.aureus 209-Р, 

B.cereus 8035, C.albicans 230 в таких же концентрациях влияния не оказывал 

(Таблица 14).  

Добавление ЭПС A.abiegnus Z-0056 усиливало рост P.aeruginosa 27533, 

однако на рост некоторых других микроорганизмов (E.coli 01, S.aureus 209-

Р, B.cereus 8035, C.albicans 230) экзополисахарид в таких же концентрациях 

влияния не оказывал (Таблица 14).  
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Таблица 14 – Влияние ЭПС X. xylophilus Z-0055 и A. abiegnus Z-0056 на рост 

микроорганизмов других местообитаний 

Концентрация ЭПС 

г/л 

Микроорганизмы Зона усиления роста вокруг лунки, мм 

ЭПС X. xylophilus                

Z-0055 

ЭПС A. abiegnus             

Z-0056 

0,25  E.coli 01 - - 

S.aureus 209-Р - - 

P.aeruginosa 27533 2 3 

B.cereus 8035 - - 

C.albicans 230 - - 

0,5  E.coli 01 - - 

S.aureus 209-Р - - 

P.aeruginosa 27533 5 5 

B.cereus 8035 - - 

C.albicans 230 - - 

1,0  E.coli 01 - - 

S.aureus 209-Р - - 

P.aeruginosa 27533 7 10 

B.cereus 8035 - - 

C.albicans 230 - - 

Примечание – «-» не наблюдали усиление роста. 

 

Исходя из приведенных данных, можно предположить, что ЭПС бакте-

рий-диссипотрофов X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 в микробном 

сообществе могут быть использованы некоторыми бактериями как источник 

углерода. 

 

2.2.3.2. Влияние экзополисахаридов  

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 на инфузории C. stenii 

Изучение влияния экзополисахаридов на инфузории C.stenii проводили 

в концентрации 1,0 г/л в соответствии с ГОСТ 13496.7–97 [24]. Было пока-

зало, что при добавлении ксилофилана в культуру инфузорий через 3-5 ми-

нут наблюдали хаотичное движение инфузорий, при этом некоторые клетки 

сталкивались или вращались на месте. Начиная с десятой минуты, наблюда-

ли остановку отдельных клеток (Таблица 15). При добавлении анцилана в 

культуру инфузорий через 3 минуты наблюдали хаотичное движение инфу-

зорий. Начиная с пятой минуты, происходило замедление движения отдель-

ных клеток. Через 10 минут в поле зрения появлялись «мертвые» клетки. 
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Через 30 минут наступала гибель 100% инфузорий, которые находились в 

растворах изучаемых ЭПС. Через 50 минут в поле зрения наблюдали только 

фрагменты клеток (Таблица 15). Клетки инфузорий, помещенные в физио-

логический раствор (контроль), двигались спокойно и оставались живы в 

течение всего эксперимента (3 часа).  

Таким образом, результаты иследования свидетельствовали о том, что  

экзополисахариды X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 токсичны для  

инфузорий. 

Таблица 15  – Действие ЭПС X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056  

на инфузории 

Время, 

мин 

Поведение инфузорий 

с ЭПС 

 X.xylophilus Z-0055  

с ЭПС  

A.abiegnus Z-0056  

 

без ЭПС 

3  активное хаотичное 

движение 

активное хаотичное 

движение 

спокойное движение 

5  активное хаотичное 

движение 

замедленное движение спокойное движение 

10  хаотичное движение, 

остановка некоторых 

клеток 

замедленное движение, 

некоторые клетки 

мертвые 

спокойное движение 

30  100% мертвых клеток 100% мертвых клеток спокойное движение 

40  10% мертвых клеток, 

90% разрушенных кле-

ток 

10% мертвых клеток, 

90% разрушенных кле-

ток 

спокойное движение 

50  в поле зрения только 

фрагменты клеток 

в поле зрения только 

фрагменты клеток 

спокойное движение 

 

Из литературы известно, что некоторые ЭПС бактерий оказывают раз-

ное токсичное действие на простейших [80, 86]. Так, ксантомонаны 610/1, 

610/4, 610/11, 610/16, 610/23 (продуценты Xanthomonas campestris 610/1, 

X.campestris 610/4, X.campestris 610/11, X.campestris 610/16 и X.campestris 

610/23) не токсичны для инфузорий, в то время как клебсилан (продуцент 

Klebsiella pneumoniaе К-2) был слаботоксичен для них.  

Токсичность изучаемых экзополисахаридов бактерий-диссипотрофов 

для инфузорий позволяет говорить об их защитной роли. Возможно, ЭПС  

способствуют защите бактерий от поедания простейшими в естественной 

среде обитания. 
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Таким образом, биологическая роль экзополисахаридов                                              

X.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056 может состоять в том, что они за-

щищают клетки бактерий-продуцентов от простейших, а также служат за-

пасным питательным веществом для своего продуцента и других бактерий в 

сообществе, о чем свидетельствуют результаты наших исследований, пред-

ставленных в разделе 2.2.3.1. 

 

2.2.3.3. Влияние экзополисахаридов X.xylophilus Z-0055 и  

A.abiegnus Z-0056  на организм лабораторных мышей 

Исследование токсичности экзополисахаридов на лабораторных мышах 

проводили, руководствуясь ГОСТ 13496.7–97 [24] для оценки степени опас-

ности однократного перорального введения малой и относительно высокой 

доз – 0,06 и 3,0 г на 1 кг массы тела животного. Для исследования были взя-

ты беспородные белые лабораторные мыши. Животные были разделены на 

5 групп: 1 группа – контрольная, получавшая физиологический раствор 

(0,85 % NaCl); 2 группа получала ЭПС X.xylophilus Z-0055 в дозе 0,06 г/кг;            

3 группа – ЭПС  X.xylophilus Z-0055 в дозе 3,0 г/кг; 4 группа получала ЭПС 

A.abiegnus Z-0056  в дозе 0,06 г/кг; 5 группа – ЭПС A.abiegnus Z-0056  в дозе 

3,0 г/кг. Животные всех групп получали препарат перорально. Затем прово-

дили наблюдение в течение 3-х дней за поведением мышей с последующей 

эвтаназией и вскрытием. 

Исследование токсичности ЭПС на лабораторных мышах выявило сле-

дующие особенности в каждой из групп мышей: 

В 1 группе (контрольной) на протяжении всего времени эксперимента 

мыши были активны, поведение было характерно для здоровых животных. 

После вскрытия отмечено, что состояние внутренних органов (сердце, пе-

чень, почки, семенники, желчный пузырь) также соответствовало клиниче-

ски здоровым животным.  

При вскрытии мышей, получавших ксилофилан в дозе 3 г/кг, визуально 

были выявлены следующие патологические изменения со стороны внутрен-

них органов: неравномерно окрашенная и увеличенная печень, а также уве-
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личение объема желчного пузыря по сравнению с контрольными животны-

ми. На гистологических срезах органов мышей, получавших ксилофилан, 

были обнаружены следующие нарушения (Рисунок 19): стенка соедини-

тельнотканной капсулы почек нарушена, корковое и мозговое вещество не 

четкие.  

 

                 1                                   2                                        3 

Рисунок 19 – Гистологические срезы почки после введения мышам 

ксилофилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль  

(без ксилофилана) 

В мозговом веществе видны измененные почечные тельца, извитые ка-

нальца нефрона, между ними просматривалось разрастание соединительной 

ткани. Петли нефронов и собирательные трубочки просматривались  не чет-

ко. В почках, печени и сердце наблюдали экссудат, что свидетельствовало о 

воспалении, идущем в организме животного (Рисунок 19, 20, 21).  

  

            1                                       2                                         3 

Рисунок 20 – Гистологические срезы печени после введения мышам 

ксилофилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль 

(без ксилофилана) 
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Рисунок 21 – Гистологические срезы сердца после введения мышам 

ксилофилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль  

(без ксилофилана) 

В  группе животных, которым вводили анцилан, поведение мышей в 

ходе эксперимента было угнетенным в течение 2 суток, затем постепенно 

приходило в норму, но иногда проявлялись признаки агрессии. При вскры-

тии мышей, получавших анцилан в дозе 3,0 г/кг, визуально были выявлены 

патологические изменения со стороны печени: орган был увеличен и нерав-

номерно окрашен. На гистологических срезах наблюдали следующие нару-

шения во внутренних органах. Тканевый материал печени  у мышей, полу-

чавших анцилан в дозе  3,0 г/кг, имел более бледную и неоднородную 

окраску по сравнению с контролем, клетки органа были более крупные по 

сравнению с контролем (Рисунок 22).  

 

                 1                                   2                                   3 

Рисунок 22 – Гистологические срезы печени после введения мышам 

анцилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль (без анцилана) 

У мышей, которым вводили анцилан, стенки эндокарда сердца не про-

сматривались, кардиомиоциты миокарда были не четкие, соединялись друг 

с другом не плотно, между последними располагалась интерстициальная со-

единительная ткань (Рисунок 23).  
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Рисунок 23 – Гистологические срезы сердца после введения мышам                

анцилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль (без анцилана) 

Серозная и плотная соединительнотканная белочная оболочки семен-

ников были не четкие, стенки их были изменены, целость извитых каналь-

цев не просматривалась, наблюдалась их десквамация, между ними была 

плохо развитая интерстициальная ткань (Рисунок 24). В сердце и семенни-

ках наблюдали воспалительный процесс (экссудат). 

 

                   1                                  2                                   3 

Рисунок 24 – Гистологические срезы семенников после введения 

мышам анцилана (×40): 1 - 0,06 г/кг; 2 - 3,0 г/кг; 3 – контроль (без анцилана) 

 

В процессе исследований не происходило увеличения массы как опыт-

ных,  так и контрольных животных (Рисунок 25). Это свидетельствовало о 

том, что на данном временном отрезке пероральное поступление экзополи-

сахаридов в организм животных не отражалось на их росте. 
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Рисунок  25 – Влияние ЭПС X.xylophilus Z-0055 (1) и                            

A.abiegnus Z-0056 (2) на массу мышей 

Анализ крови показал, что у экспериментальных животных (мыши) 

происходило повышение содержания общего белка на 33% при введении им 

анцилана в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг, а при введении килофилана этот пара-

метр крови не отличался от контроля (Таблица 16). Предположительно это 

было вызвано обезвоживанием организма [48]. Содержание билирубина 

возрастало на 29% при введении ксилофилана в дозе 3,0 г/кг. При введении 

анцилана содержание билирубина возрастало на 35% и 39% у животных, 

получавших ЭПС в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг соответственно.  

Таблица 16 – Влияние ксилофилана и анцилана на некоторые биохимические              

показатели крови  мышей 

 

Характер 

воздействия 

Показатели крови 

Белок 

общ., 

г/л 

Билиру-

бин общ., 

ммоль/л 

Холесте-

рин, 

ммоль/л 

Щелочная 

фосфатаза, 

ед/л 

Натрий, 

ммоль/л 

Креатинин, 

ммоль/л 

Контроль 56,2±1,4 4,3±0,3 2,4±0,4 103,5±4,4 107,2±5,2 91,6±4,4 

Ксилофилан, 

г/кг 

0,06 59,6±0,5 5,2±0,4
*
 2,2±0,3 93,3±3,4 149,3±5,7

*
 110,1±5,6 

3,0 64,3±0,7
*
 6,1±0,3

*
 2,1±0,4 91,6±4,3 151,2±6,5

*
 120,4±6,5

*
 

Анцилан, г/кг 0,06 83,6±3,7
*
 6,6±0,4

*
 4,8±0,4

*
 73,3±3,6

*
 148,3±4,4

*
 54,8±2,8

*
 

3,0 84,1±2,8
*
 6,9±0,3

*
 5,1±0,4

*
 71,6±2,6

*
 161,2±5,7

*
 55,1±3,7

*
 

Примечание – p<0,05 
*
 - относительно контроля; 

•
 - относительно дозы 0,06 г/кг. 

 

У животных, получавших ксилофилан в дозе 3,0 г/кг, наблюдали по-

вышение креатинина  в крови  на 24%. При введении анцилана в организм 

мышей уровень креатинина снижался на 40%. Активность щелочной фосфа-

тазы снижалась у мышей, получавших анцилан в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг на 
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29% и 31% соответственно. У мышей, которые получали ксилофилан, ак-

тивность щелочной фосфатазы не отличалась от контроля. Уровень холе-

стерина при введении анцилана мышам в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг возрастал 

на 50% и 53% соответственно. У животных, которым вводили ксилофилан, 

уровень холестерина соответствовал норме. Во всех опытных группах 

наблюдали повышение содержания натрия в крови. Так, у мышей, получав-

ших ксилофилан в дозировках 0,06 г/кг и 3,0 г/кг, содержание натрия воз-

растало на 28% и 29% соответственно. При введении анцилана мышам, со-

держание натрия возрастало на 27% для минимальной дозировки (0,06 г/кг) 

и на 33% для максимальной дозировки (3,0 г/кг). При  введении  анцилана  в  

дозировке  3,0 г/кг содержание гемоглобина  в крови снижалось на 9,5%. У  

животных опытных  групп  наблюдали   уменьшение количества  тромбоци-

тов (Таблица 17).  

Таблица 17 – Влияние ксилофилана и анцилана на гематологические показатели                

крови мышей 

 

Характер 

воздействия 

Эритро-

циты,  

10
12

/л 

Гемо-

глобин, 

% 

Лейко-

циты,  

10
9
/л 

Грану-

лоциты,  

% 

Лимфо-

циты,  

% 

Моно-

циты,  

% 

Тромбо-

циты,  

10
9
/л 

Контроль 8,0±0,6 126,0±4,1 7,1±0,4 12,4±1,8 82,6±3,1 5,0±0,6 538±14,2 

Ксилофилан, 

г/кг 

0,06 7,6±0,7 123,0±2,4 7,6±0,6 10,0±2,1 88,0±3,5 2,0±0,1
*
 453±13,7

*
 

3,0 7,9±0,6 121,0±3,0 8,5±0,4
*
 7,4±1,4 91,5±7,1 1,1±0,1

*•
 307±12,1

*•
 

Анцилан, г/кг 0,06 7,8±0,5 121,0±3,7 8,4±0,5
*
 13,1±2,1 82,6±4,7 4,3±0,4

*
 342±12,9

*
 

3,0 7,6±0,4 114,0±2,6
*
 8,6±0,7

*
 13,7±2,4 82,5±3,6 3,8±0,5

*
 210±13,1

*•
 

Примечание – p<0,05 
*
 - относительно контроля; 

•
 - относительно дозы 0,06 г/кг. 

 

При введении ксилофилана и анцилана животным в дозировке 0,06 г/кг 

и 3,0 г/кг количество тромбоцитов заметно уменьшалось на 16% и 43% ,и на 

36% и 61% соответственно. При введении ксилофилана наблюдали и пони-

жение  содержания моноцитов в крови на 60% при дозировке 0,06 г/кг и на 

78% при дозировке 3,0 г/кг. 

У всех животных опытных групп наблюдали повышение содержания 

белка в моче (Таблица 18), что может быть связано с нарушением водно-

солевого обмена, обусловленного функциональными нарушениями почек. 

При введении мышам анцилана, наблюдали появление глюкозы в моче.   
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Таблица 18 – Влияние ксилофилана и анцилана на физико-химические и  

биохимические показатели мочи мышей 

 

Характер 

воздействия 

Отно-

сительная 

плотность 

pH Белок, 

г/л 

Глюкоза, 

ммоль/л 

Уробелино-

ген, 

мкмоль/л 

Билирубин, 

мкмоль/л 

Контроль 1,01± 0,02 5,50 - - 17,00 - 

Ксилофилан,  

г/ кг 

0,06 1,03± 0,04 5,00 1,00± 0,01 - 33,00
*
 100,00 

3,0 1,03± 0,04 5,00 1,00 ± 0,04 - 33,00
*
 100,00 

Анцилан,      

г/кг 

0,06 1,03± 0,04 5,00 1,00 ± 0,03 2,80 66,00
*
 100,00 

3,0 1,03± 0,04 5,50 3,00± 0,10 2,80 66,00
*
 100,00 

Примечание: p<0,05 
*
 - относительно контроля. 

Для  животных, получавших ксилофилан и анцилан, было характерно  

повышение билирубина и уробилиногена в моче. Это можно объяснить 

обезвоживанием организма под действием ЭПС и разрушением эритроци-

тов. 

Неоднородную окраску печени у мышей, получавших ксилофилан 

можно связать с разрушением эритроцитов, об этом говорит  факт снижения 

времени лизиса эритроцитов у животных опытных групп [81]. На это указы-

вает и тромбоцитопения (см. Таблица 17), появление билирубина в крови и 

моче, уробелиногена в моче у опытных животных, получавших исследуе-

мые ЭПС (см. Таблицы 16, 18). У мышей, получавших анцилан в указанных 

дозах, наблюдали повышение уровня холестерина в крови, которое сопро-

вождалось уменьшением уровня щелочной фосфатазы (см. Таблица 16). Это 

говорит о нарушении функции печени. По данным эксперимента, во всех 

опытных группах происходило повышение общего содержания белка в кро-

ви и моче, что свидетельствует об обезвоживании организма животных (см. 

Таблицы, 16,17). В пользу этого говорит и то, что в крови исследуемых мы-

шей наблюдалась гипернатриемия (см. Таблица 16). Также у мышей, полу-

чавших ксилофилан, повышался уровень креатинина, что в свою очередь 

свидетельствует о нарушениях функции печени и почек. Все описанные из-

менения можно связать с возможной  способностью ЭПС связывать воду.  

Таким образом, результаты наблюдений и гистологических исследова-

ний внутренних органов лабораторных мышей, получавших изучаемые 

ЭПС перорально, показывают различное влияние на показатели крови и на 

основные показатели белкового, углеводного, липидного, азотистого, вод-
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но-солевого обменов в организме мышей. Причем, в малых дозах это влия-

ние менее выражено. 

 

2.2.3.4. Влияние экзополисахаридов X. xylophilus Z-0055 и                

A.abiegnus Z-0056 на микрофлору толстого  кишечника мышей 

Как известно, нормальная микрофлора желудочно-кишечного тракта 

выполняет ряд важнейших функций в организме, таких как межмикробный 

антагонизм патогенной микрофлоры, активизация иммунной системы, уси-

ление работы желудочно-кишечного тракта, производство витаминов и дру-

гих необходимых веществ для организма [102].  В силу некоторых причин 

нормальная микрофлора может быть нарушена, возникает дисбактериоз, что 

вызывает нежелательные последствия для организма. Поэтому современная 

медицина разрабатывает необходимые препараты, такие как инулин, лакту-

лоза для лечения дисбактериоза, содержащие сахара. Одними из таких пре-

паратов являются экзополисахарды бактерий. В литературе имеются сведе-

ния о влиянии некоторых бактериальных ЭПС на микрофлору кишечника 

животных [66, 77]. В связи с этим интересно было изучить влияние ЭПС 

бактерий-диссипотрофов (X.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056) на мик-

рофлору кишечника мышей. 

Исследование микрофлоры толстого кишечника проводили на самцах 

белых беспородных мышей со средней массой 22-25 г. Экзополисахариды 

X.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus Z-0056 в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг вводили 

по 1 мл на животное перорально с помощью зонда. Животным контрольной 

группы вводили физиологический раствор в том же объеме. Через 3 суток 

после введения полисахаридов животных умерщвляли, производили забор 

содержимого  толстого кишечника и проводили посев содержимого на чаш-

ки Петри со средами для молочнокислых бактерий (лактобакагар) и для 

подсчета общемикробного числа бактерий (среда КМАФАнМ). Посевы 

культивировали в термостате при 37 ºС в течение трех суток. Далее произ-

водили подсчет колоний и определяли морфологические признаки вырос-
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ших бактерий. Количество бактерий определяли методом серийных разве-

дений [52]. Результаты опыта представлены в таблице 19. 

В процессе исследования было показано, что ЭПС X. хylophilus             

Z-0055 и A. abiegnus Z-0056 оказывают влияние на микрофлору толстого 

кишечника. Так, при введении  ксилофилана в организм мышей в дозе              

0,06 г/кг ОМЧ уменьшалось в 3,5 раз, а количество молочнокислых бакте-

рий возрастало в 2 раза по сравнению с контролем. В дозе ксилофилана              

3,0 г/кг ОМЧ в толстом кишечнике мышей уменьшалось в 1,4 раз, в это же 

время количество молочнокислых бактерий возрастало в 40 раз. При дозе 

анцилана 0,06 г/кг ОМЧ уменьшалось в 3,5 раза по сравнению с контролем, 

а число молочнокислых бактерий увеличивалось в 4 раза (Таблица 19). При 

введении анцилана мышам в дозе 3,0 г/кг происходило увеличение как 

ОМЧ, так количества молочнокислых бактерий в 1,1 раз и 80 раз соответ-

ственно относительно  контроля.  

Таблица 19 – Влияние ЭПС X.xylophilus Z-0055 и                                  

A.abiegnus Z-0056 на микрофлору толстого кишечника мышей 

 

ЭПС 

ОМЧ,  

×10
11

 

Количество молочно-

кислых бактерий,  

×10
9
 

Контроль 7,00±0,23 1,00±0,03 

Ксилофилан, г/кг 0,06 2,00±0,09
*
 4,00±0,09

*
 

3,0 5,00±0,23
*•

 40,00±1,95
*•

 

Анцилан, г/кг 0,06 2,00±0,09
* 

5,00±0,23
*
 

3,0 8,00±0,35
*•

 80,00±3,45
*•

 

Примечание – p<0,05: 
*
 - относительно контроля; 

•
 - относительно дозы 0,06 г/кг. 

Таким образом, пероральное введение ксилофилана и анцилана способ-

ствует увеличению количества молочнокислых бактерий в кишечнике мы-

шей. Полученные данные хорошо согласуются с результатами других ис-

следователей [27, 66, 77, 87], согласно которым, бактериальные ЭПС 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, L. delbrueckii B-1596, L. delbrueckii 

B-1936, Xanthomonas  campestris В-610/1 также увеличивали количество мо-

лочнокислых бактерий в толстом кишечнике мышей.  
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Заключение 

Одним из перспективных направлений современной микробиологии и 

биотехнологии является получение, изучение и применение микробных эк-

зополисахаридов. В мире постоянно растет спрос на эти биополимеры, так 

как они находят применение в ветеринарии, пищевой промышленности, ме-

дицине, сельском хозяйстве и др. Важной задачей остается поиск новых 

микроорганизмов-продуцентов экзополисахаридов, подбор условий для 

максимальной продукции этих веществ для дальнейшего применения их в 

определенной отрасли. 

Целью работы явилось выявление ЭПС бактерий-диссипотрофов               

Xanthobacter xylophilus Z-0055 и Ancylobacter abiegnus Z-0056,  подбор усло-

вий культивирования для максимального выхода экзополисахаридов, а так-

же исследование физико-химических и некоторых биологических свойств 

этих биополимеров. 

Первоначальным этапом исследований явился подбор условий культи-

вирования бактерий. Был изучен рост культур X. xylophilus Z-0055 и                                   

A. abiegnus Z-0056 и выход экзополисахаридов на различных средах (МС и 

МСО) с различным содержанием количеств азота, фосфора и источников 

углерода (сукцинат, оксалат, цитрат, ксилан, ксилоза) при различных режи-

мах культивирования (температура, рН, встряхивание на шуттель-аппарате).  

Нами была разработана методика выделения ЭПС X.xylophilus Z-0055 и 

A.abiegnus Z-0056, за основу был взят метод J. Cerning [125].  

Было показано, что продукция экзополисахарида X.xylophilus Z-0055 

при 25 °С начиналась с 20 ч и продолжалась до 50-55 часов на среде МС и 

до 80-85 часов на среде МСО.  

Количество экзополисахарида на 100 часов роста составило 0,1 ± 0,01 

г/л культуральной жидкости (МС) и 0,25  ± 0,01 г/л на среде МСО.  

Количество ЭПС на 1 г сырых клеток составило для среды МСО 0,1 – 

0,15 г,  что было приблизительно в два раза меньше, чем при росте на среде 

МС (0,2 – 0,25 г ЭПС на г клеток). 

При температуре 31 °С продукция ЭПС X.xylophilus Z-0055 на среде 
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МС начиналась с 5 ч и продолжалась до 90 часов, на среде МСО с началом 

роста культуры и до 65-70 ч.  

Количество экзополисахарида на 100 часов роста было 0,3 ± 0,01 г/л 

культуральной жидкости (МС) и 0,1  ± 0,01 г/л на среде МСО. Количество 

ЭПС на 1 г сырых клеток на среде МС составило 0,6 г с 1 г клеток, на среде 

МСО –  0,1 ЭПС с 1 г клеток.  

Таким образом, на среде с меньшим количеством азота и фосфора (МС) 

наблюдалось образование меньшего количества клеток и увеличивалась 

продукция экзополисахарида на единицу биомассы. 

Исследования роста культуры и продукции ЭПС бактерией                                      

X.xylophilus  Z-0055  показали, что при недостатке питательного вещества на 

среде МС клетки питаются за счет собственного полисахарида, что обу-

славливает повторение экспоненциальной  фазы роста культуры (явление 

диауксии). Исходя из полученных данных, можно предположить, что ЭПС 

X.xylophilus  Z-0055  играет роль запасного питательнорго вещества у своего 

продуцента. 

При выращивании культуры A.abiegnus Z-0056 при температуре             

25 ºС на среде МС выделение ЭПС происходило с 45 до 100 часов роста 

культуры, а на среде МСО – с 40 до 60 ч. Количество экзополисахарида на 

100 часов роста составило на среде МС 0,2 ± 0,01 г/л и 0,3  ± 0,01 г/л на сре-

де МСО. На среде МС продукция составила 0,1 г ЭПС с 1 г клеток, на среде 

МСО –  0,2 г ЭПС с 1 г клеток.  

При температуре 31 °С выделение культурой ЭПС A.abiegnus Z-0056  

обеих средах продолжалось с 25 ч до 45 ч. Наибольшее  количество экзопо-

лисахарида было 0,030 ± 0,001 г/л культуральной жидкости на обеих средах. 

На обеих средах продукция составила 0,1 г ЭПС с 1 г клеток. 

Следующим этапом исследований было выяснение влияния аэрации на 

рост X.xylophilus Z-0055, A.abiegnus Z-0056 и продукцию клетками ЭПС. 

Максимальная продукция ЭПС была получена при выращивании клеток 

культур с аэрацией при встряхивании со скоростью 200 об/мин на среде 

МСО.  



84 

 

Дальнейшие исследования были связаны с изучением влияния различ-

ных концентраций нитрата аммония (0,125; 0,25; 0,5 г/л) и дигидрофосфата 

калия (0,035; 0,07; 0,14 г/л) на рост и продукцию ЭПС культурами.  

Рост культуры X.xylophilus Z-0055 на среде МС при добавлении раз-

личных концентраций нитрата аммония незначительно отличался друг от 

друга, причем максимальным (2,5·10
9
 клеток/мл) он был при концентрации 

в среде МС 0,5 г/л. Наибольшую продукцию ЭПС (144 мг/л) наблюдали при 

концентрации нитрата аммония в среде 0,25 г/л. При добавлении в среду 

МС различных концентраций дигидрофосфата калия наилучший рост куль-

туры X.xylophilus Z-0055, а также продукцию ЭПС наблюдали при концен-

трации 0,14 г/л. 

Рост культуры A.abiegnus Z-0056 на среде МС при добавлении различ-

ных концентраций нитрата аммония также незначительно, как и в случае  

X.xylophilus Z-0055, отличался друг от друга, причем максимальным (5,0·10
9
 

клеток/мл) он был при концентрации в среде 0,25 г/л. Однако наибольшую 

продукцию ЭПС (140 мг/л) наблюдали при этой же концентрации нитрата 

аммония в среде. При добавлении в среду МС различных концентраций ди-

гидрофосфата калия культура одинаково хорошо росла при 0,035; 0,07; 0,14 

г/л. Однако продукция ЭПС была максимальной (160 мг/л) при концентра-

ции дигидрофосфата в среде 0,14 г/л. 

При культивировании X.xylophilus Z-0055 на средах с различными ис-

точниками углерода было обнаружено, что наилучший рост был на средах с 

ксиланом в концентрации 1,0 г/л и сукцинатом в концентрации 3,0 г/л. Про-

дукция ЭПС была наибольшей на средах сукцинатом 3,0 г/л и 1,0 г/л 

(124±1,0 мг/л и 105±5,0 мг/л соответственно). При культивировании                        

A.abiegnus Z-0056 на средах с различными источниками углерода наблюда-

ли, что наилучший рост был на средах с ксилозой (3,0 г/л) и сукцинатом (1,0 

и 3,0 г/л). Продукция ЭПС была наибольшей на средах с сукцинатом в кон-

центрации 1,0 г/л (118,00±5,9 мг/л). 
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Далее было проведено определение физико-химических свойств экзо-

полисахаридов, используя методы ионнообменной, гель-хроматографии, 

высокоэффективной жидкостной и газовой хроматографии. 

Было показано, что экзополисахарид X.xylophilus  Z-0055 состоит из 

двух фракций: кислой и нейтральной примерно в равном соотношении. Мо-

лекулярная масса нейтральной фракции ЭПС составила 10-20 кДа, кислой – 

30-40 кДа. Нейтральная фракция состоит из глюкозы, галактозы и маннозы 

в соотношении 1:2:2. Кислая фракция  представлена ксилозой, галактозой и 

глюкуроновой ксилотой в соотношении 2:1:1. Динамичесая вязкость 1% 

раствора ЭПС X.xylophillus Z-0055 при +25 
о
С составляет 58 мПа·с.  

ЭПС  A.abiegnus Z-0056 состоит из одной кислой  фракции. Молеку-

лярная масса ЭПС составила 10-15 к Да. ЭПС состоит из глюкозы, маннозы, 

галактуроновой кислоты в соотношении 3:1:4. Отмечалось наличие следо-

вых количеств галактозы, арабинозы и фукозы. Анализ динамической вяз-

кости 1% раствора ЭПС A.abiegnus Z-0056 показал, что при +25 
о
С она со-

ставляет 52 мПа·с.  

Дальнейшим этапом наших исследований явилось изучение биологиче-

ских свойств ЭПС X.xylophilus Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056.  

Для рассмотрения вопроса о биологической роли экзополисахаридов, а 

также с целью оценки возможности их практического применения были 

проведены эксперименты на биотест-объектах. 

Было показано, что добавление обоих ЭПС усиливало рост бактерий 

сходных местообитаний (S.mucilaginosa Z-0071,  A.abiegnus Z-005), а также 

P.aeruginosa 27533. На рост некоторых других микроорганизмов  (E.coli 01, 

S.aureus 209-Р, B.cereus 8035, C.albicans 230) экзополисахариды в концен-

трации  1 г/л влияния не оказывали.  

Определение действия экзополисахаридов на инфузории показало, что 

оба препарата приводят к гибели инфузории Colpoda.  

Таким образом, биологическая роль экзополисахаридов исследуемых 

бактерий-диссипотрофов может состоять в том, что они защищают клетки 
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бактерий от простейших, а также служат запасным питательным веществом 

для своего продуцента и других бактерий в сообществе. 

Далее были проведены исследования по влиянию экзополисахаридов 

бактерий-диссипотрофов на организм лабораторных мышей. Выявлено, что 

ЭПС бактерий-диссипотрофов оказывают в разной степени  влияние на все 

метаболические процессы у мышей. 

При однократном per os введении ксилофилана и анцилана мышам в 

дозировке 3,0 г/кг визуально были выявлены патологические изменения со 

стороны печени (увеличенная и неравномерно окрашенная), а у мышей, по-

лучавших ксилофилан в максимальной дозировке (3,0 г/кг) – увеличение 

объема желчного пузыря по сравнению с контрольными животными. На ги-

стологических срезах органов мышей, получавших ксилофилан, были обна-

ружены нарушения в сердце, почках и печени. У животных, получавших 

анцилан, на гистологических срезах наблюдали нарушения в печени, сердце 

и семенниках. 

По результатам анализа крови, у мышей при введении им анцилана 

происходило повышение содержания общего белка. Возможно, это было 

вызвано обезвоживанием организма. У мышей, получавших ксилофилан со-

держание общего белка, активность щелочной фосфатазы и уровень холе-

стерина соответствовал показателям контрольной группы. Содержание би-

лирубина возрастало при введении анцилана и ксилофилана в дозировке 3,0 

г/кг. Это явление может быть связано с лизисом эритроцитов. У животных, 

получавших ксилофилан в дозировке 3,0 г/кг, наблюдали повышение креа-

тинина на 24%. При введении анцилана уровень креатинина снижался на 

40%. Активность щелочной фосфотазы снижалась у групп мышей, полу-

чавших анцилан в дозировках 0,06 г/кг и 3,0 г/кг на 29% и  31% соответ-

ственно. Уровень холестерина при введении анцилана мышам в дозировках 

0,06 г/кг и 3,0 г/кг возрастал на 50% и 53% соответственно. У всех живот-

ных, получавших ксилофилан и анцилан,  наблюдали повышение содержа-

ния натрия в крови. При введении ксилофилана и анцилана наблюдали 

уменьшение количества тромбоцитов. У мышей, получавших ксилофилан, 
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наблюдали понижение уровня моноцитов в крови. У всех животных опыт-

ных групп наблюдали повышение белка в моче, что возможно связано с 

нарушением водного обмена и функции почек. У мышей, получавших ан-

цилан, наблюдали появление глюкозы в моче. У всех животных опытных 

групп наблюдали повышение билирубина и уробилиногена в моче. Воз-

можно, это связано с обезвоживанием организма под действием ЭПС и раз-

рушением эритроцитов. 

В результате исследования влияния ЭПС на микрофлору толстого ки-

шечника мышей было обнаружено, что ЭПС X.xylophilus Z-0055 и  

A.abiegnus Z-0056 увеличивают количество молочнокислых бактерий. Что 

согласуется с результатами других исследователей, изучавших влияние бак-

териальных ЭПС на микрофлору толстого кишечника животных [27, 66, 77, 

87]. 

Таким образом, впервые обнаружены ЭПС у бактерий-диссипотрофов 

X.xylophilus Z-0055, A.abiegnus Z-0056 и подобраны условия их получения. 

Изучены физико-химические и биологические свойства данных ЭПС.  
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Выводы 

1. Впервые обнаружена способность Х.xylophilus Z-0055 и A.abiegnus                      

Z-0056 к продукции ЭПС; подобраны оптимальные условия  культивирования 

(среда МС, 31 °С, рН=5,5; 100 ч – Х.xylophilus Z-0055 и среда МСО,  25 °С, 

рН=5,5; 100 ч – A.abiegnus Z-0056) для обеспечения максимального продуци-

рования ими экзополисахаридов в лабораторных условиях. 

2. Впервые выделены, очищены и охарактеризованы экзополисахариды 

Х.xylophilus   Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056. Установлено, что ЭПС X.xylophilus  

Z-0055 представлен нейтральной и кислой фракциями в равном соотношении 

с молекулярными массами 10-20 кДа и 30-40 кДа соответственно и с разным 

моносахаридным составом: нейтральная фракция состоит из глюкозы, галак-

тозы и маннозы в соотношении - 1:2:2; кислая фракция – из ксилозы, галакто-

зы и глюкуроновой ксилоты в соотношении 2:1:1; 1% раствор ЭПС при +25 
о
С 

обладает динамической вязкостью 58 мПа·с. ЭПС A.abiegnus Z-0056 представ-

лен кислой фракцией, обладает молекулярной массой 10-20 кДа и состоит из 

глюкозы, маннозы, галактуроновой кислоты в соотношении 1:2:2; 1% раствор 

ЭПС при +25 
о
С обладает динамической вязкостью 52 мПа·с. 

3. Показано, что ЭПС X.xylophilus  Z-0055 и A.abiegnus Z-0056  оказывают 

положительное влияние на рост бактерий их естественного местообитания в   

концентрации 1,0 г/л и на P.aeruginosa 27533 в концентрациях 0,25 г/л; 0,5 г/л;              

1,0 г/л. 

4. Обнаружено, что ЭПС X.xylophilus  Z-0055 и  A.abiegnus Z-0056 в концен-

трации  1,0 г/л оказывают токсичное действие на инфузории C.stenii.  

5. Показано, что в дозах 0,06 г/кг и 3,0 г/кг ЭПС X.xylophilus  Z-0055 и 

A.abiegnus Z-0056 оказывают различное влияние на основные показатели 

белкового, углеводного, липидного, азотистого, водно-солевого обмена в 

организме мышей.  

6. Установлено, что введение per os ЭПС X.xylophilus  Z-0055 и  A.abiegnus                 

Z-0056 способствует увеличению количества молочнокислых бактерий в тол-

стом кишечнике экспериментальных животных (мышей) в дозе  0,06 г/кг в 4 и 

5 раз, а в дозе 3,0 г/кг – в 40 и 80 раз соответственно. 
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Список сокращений и условных обозначений 

 

ВПС  – внеклеточные полисахариды 

ВЭЖХ –  высокоэффективная жидкостная хроматография 

ГЖХ  – газожидкстная хроматография 

ПС  – полисахариды 

РГЗТ –  реакция гиперчувствительности замедленного типа 

РТПХ –  реакция «трансплантат против хозяина» 

ТСХ –  тонкослойная хроматография 

ЭПС – экзополисахариды 

NK  – нормальные киллеры 
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