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Вплив умов культивування мікроорганізмів — 
продуцентів екзополісахаридів на їхній синтез та 
фізико-хімічні властивості 
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В огляді наведено літературні та власні експериментальні дані щодо впливу умов культивування 
продуцентів на синтез екзополісахаридів (ЕПС) і їхні фізико-хімічні властивості. Утворення 
мікробних ЕПС (кількість синтезованих полісахаридів, швидкість їхнього синтезу та вихід 
залежно від субстрату) обумовлено складом живильного середовища (природа джерела вуглецю, 
азоту•, фосфору, їхня концентрація, співвідношення вуглець/азот, іони металів), способом подачі 
субстрату, фізико-хімічних факторів (температура, рН, рівень аерації), тривалістю процесу 
періодичного культивування, швидкістю, розбавлення середовища при безперервному культиву­
ванні. В різних умовах вирощування продуцента може змінюватися хімічний склад ЕПС, їхня 
молекулярна маса, а також співвідношення декількох полісахаридів, що впливає на реологічні 
властивості розчинів ЕПС, які визначають практичну значущість цих полімерів. Обговорюється 
питання про необхідність використання даних стосовно впливу умов культивування на синтез та 
фізико-хімічні властивості ЕПС у біотехнології мікробних полісахаридів при розробці технологій 
одержання ЕПС із стабільними заданими властивостями. 

Вступ. Протягом останніх 20—ЗО років мікробні 
екзополісахариди (ЕПС) — високомолекулярні ек­
зогенні продукти метаболізму мікроорганізмів — є 
об'єктом інтенсивних теоретичних і прикладних 
досліджень. Здатність розчинів мікробних ЕПС до 
гелеутворення, емульгування, суспендування, змі-
нення реологічних характеристик водних систем 
обумовила широке використання цих біополімерів 
в нафто- і гірничовидобувній, текстильній, хар­
човій, фармацевтичній та хімічній промисловості, 
сільському господарстві і медицині. Мікробні ЕПС 
мають ряд переваг порівняно з полісахаридами 
рослинного походження. Так, ці біополімери можна 
отримувати в потрібних об'ємах незалежно від 
пори року і кліматичних умов. Економічна доціль­
ність використання мікробних ЕПС визначається 
їхньою позаклітинною природою і високою продук­
тивністю синтезу на дешевих субстратах. На від­
міну від хімічних полімерів (поліакриламіду) мік­
робні ЕПС стійкі до температурної, окисної, ме­
ханічної деструкції, але піддаються біологічній де­
градації і є нетоксичними, що робить екологічно 
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безпечним їхнє застосування, наприклад, в нафто-
видобуванні. 

Попит на мікробні ЕПС на світовому ринку є 
високим, про що свідчить як збільшення з року в 
рік обсягів виробництва першого мікробного ЕПС 
ксантану (продуцент Xanthomonas campestris), так 
і поява нових мікробних ЕПС, наприклад, біозану 
(продуцент Alcaligenes sp.), склероглюкану (проду­
центи Sclerotium rolfsii, Sclerotium sp.), гелану 
(продуцент Pseudomonas elodea) і емульсану (про­
дуцент Acinetobacter calcoaceticus). 

Згідно з класифікацією, наведеною в роботі 
[1 ], мікробні ЕПС відносять до п'яти груп. Перша 
група включає декстрани і споріднені полісахариди 
(левани, мутани). Вони складаються з моносаха­
ридів одного типу, тобто є гомополісахаридами. 
Синтез цих ЕПС здійснюється на середовищах, які 
містять сахарозу як специфічний субстрат. При 
відсутності такого специфічного субстрату (крім 
сахарози, це можуть бути інші споріднені вуглево­
ди) утворення ЕПС не відзначається. Продуцента­
ми ЕПС першої групи є представники родів Strep­
tococcus і Leuconostoc. 

Для утворення ЕПС другої групи також не-
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обхідна наявність специфічного вуглецевого суб­
страту, однак синтезовані ЕПС є гетерополісаха-
ридами. На сьогоднішній день виявлено утворення 
такого ЕПС жовтозабарвленою псевдомонадою. 

До третьої групи відносять гомополісахариди, 
які синтезуються на різних вуглецевих субстратах. 
Деякі з цих гомополісахаридів складаються винят­
ково з вуглеводів, зокрема, бактеріальна целюлоза, 
пулулан (продуцент Aureobasidium pullulans), кур-
длан (продуценти Alcaligenes faecalis і Agrobac-
terium radiobacter), склероглюкан (продуценти 
Sclerotium rolfsii, Sclerotium glucanicum, Sclerotium 
sp.), інші містять ацетильні групи (наприклад, 
ЕПС, синтезовані певними видами Agrobacterium). 

Четверта група мікробних ЕПС є найчисленні-
шою. її представниками є гетерополісахариди, які 
складаються із структур з повторюваними блоками. 
До цієї групи відносять найдослідженіший мік­
робний ЕПС — ксантан, а також промислово цінні 
ЕПС — гелан і емульсан. 

До п'ятої групи мікробних ЕПС відноситься 
бактеріальний альгінат. Цей гетерополісахарид 
складається з мономерів двох типів: D-мануронової 
і L-гулуронової кислот. На відміну від ЕПС четвер­
тої групи в альгінаті немає повторюваних одиниць. 
Продуцентами альгінату є Pseudomonas aeruginosa 
і Azotobacter vinelandii. Бактеріальний альгінат від­
різняється від альгінату з морських водоростей 
наявністю О-ацетильних груп, приєднаних до D-
мануронової кислоти. Мікробні альгінати викори­
стовують в харчовій промисловості як замінники 
альгінатів з водорості. 

Здатність до синтезу ЕПС виявлено у багатьох 
мікроорганізмів, однак рівень синтезу цих поліме­
рів коливається в широких межах як для різних 
продуцентів ЕПС, так і для одного продуцента в 
різних умовах його культивування. 

Дослідження динаміки росту мікробних клітин 
і утворення ЕПС у періодичному процесі показу­
ють, що максимальна питома швидкість їхнього 
синтезу здебільшого не збігається в часі з макси­
мальною швидкістю росту продуцентів і досягаєть­
ся в стаціонарній фазі [2—8 ], що характерно для 
біосинтезу вторинних метаболітів. 

Рівень біосинтезу вторинних метаболітів, у 
тому числі ЕПС, в значній мірі залежить від 
зовнішніх факторів. Тому при розробці технології 
одержання мікробних ЕПС важливим і необхідним 
етапом є підбір оптимальних комбінацій різних 
параметрів культивування продуцентів. 

Вплив умов культивування на синтез екзо­
полісахаридів. Природа джерела вуглецевого жив­
лення. В огляді [9 ] здійснено аналіз зв'язку сте­
хіометричних і кінетичних показників росту мік­
роорганізмів та утворення ЕПС, а також наведено 
розрахунки витрат АТР на синтез біомаси і по­
лісахаридів. Автор відзначає, що пошук найпродук­

тивніших біосинтетиків ЕПС слід проводити серед 
мікроорганізмів з низькою ефективністю росту, а 
оптимізація технології одержання мікробних ЕПС 
повинна бути пов'язана з правильним вибором 
субстрату (або суміші субстратів) та умов культи­
вування. 

Більшість мікробних синтетиків ЕПС викори­
стовують вуглеводи як джерело вуглецю та енергії. 
При промисловому виробництві ЕПС як субстрати 
звичайно використовують продукти, отримані з 
цукрових буряків: мелясу, цукровий сироп, сахаро­
зу, або з кукурудзи: крохмаль, гідролізований кро­
хмаль, глюкозний сироп, глюкозу [10, 11] . 

Утворення ксантану культурою X. campestris 
спостерігається не лише на цих субстратах, але й 
при вирощуванні продуцента на середовищі з маль­
тозою, фруктозою, лактозою 112]. Збільшення ви­
ходу ксантану було досягнуте при додаванні до 
середовища, яке вміщує глюкозу або сахарозу, 
пірувату (0,3 % ) , сукцинату (0,6 %) або б;г-кето-
глутарату (0,4 %) [13]. Вищі концентрації ор­
ганічних кислот пригнічували синтез ксантану. 

Agrobacterium radiobacter NCIB 11883 синтезує 
ЕПС на середовищі, яке містить як джерело вугле­
цю глюкозу, сукцинат, глюконат, ксилозу, сорбіт, 
гліцерин, етанол [14] , однак найвищий вихід ЕПС 
спостерігається при вирощуванні бактерій на глю­
козі. 

Бактерії Azotobacter vinelandii характеризують­
ся високим рівнем біомаси при вирощуванні на 
середовищі з фруктозою, однак вихід альгінату при 
цьому є невисоким [15]. При використанні глюко­
зи, маніту та мальтози кількість синтезованого 
альгінату зростає. Найвищі за рівнем біомаси та 
ЕПС показники було одержано при вирощуванні 
A vinelandii на середовищі з сахарозою. Автори 
[16] також відзначають, що вихід альгінату зале­
жить від природи джерела вуглецевого живлення. 
Так, у середовищі з нестачею фосфату синтез 
альгінату спостерігається при використанні як дже­
рела вуглецю сахарози, але не сорбіту. Авторами 
встановлено, що при вирощуванні продуцента на 
середовищі з сорбітом відсутні деякі ферменти 
синтезу альгінату. У роботі [17] показано, що 
максимальна продукція альгінату відзначається на 
середовищі з глюкозою. Вихід альгінату знижуєть­
ся при додаванні до середовища ацетату натрію. 

Для синтезу альгінату псевдомонадами най­
сприятливішим субстратом є фруктоза [18] . Так, з 
досліджених 115 штамів 24 утворювали 10—17 г/л 
альгінату при вирощуванні на середовищі з фрук­
тозою і лише сім штамів синтезували близько 
10 г/л ЕПС при використанні як ростового суб­
страту глюкози. 

У літературі наведено відомості про синтез 
ЕПС галофільними бактеріями Нalobacterium medi-
terranei, Н. volcanii і Halomonas eurihalina [19, 20] . 
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Глюкоза в концентрації 0,1—0,5 % стимулювала 
ріст Я. volcanii і утворення ЕПС. З інших до­
сліджених цукрів подібний ефект спостерігався при 
використанні сахарози та галактози [19] . Я. еигі-
halina синтезує ЕПС не тільки на середовищі з 
глюкозою, але й з вуглеводнями, причому макси­
мальний рівень ЕПС спостерігався при вирощу­
ванні бактерій на глюкозі і гексадекані [20]. 

Декстран виявився сприятливішим, ніж саха­
роза, субстратом для синтезу ЕПС бактеріями, 
ізольованими з цукрових буряків [21 ]. 

Синтез ЕПС бактеріями Enterobacter sakazakii 
залежить від природи джерела вуглецю в середо­
вищі [22 ], Найбільший вихід ЕПС досягається при 
використанні як ростового субстрату гліцерину або 
амінокислот. Aureobasidium pullulans синтезує ЕПС 
на середовищі з вуглеводами, у тому числі й з 
глюкозаміном [23 ]. 

У 1970—1977 pp. з'явилися роботи, присвячені 
утворенню ЕПС на етиленгліколі та етанолі [24— 
28 ]. Так, штам Arthrobacter simplix war. viscosus 
при високій аерації за 72 год культивування транс­
формував 1,5 г етиленгліколю в 0,2 г полісахариду 
[24 ]. Автори [25 ] виділили з різних грунтів азот­
фіксуючі псевдомонади, які утилізують етанол, 
етиленгліколь, н-пропанол та утворюють високо-
в'язкі полісахариди. Alcaligenes faecalis на міне­
ральних середовищах з етиленгліколем синтезував 
6,2 г/л ЕПС, що складало - 28 % від заданого 
субстрату, а на н-парафінах вихід ЕПС становив 
34—38 % [26—28 ]. Кількість ЕПС, синтезованих 
Mycobacterium lacticolum і М. суапеит на н-алка-
нах варіює у різних штамів та складає від 0,1 до 
4,5 г/л [29, ЗО]. 

У кінці 70-х—на початку 80-х років з'явилися 
перші повідомлення про емульсан — мікробний по­
лісахарид, синтезований бактеріями Acinetobacter 
calcoaceticus RAG-1 на основі етанолу [31—34]. А. 
calcoaceticus RAG-1 синтезує емульсан на середо­
вищі, яке вміщує як джерело вуглецю етанол, 
вуглеводні, жирні кислоти чи ацетат [33, 3 5 ] , 
причому найвищий вихід ЕПС (4—5 г/л) відзна­
чається на середовищі з етанолом. Етанол може 
бути частково замінений оцтовою кислотою. Про­
дуцентом емульсану є також штам A. calcoaceticus 
BD4, який росте на етанолі [36, 37 ]. Трохи пізніше 
були виділені два штами A. calcoaceticus — А2 і 
НЕ5, які на середовищі з етанолом утворюють 
ЕПС, названий біодисперсаном [38, 39 ] . 

Здатність синтезувати в значних кількостях 
ЕПС виявлено у метилотрофних мікроорганізмів, 
причому як у облігатних метилотрофів, зокрема, 
представників родів Methylomonas [40—42 ], Methy-
lococcus [43, 4 4 ] , Мethylocystis [45] , Methylophilus 
[46], Methylobacillus [47, 4 8 ] , Hyphomicrobium [5 ] , 
так і у факультативних — Pseudomonas [49, 5 0 ] , 
Blastobacter [51] , Methylobacterium [52] . 

У деяких випадках саме метанол є найсприят­
ливішим субстратом для синтезу ЕПС. Відомо 
культури, які утилізують різні джерела вуглецю, 
але здатні синтезувати ЕПС лише при вирощуванні 
на метанолі [53, 54 ]. 

Найактивнішими продуцентами ЕПС серед об­
лігатних метаноласимілюючих бактерій є Methylo­
monas mucosa [42, 55, 56 ], Methylophilus methylo-
trophus [46] , серед факультативних — Pseudomo­
nas polysaccharogenes [50] і P. viscogena [49, 57 ] . 
Ці культури адаптовані до високих концентрацій 
метанолу, характеризуються високою швидкістю 
росту, вихід ЕПС від субстрату складає 40—44 %. 

Наші дослідження показали, що для синтезу 
етаполану — комплексного полісахаридного препа­
рату (продуцент Acinetobacter sp. 12S ) — м о ж е 
бути використаний широкий набір субстратів (ета­
нол, ацетат, пропанол, піруват, С 4-дикарбонові ки­
слоти, вуглеводи — моно- і дисахариди, крохмаль, 
меляса та ін.) [8, 5 8 ] . 

Ця властивість вигідно вирізняє продуцент ета­
полану від відомих мікробних синтетиків, які зде­
більшого синтезують ЕПС тільки при вирощуванні 
на вуглеводах. Здатність Acinetobacter sp. 12S до 
утворення ЕПС на С 2—С 6-сполуках дозволяє роз­
робити універсальну гнучку технологію одержання 
полісахаридів на основі широкого набору вуглеце­
вих субстратів або комплекс різних технологій, 
кожна з яких може бути реалізована в залежності 
від економічної доцільності, наявності та доступ­
ності того чи іншого субстрату, необхідності одер­
жання ЕПС з певними фізико-хімічними властиво­
стями. 

Показано можливість інтенсифікації синтезу 
етаполану при вирощуванні продуцента на суміші 
двох енергетично нерівноцінних субстратів (ета­
нол + глюкоза) [59 ]. На грунті теоретичних розра­
хунків енергетичних потреб синтезу біомаси та 
ЕПС на енергетично дефіцитному субстраті (глю­
коза) визначено «доповнюючу» концентрацію енер­
гетично надлишкового субстрату (етанол), яка до­
зволяє поповнити втрати вуглецю глюкози при 
окисленні її до С 0 2 з метою одержання енергії для 
процесів конструктивного метаболізму і підвищити 
ефективність конверсії вуглецю субстратів в Е П С 
Введення етанолу до середовища з глюкозою в 
молярному співвідношенні 3,1:1 дозволило збіль­
шити кількість синтезованих ЕПС в 1,8—1,9 разу 
(до 7,5—8,0 г /л) , їхній вихід стосовно біомаси — в 
1,4—1,7 разу (до 3,8 г ЕПС/г біомаси), вихід ЕПС 
в залежності від субстрату — в 1,5—2 рази (до 
62—65 %) порівняно з вирощуванням продуцента 
на моносубстратах. 

Природа джерела азотного живлення. Як дже­
рела азоту при одержанні мікробних полісахаридів 
зазвичай використовують кукурудзяні екстракти, 
соєве та бавовникове борошно, гідролізати дріж-
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джів, а також мінеральні джерела — амонійні солі, 
нітрати, аміак [10] . 

При культивуванні продуцента альгінату А. 
vinelandii як джерело азотного живлення викори­
стовують газоподібний азот [60] . Ризобії синтезу­
ють ЕПС на середовищі, яке вміщує дріжджовий 
екстракт у концентрації до 3 г/л [61, 62 ] . На­
явність дріжджового екстракту (0,5 %) в опти-
мізованому середовищі для культивування Gluco-
nobacter oxydans Л-1 дозволила забезпечити вихід 
левану на рівні 95 % від теоретично можливого 
[63 ]. Вивчаючи вплив різних факторів на утворен­
ня альгінату бактеріями A. vinelandii встановили, 
що вихід ЕПС залежить від концентрації і типу 
органічного джерела азотного живлення, зокрема, 
від типу пептону [64 ]. Оптимізоване середовище, 
на якому спостерігається максимальний вихід глю-
кану (продуцент Aureobasidium pullulans), вміщує 
сечовину і пептон як джерела азоту [65] . 

Введення до середовища культивування X. 
campestris 8162 меляси дозволило не вносити до­
датково органічного джерела азоту [11, 66 ] . Для 
утворення емульсану середовище повинно містити 
азотвмісні компоненти (сульфат та хлорид амонію, 
нітрати або сечовину) в кількості, що переважає 
питому потребу культури, оскільки синтезований 
полімер складається в основному з похідних амі-
ноцукрів [33] . При культивуванні метилотрофів — 
продуцентів ЕПС використовують мінеральні дже­
рела азоту — амонійні солі [50, 54 ]. Для факуль­
тативних метилотрофів бажана наявність у середо­
вищі дріжджового екстракту. Так, вихід ЕПС на 
середовищах з дріжджовим екстрактом складає 
25—44, без нього — 10—20 % від субстрату. У 
присутності дріжджового екстракту кількість синте­
зованих метилотрофами ЕПС становить 3—5 г/л, 
без джерела факторів росту — лише 1—2,5 г/л. 
Для утворення ЕПС дріжджами Rhodotorula ache-
niorum найсприятливішим джерелом азоту є суль­
фат амонію [67]. Синтез етаполану відбувається в 
присутності як органічного, так і неорганічного 
азоту, однак більш корисними є мінеральні джере­
ла (амонійні, нітратні, амонійно-нітратні) [8] . 

Співвідношення джерел вуглецевого і азотного 
живлення при мікробному синтезі ЕПС. Для опти­
мального синтезу ЕПС суттєве значення має спів­
відношення вуглецю і азоту (C/N) у середовищі 
культивування продуцента [7, 8, 14, 22, 46, 66, 68, 
69] . Так, на прикладі Methylophilus methylotrophus 
показано, що швидкість синтезу ЕПС і вихід його 
залежно від спожитого метанолу обумовлені зна­
ченням C:N [46]. Оптимальним для утворення 
ЕПС цими бактеріями є співвідношення C:N = 12, 
Максимальний вихід ЕПС Enterobacter sakazakii 
відбувається при C:N = 20 [22 ]. Найсприятливішим 
для синтезу ксантану є співвідношення C:N = 14— 
20 [66] . При культивуванні A. calcoaceticus RAG-1 

на середовищі з соєвою олією максимальний вихід 
емульсану спостерігається при співвідношенні вуг-
лець:азот, що дорівнює 7—8 [35 ]. 

Лінтон зі співавт. [70] досліджували здатність 
бактерій Methylophilus sp. NCI В 12047, Pseudo-
monas extorguens NCI В 9399 та дріжджів Pichia 
pastoris синтезувати ЕПС на середовищі з метано­
лом. Встановлено, що лише Methylophilus sp. син­
тезував ЕПС в умовах лімітування азотом при 
хемостатному культивуванні. Оптимальним для 
синтезу ЕПС було співвідношення метанолхульфат 
амонію, що дорівнювало 10:1. Два інших дослід­
жуваних мікроорганізми реагували на ліміт азоту 
збільшенням окислення метанолу до С 0 2 [70]. 

Досліди з хемостатною культурою Pseudomo-
nas mendocina продемонстрували, що найефектив­
нішою умовою утворення альгінату є лімітування 
азотом, причому із його зростанням синтез аль­
гінату підвищується [71] . При N-лімітуванні бак­
терій Pseudomonas aeruginosa в безперервній куль­
турі також збільшується вихід альгінату [72] . Му­
тант метилотрофної бактерії Methylobacterium 
rhodesianum при лімітуванні азотом утворює мен­
шу кількість внутрішньоклітинного поліоксибути-
рату, а синтез ЕПС при цьому збільшується в 10 
разів [52]. При низьких швидкостях розбавлення 
середовища Ш < 0 , 1 год"1) в умовах лімітування 
азотом зростає вихід курдлану [73] . Однак при 
підвищенні значень D синтезувався інший ЕПС. 

Виявилося несподіваним, що при лімітуванні 
вуглецем бактерії A. vinelandii синтезували ЕПС з 
такою ж високою швидкістю, як і в умовах лімі­
тування іншими субстратами [4] . Аналогічні ре­
зультати одержано при культивуванні X. campestris 
в умовах лімітування росту вуглеводами. В той же 
час при ліміті глюкози не спостерігали синтезу 
ЕПС бактеріями Pseudomonas sp., а при ліміту­
ванні амонієм 43 % використаної глюкози перетво­
рювалися в полісахарид, концентрація якого дося­
гала 7,5 г/л. 

Слід зазначити, що культивування продуцен­
тів ЕПС у хемостаті при лімітуванні вуглецем 
найчастіше призводить до появи немукоїдних ва­
ріантів і виродження культури як продуцента ЕПС 
[1] . Однак в літературі є відомості про те, що в 
безперервній культурі (£> = 0,05 год"1) на N H 4 ^ i M i -

тованому середовищі також можливе виникнення 
немукоїдних варіантів [74] . Так, при культиву­
ванні P. aeruginosa в таких умовах упродовж 12 
днів кількість синтезованого альгінату і процент­
ний вміст мукоїдних клітин знижувалися практич­
но до нуля. При цьому спостерігалося падіння 
активності ферментів, які беруть участь у синтезі 
альгінату. 

Потрібно також зауважити, що дуже низький 
вміст азоту в середовищі культивування проду­
центів ЕПС спричинює зменшення рівня біомаси, 
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змінення фізіологічного стану клітин та зниження 
виходу ЕПС від субстрату, хоча вихід ЕПС стосов­
но біомаси може збільшуватися [1 ]. 

Наші дослідження показали, що при вирощу­
ванні Acinetobacter sp. 12S на суміші етанолу і 
глюкози «глибина» лімітування джерелом азотного 
живлення є одним з факторів, що регулюють спря­
мованість біосинтетичних процесів у бік утворення 
ЕПС. Так, вивчення впливу концентрації джерела 
азоту (нітрату амонію) в середовищі культивуван­
ня бактерій на синтез ЕПС засвідчило, що неза­
лежно від вмісту етанолу та глюкози в середовищі 
при зниженні концентрації азоту спостерігалося 
суттєве підвищення виходу ЕПС відносно біомаси 
та субстрату [75]. 

Спосіб подачі субстрату. Для мікроорганізмів, 
які утилізують джерела вуглецю, що здатні при­
гнічувати ріст клітин, велике значення має спосіб 
подачі субстрату. При культивуванні метанолокис-
люючих бактерій звичайно застосовують дрібний 
або безперервний спосіб подачі субстрату. Введен­
ням додаткової кількості метанолу наприкінці екс-
поненційної фази росту Methylomonas mucosa [76 ] 
вдалося збільшити концентрацію ЕПС в культу-
ральному середовищі, покращити його фізико-хі­
мічні властивості та скоротити тривалість фермен­
тації. 

Дослідження особливостей метаболізму етано­
лу у продуцента етаполану показало, що при 
концентрації субстрату в середовищі вище 1 % (за 
об'ємом) спостерігається накопичення в ньому аце­
тату, що призводить до пригнічення росту та син­
тезу ЕПС [77 ]. Встановлено, що проміжні продук­
ти окислення етанолу та ацетальдегіду (НАДН і 
НАДФН) є інгібіторами активності ацетил-КоА-
синтетази — ферменту, за допомогою якого ацетат 
залучається до метаболізму. Зниження початкової 
концентрації етанолу до 0,5 % з наступним дріб­
ним внесенням субстрату в процесі культивування 
бактерій дозволило інтенсифікувати ріст бактерій і 
утворення ЕПС. Для проведення біохімічних до­
сліджень продуценту етаполану використовували 
мутантний штам бактерій, який не синтезує ЕПС, 
оскільки клітини ЕПС-утворюючого штаму немож­
ливо було відділити від високов'язкого полісахари­
ду з великою молекулярною масою. Результати 
досліджень регуляції ацетил-КоА-синтетази у му­
тантного штаму було використано для вдоскона­
лення технології одержання етаполану на основі 
етанолу. 

Вплив способу подачі субстрату на вихід ЕПС 
описаний для вуглеводокислюючих бактерій Хап-
thomonas [12] , Alcaligenes [73] і гриба Aureobasi-
dium [78 ]. Збільшення виходу ксантану було досяг­
нуто при поступовому додаванні глюкози з постій­
ною швидкістю до концентрації її в середовищі 
7 %. Зростання швидкості утворення курдлану 
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спостерігалося при додатковому внесенні напри­
кінці експоненційної фази росту Alcaligenes faecalis 
глюкози до кінцевої концентрації 6 %. Вихід пулу-
лану вдалося підвищити в два рази (до 58 г/л) при 
дворазовому внесенні сахарози (по 2,5 %) у про-
цессі культивування продуцента при початковій 
концентрації субстрату 5 %. Максимальна швид­
кість синтезу глюкану у Schizophyllum commune та 
Sclerotium glucanicum досягається за умов періо­
дичного культивування шляхом періодичної подачі 
субстрату [79] . 

Джерела фосфору. Як джерела фосфору зви­
чайно використовують одно- та двоосновні фосфати 
калію і натрію При культивуванні метилотрофів з 
метою одержання ЕПС японські дослідники реко­
мендують середовище з високим вмістом фосфор­
них солей: К Н 2 Р 0 4 — 5,5 і N a 2 H P 0 4 — 10,0 г/л 
[80]. Використання фосфорних солей в таких кон­
центраціях дозволило іншим авторам провести ви­
ділення і відбір продуцентів ЕПС, а також забезпе­
чило високий рівень синтезу ЕПС як у моно-, так 
і змішаних культур мікроорганізмів [43, 81 ]. 

Використання гліцерофосфату натрію, який 
краще засвоюється бактеріями в порівнянні з неор­
ганічними фосфорними солями, призвело до збіль­
шення виходу ЕПС у Methylomonas mucosa [82]. 
Гліцерофосфат натрію як єдине джерело фосфору 
або в поєднанні з неорганічними солями поперед­
жує втрати інгредієнтів поживного середовища, які 
утворюють нерозчинні осади при стерилізації, а 
також менше залужнює середовище порівняно з 
неорганічними фосфатами. Використання гліцеро­
фосфату в середовищі культивування P. aerugi­
nosa — продуцента альгінату описано також у ро­
боті [83] . Автори відзначають, що лімітування 
фосфатом пригнічувало синтез альгінату. Однак 
при знятті лімітування додаванням однакової кіль­
кості (24 ммоль) К Н 2 Р 0 4 , гліцерофосфату або фос-
форилхоліну найпомітніша стимуляція біосинтезу 
альгінату (до 6 г/л) спостерігалася для фосфорил-
холіну (в 3 рази вища, ніж при використанні інших 
сполук). 

У роботі [84] відзначено, що синтез альгінату 
підвищується в 4 рази при зниженні вмісту фос­
фатів в середовищі до 0,1—0,8 ммоль, тобто майже 
в 10 разів у порівнянні з кількістю цих солей, 
використаною іншими дослідниками. У деяких ви­
падках при кількості фосфатів вище 0,5 і нижче 
0,2 ммоль має місце зниження синтезу ЕПС мети-
лотрофними бактеріями [85] . Досить низькі кон­
центрації фосфору в середовищі бажані при куль­
тивуванні бактерій роду Klebsiella — продуцентів 
ЕПС [86] . У той же час вихід ЕПС Pseudomonas 
sp. GSP-910 збільшується при підвищенні вмісту 
фосфатів у середовищі до 80 ммоль [87 ]. При 
вивченні впливу різних факторів на утворення 
альгінату і поліоксибутирату штамом A. vinelandii 
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в періодичній культурі виявлено, що при високій 
концентрації фосфатів у середовищі (7,5 г/л) збі­
льшується вихід альгінату (до 6,5—7 г/л) , а вміст 
поліоксибутирату зменшується до 40 % і становить 
1 г/л [64]. 

Іони металів. Відомо, що іони металів не­
обхідні для росту мікроорганізмів і синтезу ними 
ЕПС [1 ], однак питання їхнього впливу на синтез 
ЕПС вивчено недостатньо. 

На процес синтезу ЕПС в деяких випадках 
суттєво впливають іони Fe3", Mn2", Zn 2 + , С а 2 \ Так, 
додавання марганцю (500 мкмоль) у середовище 
культивування Rhizobium meliloti призводить до 
збільшення кількості синтезованих ЕПС більш ніж 
в 4 рази (до 2,5 г/л) [88] . У разі присутності 
100 мкмоль хлориду марганцю або сульфату алю­
мінію кількість ЕПС, утворюваних Rhizobium tri-
folii при вирощуванні на рідкому манітно-дріж-
джовому середовищі, підвищується на 12 і 7 % 
відповідно [89 ]. Дію іонів марганцю на синтез ЕПС 
ризобіями відзначено також у роботі [90 ]. На 
думку авторів, іони марганцю та алюмінію вплива­
ють на активність ферментів, які беруть участь у 
синтезі ЕПС у ризобій [89 ]. 

Експериментальні дані, одержані Гвоздяком та 
співавт. [66 ], показали, що внесення мікроелемен­
тів (у певній концентрації і поєднанні) збільшує 
вихід і покращує тиксотропні властивості ксантану. 
Лі та співавт. [91 ] встановили, що додавання іонів 
заліза (III) до періодичної культури X. campestris 
супроводжувалося підвищенням рівня біомаси і 
зниженням синтезу ксантану. Вихід ксантану знач­
но зростав у присутності цинку і магнію [92]. 
Збільшення вмісту заліза від 0 до 50 мкмоль у 
середовищі культивування Azotobacter chroococcus 
В-8 корелювало із зниженням виходу ЕПС в 16 
разів [93] . У той же час деякі метилотрофні 
бактерії — продуценти ЕПС — характеризуються 
вищою активністю синтезу полісахаридів за наяв­
ності в середовищі 5—10 мг/л заліза [5, 6, 50, 51, 
76 ]. Для кращого засвоєння іонів заліза до середо­
вища додають хелатуючі агенти — лимонну і 2,3-
дигідробензойну кислоти, ЕДТА. Оптимальна кон­
центрація хелатуючих агентів складає 0,0001 — 
0,02 %. 

При дослідженні впливу кальцію (0,068— 
2,72 ммоль) на утворення альгінату бактеріями А. 
vinelandii і P. aeruginosa встановлено, що низькі 
концентрації пригнічують ріст, особливо при висо­
ких швидкостях розбавлення середовища [94] . Із 
збільшенням концентрації Са 2 + в культуральному 
середовищі синтез альгінату підвищується; при 
цьому спостерігається також покращання його рео­
логічних властивостей. Автори вважають, що утво­
рення більш гетерополімерних структур у цьому 
випадку обумовлене позаклітинною епімеризацією 
альгінату (зокрема, ізомеризацією полімануронової 

кислоти до гулуронової), на яку впливає кальцій 
[94, 95] . Підвищення синтезу альгінату бактеріями 
P. aeruginosa спостерігалося при збільшенні вмісту 
Mg 2 + в середовищі [7 ]. 

Дослідження синтезу альгінату A. vinelandii в 
умовах хемостатного культивування показали, що 
вихід ЕПС збільшується при лімітуванні Мо0 4

2 ~, К + 

[4] . В умовах ліміту Mg + спостерігали зниження 
виходу ксантану [96]. 

Стимулюючу дію іонів Fe 3 + на синтез пулулану 
відзначено в роботі [97 ]. Для синтезу емульсану А. 
calcoaceticus необхідна наявність у середовищі дво­
валентних катіонов Mn 2 + , Mg2", Са" в кількості 
1 — 100 ммоль [33]. 

Температура і рН. Температура і рН середо­
вища, оптимальні для росту продуцента, здебіль­
шого є оптимальними і для синтезу ЕПС. У ряді 
випадків зниження температури нижче оптималь­
ної супроводжується збільшенням концентрації 
ЕПС [3, 81, 9 8 ] , що можна розглядати як прояв 
захисних функцій ЕПС у відповідь на неопти­
мальні умови існування продуцента. Крім того, 
цілком можливо, що в деяких мікроорганізмів тем­
пературний оптимум ферментів, які беруть участь 
в утворенні (чи полімеризації) ЕПС, відрізняється 
від оптимуму ферментів, що використовують для 
синтезу біомаси. У Pseudomonas sp. GSP-910 опти­
мум температури для синтезу ЕПС складає 25 °С, 
для р о с т у — 1 8 °С [87] . Для мутантного термо­
фільного штаму Methylomonas methanolica опти­
мальною для синтезу ЕПС є температура 37 °С, 
для росту — 35 °С [99 ]. 

Автори роботи [100] виявили, що при безпе­
рервному культивуванні Pseudomonas sp. NCI В 
11264 концентрація біомаси залишається однако­
вою в діапазоні температури 20—37,5 °С, тоді як 
ефективність перетворення глюкози в полісахарид і 
в'язкість культурального середовища суттєво змі­
нюються. Максимум утворення ЕПС спостерігаєть­
ся при ЗО °С. 

Для мікроорганізмів — продуцентів ЕПС на 
метані має велике значення термотолерантність, 
оскільки ріст на метані супроводжується виділен­
ням більшої кількості тепла, ніж на метанолі [56 ]. 
Зниження температури культивування Methylococ-
cus thermophilus нижче оптимальної корелює із 
збільшенням виходу ЕПС [43] . Температура куль­
тивування продуцентів гелану та склероглюкану 
впливає на вихід ЕПС [68, 101 ]. Із падінням 
темдератури спостерігається утворення побічних 
продуктів: щавелевої, яблучної і фумарової кислот 
[101, 102]. Процес утворення ЕПС у гало- і термо-
толерантних бактерій роду Bacillus є термозалеж-
ним [103]. Молочнокислі бактерії Lactococcus lactis 
синтезують два ЕПС — нейтральний і кислий 
[104]. В умовах хемостатного культивування утво­
рення нейтрального ЕПС знижується з підвищен-
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ням температури (з 65 мкг/мл при 25 °С до 
18 мкг/мл при ЗО °С). Концентрація кислого ЕПС 
(10 мкг/мл) не змінюється в діапазоні температур 
2 0 - 3 0 °С. 

Синтез ЕПС у мікроорганізмів є більш чутли­
вим до змін рН, ніж синтез біомаси. Підтримання 
постійним значення рН (на рівні 7,0) упродовж 
процесу культивування Pseudomonas sp. EPS-5028 
сприяло підвищенню виходу ЕПС [105]. При куль­
тивуванні A. vinelandii рН середовища знижується 
до кінця процесу з 7,4 до 5,5 [84] . Вирощування 
бактерій в умовах постійного значення рН, рівного 
7,0—8,2, призводило до зростання кількості синте­
зованих ЕПС в 2—3 рази. 

Для створення оптимального для синтезу аль­
гінату значення рН рекомендують введення до 
середовища культивування буфера, наприклад, 
трис- (гідроксиметил) -амінометану. Підвищення 
виходу ЕПС при культивуванні метилотрофних 
бактерій на середовищі Кодама [80] також обумов­
лене постійним нейтральним значенням рН упро­
довж процесу внаслідок наявності в середовищі 
фосфатного буфера. 

У періодичній культурі Aureobasidium pullulans 
кількість дріжджоподібних клітин збільшується при 
підвищенні початкового значення рН від 3,5 до 6,0 
[106], Одночасно зростає кількість синтезованого 
пулулану, тоді як рівень біомаси не змінюється. 
Крім того, при підтриманні рН в межах 5,0—6,3 
синтез меланіну клітинами є мінімальним, що 
значно полегшує очищення пулулану. Як і в умо­
вах періодичної культури, при хемостатному куль­
тивуванні A. pullulans морфологія клітин визна­
чається величиною рН середовища: низькі значен­
ня є сприятливими для утворення ниткоподібних 
форм [107]. Оптимальним для біосинтезу пулулану 
було значення рН 4,5, при якому культура вмі­
щувала 50 % дріжджоподібних і 50 % нитко­
подібних клітин. Автори вважають, що в хемо-
статній культурі ниткоподібні клітини також син­
тезують пулулан при низьких значеннях рН сере­
довища. З підвищенням рН рівень біомаси збіль­
шується, але вихід пулулану зменшується. 

При культивуванні Lactobacillus casei CRL 87 в 
умовах постійного значення рН середовища, рів­
ного 6,0, кількість синтезованих ЕПС була макси­
мальною і складала 488 мг/л [108]. Однак вихід 
ЕПС по відношенню до одиниці біомаси був най­
більшим при рН 4,0. 

У літературі відзначається стимулююча дія 
органічних кислот (пірувату, цитрату, сукцинату, 
а-кетоглутарату) на утворення ксантану бактері­
ями X. campestris [13] . Автори вважають, що дія 
органічних кислот пов'язана із встановленням 
сприятливого для синтезу ксантану значення рН. 
Аналогічний ефект має місце при введенні до 
середовища культивування X. campestris фумарової 

кислоти [66 ]. У цьому випадку спостерігається 
збільшення виходу ксантану з 6,0 до 9,1 г/л. 

Аерація. Переважна більшість мікроорганіз­
мів — продуцентів ЕПС є строгими аеробами, рід­
ше — факультативними анаеробами. 

Анаеробні бактерії Clostridium perfringens здат­
ні продукувати ЕПС при культивуванні в строго 
анаеробних умовах [ 1 ]. Acetobacter xylinum за ста­
тичних умов культивування продукує більше це­
люлози, ніж при аерації [109] . Рівень дихання 
бактерій впливає на інтенсивність синтезу ЕПС: 
при більш активному диханні кількість ЕПС змен­
шується, оскільки більше вуглецевого субстрату 
перетворюється в С 0 2 . 

Потреба в розчиненому кисні строго специ­
фічна для кожного продуцента, вона встановлюєть­
ся експериментально і змінюється в різних фазах 
росту. Для деяких культур високий рівень аерації 
є необхідним у фазі експоненційного росту і неба­
жаним — в стаціонарній фазі [2—4 |. І, навпаки, 
для інших продуцентів ЕПС високий рівень аерації 
є необхідним упродовж всього процесу культиву­
вання [54] . 

Слід відзначити, що концентрація розчиненого 
кисню в середовищі має суттєве значення при 
одержанні ЕПС на основі С,—С 2-сполук. На почат­
ку процесу культивування ця величина не повинна 
перевищувати 10—20 % від насичення повітрям. 
При вищих концентраціях розчиненого кисню спо­
стерігається пригнічення росту мікроорганізмів, що 
може бути пов'язане не лише з накопиченням 
токсичних похідних кисню, але й з утворенням 
токсичних продуктів окислення Cj—С 2-сполук, які 
пригнічують ріст продуцента. 

При вивченні впливу умов культивування на 
ріст і утворення ЕПС Acinetobacter sp. 12S встанов­
лено, що на початку процесу бактерії є чутливими 
до високих концентрацій розчиненого кисню. Так, 
рівень р 0 2 не повинен перевищувати 20—30 % 
насичення повітрям (при концентрації розчиненого 
кисню в середовищі понад 40 % спостерігається 
уповільнення, а понад 50 % — пригнічення росту 
культури) [8, 110]. Додавання синтетичного анти-
оксиданта іонолу (0,01 %) до середовища при 
вирощуванні Acinetobacter sp. 12S у ферментаторі в 
умовах високої концентрації розчиненого кисню 
(50 % насичення) супроводжувалося відсутністю 
лаг-фази, збільшенням швидкості росту бактерій і 
синтезу ЕПС, скороченням тривалості культиву­
вання. 

Аналогічні закономірності виявлено при ре­
алізації від'ємно-доливного способу культивування 
Acinetobacter sp. 12S без внесення іонолу. У цьому 
випадку пригнічення росту бактерій не спосте­
рігали і при вищих значеннях р 0 2 (до 80 % 
насичення). Більш того, при вирощуванні Acine­
tobacter sp. 12S від'ємно-доливним способом в умо-
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вах високих концентрацій розчиненого кисню 
(70—80 % насичення) відзначалося підвищення 
максимальних питомих швидкостей росту і синтезу 
ЕПС, а також зміщення часу їхнього досягнення в 
бік ранньої ростової фази. Очевидно, за таких умов 
захист клітин від токсичної дії кисню зумовлений 
високою (15—20 %) концентрацією інокуляту із 
стаціонарної фази росту (високов'язкого культу-
рального середовища, що містить ЕПС). На нашу 
думку, це явище можна розглядати як прояв адап­
тивних механізмів, які дозволяють популяції вижи­
ти в несприятливих умовах. 

Із збільшенням швидкості перемішування від 
200 до 800 об/хв вихід пулулану підвищувався в 4 
рази [111]. Наявність взаємозв'язку між рівнем 
аерації, морфологічними формами продуцента і 
біосинтезом пулулану відзначається в роботі [112 |. 
Вихід альгінату також у значній мірі залежить від 
концентрації розчиненого кисню в середовищі ку­
льтивування продуцента [64, 71 ]. При високій 
концентрації кисню спостерігається зниження шви­
дкості синтезу альгінату. За таких умов більша 
частина вуглецю перетворюється в С 0 2 . При не­
стачі кисню вихід ЕПС також знижується, при 
цьому в клітинах A. vinelandii накопичується над­
лишок полі-/і-гідроксибутирату. Так, у періодичній 
культурі на безазотному середовищі при швидкості 
перемішування 120 об/хв вихід альгінату складав 
лише 1 г/л, а кількість полі-^-гідроксибутирату 
перевищувала 50 % біомаси [64] . При збільшенні 
швидкості перемішування до 280 об/хв вихід аль­
гінату підвищувався до 6,5—7,0 г/л; вміст иолі-р-
гідроксибутирату в клітинах знижувався до ЗО %. 

Можливість регуляції біосинтезу ЕПС шляхом 
змінення рівня аерації (з використанням різних 
типів мішалок і способів перемішування) показано 
в роботах Рац та співавт. [79 ] і Осадчої та співавт. 
[113]. Дослідження синтезу ксантану при культи­
вуванні продуцента у ферментаторі показало, що 
максимальний вихід ЕПС спостерігався при швид­
кості перемішування 150 об/хв в перші 48 год і 
280 об/хв упродовж решти часу, необхідного для 
досягнення найвищої в'язкості [114]. Встановлено, 
що оптимальна аерація складає 0,5 л / л середовища 
за 1 хв, а швидкість споживання кисню варіює від 
0,4 ммоль 0 2 / л за 1 хв при швидкості перемішу­
вання 150 об/хв до 1,5 ммоль 0 2 / л за 1 хв при 
280 об/хв. 

Показано, що питома швидкість утворення /3-
1,3-глюкану у Alcaligenes faecalis залежить від 
швидкості споживання кисню клітинами, яка в 
умовах оптимального синтезу полімеру становить 
50 ммоль 0 2 / л за 1 год [115]. Для синтезу ему-
льсанів з етанолу потік кисню повинен бути 
190 ммоль 0 2 / л за 1 год і вище [33] . 

Як показано Лінтоном та співавт. [70] , при 

культивуванні Methylophilus sp. в умовах ліміту­
вання киснем полісахарид утворюється в низьких 
концентраціях, однак при збільшенні лімітування 
концентрація ЕПС у культуральному середовищі 
підвищується. Утворенню ЕПС Methylomonas те-
thanolica MV 13 сприяє висока температура куль­
тивування, низька швидкість росту і лімітування 
киснем [99] . Причому кисень є найсуттєвішим 
лімітуючим фактором для максимального виходу 
ЕПС при надлишку вуглецю і азоту як у безперер­
вному, так і в періодичному процесі культивування 
продуцента. В роботі [46 ] показано, що М. methy-
lotrophus при безперервному культивуванні в умо­
вах нестачі метанолу синтезує ЕПС зі швидкістю 
18 м г - г о д ' т - 1 біомаси. При лімітуванні росту бак­
терій киснем або азотом цей показник збільшу­
ється в 3 і 4 рази відповідно. 

Лінтон та співавт. [70] , а також автори і46 | 
вважають, що синтез ЕПС з метанолу є ефектив­
ним шляхом видалення формальдегіду при обмеже­
ності дихання клітин за умови, що утворення ЕПС 
не призводить до загального надсинтезу віднов-
лювальних еквівалентів. Таким чином, синтез ЕПС 
можна розглядати як відповідну реакцію і захисний 
фактор клітин на дію токсичних метанолу і фор­
мальдегіду. 

На стадії утворення ЕПС різко підвищується 
в'язкість культурального середовища, що усклад­
нює доступ кисню до клітин. Крім того, перенесен­
ня великих мас кисню при періодичному культиву­
ванні може спричинити накопичення в середовищі 
токсинів і загибель клітин [3, 116, 117]. При 
безперервному культивуванні цей фактор має мен­
ше значення. На ефективність процесів аерації 
можуть суттєво впливати конструкція ферментато­
ра і тип мішалки. Так, розроблено ферментатор, 
оснащений низькошвидкісною мішалкою незвичай­
ної конструкції, який дозволяє вести процес без 
лімітування киснем [4, 117]. Розроблено тип реак­
тора для одержання ксантану, який відрізняється 
від традиційних реакторів тим, що мішалка має 
петлевидну форму і перемішування здійснюється 
ерліфтним способом [118]. Використання такого 
реактора дозволяє підвищити продуктивність біо­
синтезу ЕПС і скоротити тривалість культивування 
продуцента. 

Культивування продуцентів ЕПС у періодич­
ному та безперервному режимах. У мікроорганіз­
мів — продуцентів ЕПС синтез полісахаридів може 
бути тісно пов'язаним з ростом, наприклад, у 
Methylocystis parvus ОВВР [54] , частково пов'яза­
н и м — Xanthomonas, Methylomonas methanolica [1, 
9 9 ] , і не пов'язаним — Alcaligenes, Rhizobium [1, 
119]. 

У більшості мікроорганізмів час досягнення 
максимальної питомої швидкості росту і синтезу 
ЕПС не збігається. Як правило, максимальна 
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швидкість синтезу ЕПС спостерігається наприкінці 
експоненційної—початку стаціонарної фази росту. 
Однак концентрація ЕПС у культуральному сере­
довищі досягає найвищого значення в кінці періо­
дичного процесу, тобто в стаціонарній фазі. В 
залежності від умов культивування тривалість пе­
ріодичного процесу для різних продуцентів ЕПС 
складає від 24 до 120 год. 

Визначення фази росту продуцента, в якій 
швидкість синтезу ЕПС є максимальною, а також 
фази росту, де досягається максимальна концент­
рація ЕПС, дозволить встановити оптимальну три­
валість процесу при періодичному культивуванні. 
Зіставлення часу досягнення максимальної швид­
кості росту і синтезу ЕПС робить можливим визна­
чення оптимальної швидкості розбавлення середо­
вища при безперервному культивуванні. Оскільки 
максимальна швидкість синтезу ЕПС у проду­
центів здебільшого не збігається в часі з макси­
мальною швидкістю їхнього росту, можна передба­
чити, що для оптимального виходу ЕПС вести 
безперервний процес при високих швидкостях роз­
бавлення середовища недоцільно. 

Максимальна питома швидкість утворення 
емульсану у Acinetobacter calcoaceticus спостері­
гається в пізній експоненційній фазі росту; три­
валість процесу культивування складає 24—30 год 
[33]. 

Показано, що швидкість утворення ЕПС мети-
лотрофним штамом М. methanolica M13V є макси­
мальною наприкінці експоненційної фази росту і 
поступово знижується у фазі сповільненого росту 
[99] . Однак кількість синтезованих ЕПС та їхній 
вихід зростають після припинення росту. 

Утворення ЕПС у Methylocystis parvus ОВВР 
починалося і закінчувалося майже в той же час, що 
й ріст культури. Однак в'язкість культурального 
середовища суттєво підвищувалася в стаціонарній 
фазі росту (від 160 до 900 мПа/с) [54] . 

В облігатних метанокислюючих бактерій Ме-
thylococcus sp. і М. thermophilus максимальна шви­
дкість синтезу ЕПС спостерігається у фазі спо­
вільненого росту, концентрація ЕПС у культураль­
ному середовищі досягає максимуму в стаціонарній 
фазі [8, 43 ] . Показано, що умови культивування, 
а також спосіб одержання інокуляту дозволяють 
зсунути час досягнення максимальної швидкості 
утворення ЕПС у бік більш ранньої ростової фази, 
що дає можливість скоротити тривалість культиву­
вання продуцента для одержання максимальної 
кількості ЕПС [8 ]. 

При періодичному культивуванні Pseudomonas 
mendocina синтез альгінату починається в експо­
ненційній фазі росту, однак основна кількість полі­
меру (більше 75 %) синтезується після вичерпання 
в середовищі джерела азоту [71 ]. Аналогічні зако­
номірності синтезу альгінату встановлено для ін­

шого продуцента цього ЕПС — A. vinelandii [16 ]. У 
той же час для P. aeruginosa максимальний вихід 
альгінату відзначено в експоненційній фазі росту 
[72] . 

При вивченні хемостатного культивування 
P. aeruginosa (в умовах лімітування азотом) вста­
новлено, що синтез альгінату не залежить від 
швидкості розбавлення середовища в межах зна­
чень D= 0,05—0,1 год - 1 [72] . Питома швидкість 
утворення ЕПС зростала при підвищенні швидкості 
розбавлення. Однак при тривалому культивуванні 
за таких умов штам з великою частотою ди­
соціював і утворював немукоїдні варіанти. В роботі 
Вільямса та співавт. [74 ] відзначається, що поява 
немукоїдних варіантів P. aeruginosa спостерігається 
також при вирощуванні бактерій на N-лімітова-
ному середовищі при низьких швидкостях розбав­
лення (0,05 г о д 1 ) . Досліди з хемостатною культу­
рою P. mendocina продемонстрували, що оптималь­
на швидкість розбавлення середовища для синтезу 
альгінату складає 0,05 год - 1 [71 ]. У таких умовах 
при ліміті азоту вихід альгінату складав 64 %, тоді 
як при лімітуванні вуглецем — лише 23,7 %. 
A. vinelandii характеризується високим рівнем син­
тезу альгінату при значеннях Z) = 0,05—0,25 год"1, 
швидкість синтезу ЕПС у вказаних межах значень 
D практично постійна, вихід альгінату з сахарози 
варіює в залежності від лімітуючого джерела жив­
лення [120, 121 ]. 

Максимальний синтез ЕПС бактеріями Agro­
bacterium radiobacter NCI В при безперервному ку­
льтивуванні в умовах лімітування азотом спосте­
рігається при низьких швидкостях розбавлення 
(0,04—0,08 год"1) [14] . Найвищий вихід курдлану 
у безперервному процесі при лімітуванні азотом 
відзначається при швидкостях розбавлення середо­
вища менше 0,1 год"1 [73 ]. Для X. campestris також 
показано, що швидкість утворення ксантану є фун­
кцією ступеня розбавлення середовища [7, 66, 
122]. Аналогічні закономірності встановлено для 
С,-окислюючих [46, 9 9 ] , а також для молочнокис­
лих бактерій [123]. 

Вплив умов культивування на склад і власти­
вості мікробних Е П С Умови культивування впли­
вають не лише на такі показники процесу, як 
кількість ЕПС, швидкість їхнього утворення, вихід 
ЕПС залежно від субстрату, але й на фізико-
хімічні властивості синтезованих Е П С 

Важливою характеристикою мікробних ЕПС є 
реологічні властивості їхніх розчинів, які значною 
мірою обумовлені якісним і кількісним складом 
полісахаридів. Відмінності в реологічних характе­
ристиках ЕПС, синтезованих одним продуцентом, 
можуть буть пояснені його здатністю синтезувати 
декілька різних за фізико-хімічними властивостями 
полімерів, а також зміненням кількості бокових 
замісників у складі ЕПС в залежності від умов 
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культивування [7, 54, 117, 124, 125]. Крім того, в 
процесі безперервного культивування можливе ви­
никнення варіантів продуцентів, які продукують 
ЕПС з різними властивостями (X. campestris, А. 
vinelandii) [1 ] . На фізико-хімічні властивості мік­
робних ЕПС в значній мірі діють такі фактори, як 
тривалість ферментації, склад середовища, спосіб 
подачі субстрату, рівень аерації та ін. Таким чи­
ном, дослідження впливу умов культивування про­
дуцента на склад та властивості синтезованих ЕПС 
є одним з першочергових завдань біотехнології 
мікробних ЕПС. 

Хімічний склад ЕПС. На відміну від внутріш­
ньоклітинних полісахаридів, генетична інформація 
про біосинтез ЕПС часто буває локалізована в 
плазмідах, що, можливо, є причиною лабільності 
їхнього синтезу [126]. 

Від структурно-метаболічних і структурних по­
лісахаридів клітинної стінки ЕПС відрізняються 
тим, що в одного й того ж продуцента їхній склад 
залежить від умов культивування. При цьому ос­
новний ланцюг полісахариду найчастіше залиша­
ється незмінним, а найбільших змін зазнають бо­
кові ланцюги — їхня довжина, склад, число розга­
лужень, а також склад і природа замісників — 
ацильних залишків, О-метильних груп, залишків 
піровиноградної та інших оксикислот, сульфатів і 
фосфатів. Склад мікробних ЕПС в значній мірі 
піддається впливу таких факторів, як тривалість 
ферментації, склад середовища, спосіб подачі суб­
страту і його природа, ступінь розбавлення середо­
вища та тип лімітуючого фактора. 

Так, дослідження хімічного складу ксантану, 
одержаного при безперервному культивуванні в 
умовах шести різних варіантів лімітування, пока­
зали, що співвідношення моносахаридів в ЕПС не 
змінюється [117]. У роботі Еванса та співавт. [127] 
показано, що за умов безперервного культивування 
при лімітуванні калієм або магнієм у складі ксан­
тану знижувався вміст D-манози і глюкуронової 
кислоти. При цьому суттєво нижчою була в'язкість 
культурального середовища. У складі ЕПС Xantho-
monas juglandis спостерігали різні кількості рамно­
зи в залежності від лімітуючого фактора [128]. 

Вміст пірувату в складі ксантану може варію­
вати від 0 до 7,5 % залежно від складу середовища 
і штаму [2, 7, 96, 116, 117, 124, 129—131 ]. 
Ксантан з низьким вмістом пірувату одержують 
при зниженні концентрації азоту в середовищі і 
невисокому рівні аерації [130]. Так, при концент­
рації ( N H 4 ) 2 H P 0 4 в середовищі 0,1 % і аерації 
0,25 л / л середовища за 1 хв вміст залишків піру­
вату в ксантані складає 2 %. Введення до середо­
вища К 2 Н Р 0 4 і підвищення аерації до 1,5 л / л 
середовища за 1 хв супроводжується синтезом ви-
соков'язкого ксантану, який містить більш як 4 % 
пірувату [117]. Вихід ксантану від заданого суб­

страту в обох випадках був однаковим і становив 
5 0 - 6 0 %. 

Як показано в роботі [132], на синтез, склад і 
в'язкість розчинів ксантану при культивуванні X. 
campestris у періодичній культурі впливали три­
валість процесу культивування і ліміт джерела 
вуглецевого живлення; у безперервному процесі — 
швидкість розбавлення середовища. При високих 
значеннях швидкості розбавлення ксантан характе­
ризувався більшим вмістом ацетильних груп, мен­
шим — пірувату; при цьому спостерігали зниження 
в'язкості розчинів ЕПС. 

У роботах [114] і [122] наведено дані щодо 
змінення в'язкості розчинів ксантану під час періо­
дичного і безперервного культивування продуцен­
та. При одностадійному способі безперервного ку­
льтивування в'язкість розчинів ксантану зменшу­
валася по мірі підвищення швидкості розбавлення 
середовища, в той час як швидкість утворення 
ксантану зростала. Очевидно, причинами зростан­
ня швидкості синтезу ЕПС у цьому випадку є 
більш ефективне перемішування і масоперенос, що 
мають місце при низьких значеннях в'язкості ку­
льтурального середовища, тобто при високій швид­
кості його розбавлення. 

Залежно від умов культивування A. vinelandii і 
P. aeruginosa співвідношення гулуронової і мануро­
нової кислот у складі альгінату може варіювати, 
однак первинна форма утворюваного полімеру за­
лишається незмінною і являє собою поліману-
ронову кислоту [117]. Під дією позаклітинної аль-
гінатепімерази відбувається ізомеризація частини 
полімануронової кислоти до гулуронової. Актив­
ність цього ферменту в значній мірі залежить від 
вмісту кальцію в середовищі культивування проду­
цента. Підвищення концентрації кальцію супровод­
жується збільшенням вмісту гулуронової кислоти в 
складі альгінату і суттєвим покращанням його 
реологічних властивостей [94, 117, 133]. У той же 
час в роботі Дерябіна та співавт. [134] відзна­
чається, що більш високою в'язкістю характеризу­
ються розчини альгінату з великим вмістом ману­
ронової, а не гулуронової кислоти. При цьому 
співвідношення кислот у складі альгінату залежить 
від концентрації фосфору в поживному середовищі: 
при збільшенні вмісту фосфору співвідношення ма­
нуронової і гулуронової кислот зростає від 2 до 25. 

Реологічні властивості альгінату обумовлені не 
лише співвідношенням у його складі гулуронової та 
мануронової кислот, але і вмістом О-ацетильних 
груп. Показано, що альгінат, який практично не 
містить гулуронової кислоти, характеризується ви­
соким вмістом О-ацетильних груп [95] , тобто аце-
тильованими є, в основному, залишки мануронової 
кислоти. Однак до теперішнього часу остаточно не 
вияснено вплив умов культивування на вміст аце­
тильних груп в альгінаті та його реологічні власти-

402 



вості. Зокрема, при культивуванні продуцента на 
середовищі з низьким вмістом кальцію не вдалося 
одержати високоацетильований альгінат. 

При культивуванні бульбочкових бактерій ро­
ду Rhizobium у присутності марганцю або алюмінію 
спостерігали зміни в хімічному складі синтезованих 
ЕПС [89, 90] . Так, додавання 100 мкмоль хлориду 
марганцю чи сульфату алюмінію до середовища 
культивування Rhizobium trifolii супроводжувалося 
збільшенням у складі синтезованих ЕПС вмісту 
D-глюкози на 24—32 % і зниженням залишків 
уронових кислот на 25—35 % [89]. На думку 
автора, іони марганцю і алюмінію впливають на 
активність ферментів, які беруть участь в синтезі 
ЕПС у ризобій. У присутності 40 мкмоль марганцю 
штам бульбочкових бактерій синтезував ЕПС із 
зниженим вмістом уронової кислоти і невуглевод-
них компонентів, але з підвищеним вмістом глюко­
зи [90]. 

Аналіз моносахарид ного складу ЕПС, синтезо­
ваних представниками родів Klebsiella, Acinetobac-
іег і Rhodotorula на різних стадіях росту, показав, 
що він залишається незмінним у ЕПС Acinetobacter 
і Rhodotorula, однак широко варіює у ЕПС Kleb­
siella [135, 136]. Так, в експоненційній фазі росту 
утворюється ЕПС з високим вмістом манози; у 
складі ЕПС, синтезованого в пізній стаціонарній 
фазі, манозу не виявлено. По мірі росту продуцен­
та вміст рамнози в ЕПС збільшувався з 12 до 
55 %, а галактози — знижувався з 63 до 45 %. 
При зміні джерела вуглецю в середовищі зміню­
вався склад ЕПС Klebsiella sp. К32 і Acinetobacter 
calcoaceticus BD4. Так, найвищий вміст манози у 
складі ЕПС цих бактерій відзначено при рості на 
середовищі з рамнозою. 

В залежності від природи джерела вуглецевого 
живлення у середовищі культивування A. calco­
aceticus RAG-1 синтезуються а- або /3-емульсани, 
які відрізняються вмістом залишків жирних кислот 
і їхнім співвідношенням [33]. При культивуванні 
штаму на середовищі з етанолом, пальмітатом 
натрію або додеканом утворюються а-емульсани, 
які вміщують 5—19 % залишків жирних кислот. 
При використанні як джерела вуглецю пентадека-
ну, гексадекану чи гептадекану синтезуються тіль­
ки /3-емульсани, в складі яких виявлено 2—3 % 
жирних кислот. Емульсани із значним вмістом 
жирних кислот характеризуються більш високою 
емульгуючою активністю; причому на останню 
впливає як загальна кількість залишків жирних 
кислот, так і їхнє співвідношення [31, 33 ] . 

Перенесення змішаної культури метанол- і ме-
танокислюючих бактерій з метану на метанол су­
проводжувалося зникненням в ЕПС залишків де-
зоксицукрів — фукози і рамнози [137]. Модифі­
кація полісахариду була обумовлена селективним 
пригніченням метанолом метанокислюючих бак-
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терій, які спричинювали дезоксилювання галактози 
і манози. У той же час є дані про те, що при 
вирощуванні Blastobacter viscosus [51 ] на метанолі 
і глюкозі моносахаридний склад ЕПС не зміню­
вався. Співвідношення глюкози і галактози в складі 
ЕПС, синтезованих метанокислюючими бактеріями 
Methylococcus capsulatus в умовах безперервного 
культивування, змінювалося в залежності від типу 
лімітуючого субстрату [138]. При лімітуванні фос­
фором співвідношення глюкози і галактози склада­
ло 1:1, амонійним азотом — 1:2, киснем — 1:14. 

Склад і фізико-хімічні властивості ЕПС, син­
тезованих фітопатогенною бактерією Clavibacter 
michiganense [139], бактеріями Volcaniella euriha-
lina [140], В, polymyxa [141] , молочнокислими 
бактеріями Lactobacillus delbrueckii, змінюються за­
лежно від умов культивування [142]. Так, наприк­
лад, при вирощуванні Bacillus polymyxa на середо­
вищах з різними джерелами азоту (дріжджовий 
автолізат, пептон, білково-вітамінний концентрат, 
сульфат амонію) співвідношення нейтральних мо­
носахаридів у складі поліміксану практично не 
змінюється, однак вміст уронових кислот варіює в 
широких межах — від 9 до 35 % [141]. Автори 
відзначають, що поліміксани з різним вмістом уро­
нових кислот характеризуються різною в'язкістю 
розчинів. 

При вивченні впливу умов культивування Aci­
netobacter sp. 12S на склад етаполану встановлено, 
що в залежності від природи джерела вуглецю та 
концентрації катіонів калію в середовищі вміст в 
ЕПС залишків піровиноградної кислоти варіює (у 
відсотках до маси умовно сухої речовини) від 3,0 
до 4,3; уронових кислот — від 15,3 до 22,5; жирних 
кислот — від 1,8 до 6,5 [8, 143, 144]. Молярне 
співвідношення глюкози, манози, галактози та ра­
мнози у складі всіх ЕПС залишається незмінним і 
становить 3:2:1:1. При вирощуванні продуцента на 
суміші етанолу та глюкози хімічний склад ЕПС не 
відрізнявся від синтезованого на моносубстратах, 
однак вміст жирних кислот у складі ЕПС був 
найвищим на змішаному субстраті [145] . 

Молекулярна маса ЕПС, Одним із факторів, 
які визначають реологічні властивості розчинів 
мікробних ЕПС, є молекулярна маса цих полі­
мерів, величина якої варіює в залежності від умов 
культивування продуцента. Так, вивчення впливу 
умов культивування (заміна джерела вуглецевого 
живлення, зміна рН) на утворення і властивості 
ЕПС дріжджів Bullera alba показало, що синтезо­
вані ЕПС мали однаковий моносахаридний склад, 
але різну молекулярну масу [146] . Зміна складу 
поживного середовища при культивуванні Pseudo-
monas viscogena супроводжувалася підвищенням 
виходу ЕПС, однак при цьому зменшувалась його 
молекулярна маса [147]. При культивуванні облі-
гатного метилотрофа Methylomonas parvus ОВВР 
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біосинтез біомаси та ЕПС починався і закінчувався 
одночасно, однак у стаціонарній фазі росту при 
постійній концентрації полісахариду в'язкість ку­
льту рального середовища збільшувалася в 6 разів. 
Припускається, що це явище обумовлене структу-
руванням розчинів ЕПС і підвищенням його моле­
кулярної маси [54 ]. Величина молекулярної маси 
ЕПС, синтезованих молочнокислими бактеріями 
Lactococcus lactis у безперервному процесі, зале­
жить від природи лімітуючого фактора [123]. Із 
збільшенням тривалості культивування Aureobasi-
dium pullulans молекулярна маса ЕПС знижується 
[148]. 

Слід відзначити, що питання про те, чи існує 
зв'язок між швидкістю росту мікроорганізмів і 
молекулярною масою синтезованих полісахаридів, 
на сьогоднішній день практично не досліджене. 
Відомі поодинокі роботи, присвячені його вивчен­
ню. Так, показано, що Salmonella enteritidis при 
високій швидкості росту продукує ліпополісахарид 
з більш короткими ланцюгами О-антигену [1 ]. 
Можливо, аналогічні закономірності характерні і 
для ЕПС. Еванс та співавт. [127] показали, що 
ксантан, синтезований Xanthomonas juglandis при 
низьких швидкостях розбавлення середовища (£> = 
= 0,03 год"1), складається з довших нерозгалуже­
них молекул, ніж полісахарид, одержаний при 
високих швидкостях розбавлення. 

Незважаючи на те, що для багатьох ЕПС 
досить добре вивчено залежність реологічних вла­
стивостей розчинів від величини молекулярної ма­
си, до сьогоднішнього часу не вдалося одержати 
ЕПС з заданою молекулярною масою. Так, моле­
кулярна маса хітозану і пулулану варіює в досить 
широких межах (від 200 тис до 4 млн) залежно від 
складу середовища, тривалості культивування, рН, 
аерації [149]. Потрібні додаткові дослідження для 
виявлення залежності між умовами культивування 
продуцента, швидкістю його росту і молекулярною 
масою синтезованих полісахаридів. 

В результаті наших досліджень показано, що в 
процесі періодичного культивування Acinetobacter 
sp. залежно від початкової концентрації одновален­
тних катіонів у середовищі в складі синтезованого 
етаполану змінюється співвідношення фракцій різ­
ної молекулярної маси, що призводить до зміни 
реологічних властивостей розчинів ЕПС [143, 150, 
151 ]. 

У деяких випадках продуценти ЕПС синтезу­
ють позаклітинні ферменти, які розщеплюють свій 
власний ЕПС, в результаті чого знижується їхня 
молекулярна маса і в'язкість культу рального сере­
довища. Пригнічення активності альгінатліази при 
культивуванні A. vinelandii залишається однією з 
основних проблем економічного виробництва висо-
комолекулярних мікробних альгінатів. Найефек­
тивнішим засобом проти зниження в'язкості аль­

гінатів стало внесення до середовища культивуван­
ня протеолітичних ферментів, які розщеплюють 
альгінатліазу [117]. Подібні проблеми зустрічають­
ся і при одержанні пулулану і ксантану. 

Потрібно зазначити, що молекулярна маса мік­
робних ЕПС може змінюватися не лише в різних 
умовах культивування продуцента, але також у 
процесі виділення і очищення ЕПС. Так, наприк­
лад, молекулярна маса поліміксану після осаджен­
ня етанолом знижувалася майже у 8 разів [141]. 
Авторами запропоновано нетрадиційні методи виді­
лення та очищенню ЕПС (електрокоагуляція, уль­
трафільтрація культу рального середовища, обробка 
останнього протеазами), які дозволяють одержува­
ти високомолекулярні (2—3 млн) ЕПС, розчини 
яких характеризуються високою в'язкістю. 

Середня молекулярна маса етаполану після 
осадження його органічними розчинниками знижу­
валася в 3 рази, однак культивування продуцента 
в двостадійному процесі з внесенням до середовища 
на другій стадії формальдегіду дозволило підви­
щити молекулярну масу синтезованого ЕПС і по­
кращити реологічні властивості його розчинів 
[152]. 

Зміна співвідношення синтезованих ЕПС. Ві­
домо, що один і той же мікроорганізм може одно­
часно синтезувати ЕПС не лише одного типу. Так, 
наприклад, деякі штами бактерій роду Pseudomo­
nas, а також A. vinelandii утворюють два ЕПС — 
альгінат і леван [134, 153, 154]. Rhizobium meliloti 
утворює сукциноглюкан і галактоглюкан [155— 
157 ], Alcaligenes faecalis — курдлан і глюкан [1 ]. 

Зміна умов культивування часто супроводжу­
ється зміною співвідношення утворюваних ЕПС 
або переважаючим синтезом одного з них, що 
врешті-решт також впливає на реологічні власти­
вості кінцевого продукту. 

Метилотрофний штам Methylophilus methylo-
trophus у періодичному процесі при лімітуванні 
киснем утворює два ЕПС, розчини яких характе­
ризуються різною в'язкістю [46]. Хімічний склад 
обох ЕПС є однаковим. При культивуванні штаму 
в хемостатному режимі і за нестачі азоту чи кисню 
синтезувався тільки ЕПС, який утворює нев'язкі 
розчини. Автори вважають, що різна в'язкість роз­
чинів ЕПС обумовлена різною довжиною ланцюга 
і молекулярною масою цих полімерів. 

Підвищення концентрації сахарози в середо­
вищі культивування Pseudomonas phaseolicola су­
проводжується синтезом левану, в той час як на 
середовищах з глюкозою або глюконатом утво­
рюється лише альгінат [153]. 

Співвідношення левану і альгінату, утворюва­
них P. syringae pv. phaseolicola, також залежить від 
умов культивування продуцента [154]. Додавання 
до середовища NaCl і етанолу корелює із збіль­
шенням синтезу левану. 
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При культивуванні A. vinelandii на середови­
щах з гліцерином і глюкозою леван складає відпо­
відно 80 і 9 % від загальної кількості утворюваних 
ЕПС [134]. 

При низькій осмолярності (0 і 0,2 М) середови­
ща культивування R. meliloti спостерігається пере­
важне утворення галактоглюкану; при підвищенні 
осмолярності до 0,4 і 0,6 М синтезується, в основ­
ному, сукциноглюкан [155] Автори роботи [156] 
показали, що R. meliloti утворює галактоглюкан 
при лімітуванні росту бактерій фосфатами. 

Молочнокислі бактерії Lactococcus lactis subsp. 
cremoris синтезують кислий і нейтральний ЕПС 
[104]. При хемостатному культивуванні з підви­
щенням температури утворення нейтрального ЕПС 
знижується; його продукція бактеріями збільшу­
ється в умовах нестачі азоту. 

В залежності від тривалості культивування А 
pullulans, складу середовища, рівня аерації і пе­
ремішування спостерігається зміна співвідношення 
двох полісахаридів — пулулану і ЕПС, здатного 
трансформуватися в пулулан [112]. Автори від­
значають наявність взаємозв'язку між морфологіч­
ними формами гриба (бластоспори, хламідоспори, 
гіфи, перехідні форми), які переважають в тих чи 
інших умовах культивування, і рівнем синтезу 
обох ЕПС. Так, при наявності значного вмісту 
хламідоспор синтез пулулану спостерігається за 
будь-яких умов культивування, при вмісті гіфів 
більше 3 % пулулан не утворюється [112]. При 
вирощуванні Aureobazidium pullulans на середовищі 
з глюкозаміном кількість синтезованого пулулану є 
невисокою, однак при цьому утворюються щонай­
менше два інших ЕПС [23 ]. 

Burkholderia cepacia утворює два різних за 
хімічним складом ЕПС, співвідношення яких зале­
жить від умов культивування [158]. Аналогічні 
закономірності встановлено для полісахаридів, син­
тезованих термофільними бацилами [159]. Strep-
tococcus thermophilus одночасно синтезує два ЕПС 
однакового хімічного складу, але різної молекуляр­
ної маси [160]. Співвідношення між обома ЕПС 
залежить від співвідношення вуглець/азот у сере­
довищі. 

Комплексний полісахаридний препарат етапо-
лан, синтезований бактеріями Acinetobacter sp., 
складається з нейтрального і двох кислих ЕПС, 
один з яких є ацильованим [144]. Нейтральний 
ЕПС є мінорним компонентом. Ацильований і не-
ацильований полісахариди ідентичні за молярним 
співвідношенням D-глюкози, D-манози, D-галакто-
зи, L-рамнози, D-глюкуронової і піровиноградної 
кислот (3:2:1:1:1:1) та структурою повторюваної 
одиниці вуглеводного ланцюга. Різниця між цими 
ЕПС полягає в тому, що ацильований полісахарид 
вміщує жирні кислоти (С 1 2 —С 1 8 ) [161]. Реологічні 
властивості розчинів етаполану, які обумовлюють 
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його практичну цінність, визначаються співвідно­
шенням у його складі ацильованого і неацильова-
ного компонентів, а також вмістом жирних кислот 
в ацильованому полісахариді. Дослідження показа­
ли, що в процесі періодичного культивування Aci­
netobacter sp. залежно від початкової концентрації 
одновалентних катіонів у середовищі в складі син­
тезованих ЕПС змінюється співвідношення обох 
кислих ЕПС, а також вміст жирних кислот в 
ацильованому полісахариді, що супроводжується 
зміною властивостей розчинів етаполану [143, 150, 
151, 162] . Для утворення високоацильованого 
ЕПС, який містить 12—16 % жирних кислот, 
концентрація К + і Na + в середовищі повинна бути 
не нижчою 0,09 М [162]. 

Молекулярно-біологічні та генетичні дослід­
ження синтезу ЕПС. З середини 80-х років з'явля­
ються публікації, присвячені генетичним дослід­
женням штамів — продуцентів ЕПС [164—167 ]. Ці 
дослідження стосувалися, в основному, ідентифі­
кації генів, які кодують синтез ЕПС у різних 
мікроорганізмів, і були направлені на підвищення 
синтезуючої здатності продуцента і збільшення ви­
ходу ЕПС. Найповніше ця інформація викладена в 
огляді [168]. З виникненням технології рекомбі-
нантних ДНК стало можливим удосконалення іс­
нуючих та створення нових штамів — продуцентів 
ЕПС, що дозволило підвищити ефективність про­
цесів біосинтезу та знизити їхню вартість. Так, 
створено рекомбінантний штам X. campestris, здат­
ний синтезувати ксантан на середовищі з молоч­
ною сироваткою [169]. Для цього гени lacZY Es­
cherichia coli, які кодують /?-галактозидазу і лакто-
зопермеазу, перенесли в плазміду з широким 
кругом хазяїв так, щоб вони знаходилися під 
транскрипційним контролем промотору одного з 
бактеріофагів X. campestris. Цю конструкцію ввели 
до складу Е. coli, а потім перенесли X. campestris 
шляхом потрійного зхрещування. Трансформанти, 
які містили плазміду, синтезували /?-галактозидазу 
і лактозопермеазу, використовуючи лактозу як 
єдине джерело вуглецю, та синтезували ксантан на 
середовищі з глюкозою, лактозою і молочною сиро­
ваткою. 

У 80—90-х роках значну увагу вчені приділяли 
вивченню біологічних функцій мікробних ЕПС, і 
генетичні дослідження були спрямовані на вияс­
нення ролі ЕПС як фактора вірулентності, участі 
полісахаридів у захисті клітин мікроорганізмів від 
дії несприятливих факторів та у формуванні рос­
линно-бактеріальних симбіозів [170]. 

Слід відзначити, що на сьогоднішній день кіль­
кість публікацій, де розглядаються молекулярно-
біологічні та генетичні аспекти залежності фізико-
хімічних властивостей мікробних ЕПС від умов 
культивування продуцентів, є обмеженою. На 
жаль, причини, які викликають зміни складу ЕПС 

405 



П И Р О Г Т. П., КУЗЬМШСЬКА ю. в. 

і механізми регуляції властивостей полісахаридів, 
залишаються практично недослідженими. Роботи, 
присвячені вивченню цих питань, почали з'являти­
ся лише з середини 90-х років. 

Так, літературні дані свідчать, що варіювання 
хімічного складу ЕПС за різних умов культивуван­
ня продуцентів може бути обумовлене зміною ак­
тивності або інактивацією ферментів (зокрема, глі-
козилтрансфераз), які беруть участь в утворенні 
нуклеозиддифосфатсахаридів — попередників син­
тезу Е П С 

Зокрема, у Rhizobium leguminosarum мутації в 
ехоВ гені (аналог galE), який кодує синтез УДФ-
галактозоепімерази, супроводжувалися відсутністю 
галактози у складі ЕПС [171]. У galE мутантів 
Erwinia amylovora змінювався склад синтезованого 
ліпополісахариду [172]. У той же час у молочно­
кислих бактерій Lactococcus lactis мутації у galE 
гені не впливали на склад ЕПС, зокрема, на вміст 
галактози [173]. Виявлено, що в даних бактерій 
утворення УДФ-галактози (як і УДФ-глюкози) 
контролюється рівнем активності іншого фермен­
ту — УДФ-глюкозопірофосфорилази, синтез якого 
кодується galU геном. 

Ідентифіковано гени algl, algJ, algF, відпові­
дальні за ацетилювання альгінату у Pseudomonas 
aeruginosa [174 ]. 

У ЕПС-синтезуючих стрептококів групи В виз­
начено гени (cpsIaC і cpsIaD), відповідальні за 
полімеризацію ЕПС [175]. Мутанти, дефектні за 
цими генами, синтезували ЕПС, склад яких був 
ідентичний такому ЕПС вихідного штаму, однак з 
нижчою молекулярною масою (41000—45000 проти 
90000—100000 у ЕПС вихідного штаму). Автори 
відзначають, що білки CpsC та CpsD подібні за 
амінокислотним складом до білків грамнегативних 
бактерій (ЕхоР у Rhizobium meliloti та Wzz у 
ентеробактерій), які також відповідальні за довжи­
ну синтезованого полісахаридного ланцюга. Ці біл­
ки у стрептококів регулюються шляхом фосфори-
лювання—дефосфорилювання. 

Різні види бактерій роду Rhizobium (Sino-
rhizobium) мають кластери генів ехо-ехс та ехр, які 
залучені до синтезу сукциноглюкану та галакто-
глюкану відповідно [157, 176—179]. Концентрація 
фосфатів у середовищі культивування є важливим 
фактором, який впливає на експресію ехр генів 
[157, 177]. Встановлено, що регуляторами транс­
крипції кластера ехр генів, який забезпечує синтез 
галактоглюкану, є білки MucR MucS [176, 178, 
179]. 

Таким чином, аналіз наведених літературних і 
власних експериментальних даних показує, що ут­
ворення мікробних ЕПС (кількість синтезованих 
ЕПС, вихід ЕПС залежно від субстрату, швидкість 
синтезу ЕПС) в значній мірі обумовлене умовами 
культивування продуцента. Склад поживного сере­

довища (природа джерела вуглецю, азоту, фосфо­
ру, їхні концентраці ї , співвідношення вуг­
лець/азот, іони металів), спосіб подачі субстрату, 
фізико-хімічні фактори середовища (температура, 
рН, рівень аерації), тривалість процесу періодич­
ного культивування, швидкість розбавлення сере­
довища при безперервному культивуванні є основ­
ними факторами, які впливають на синтез ЕПС. 

На сьогоднішній день більшість відомих мік­
робних ЕПС одержують на основі вуглеводних 
субстратів. Однак дослідження, проведені протягом 
70—80-х років, продемонстрували можливість роз­
ширення сировинної бази мікробіологічного вироб­
ництва ЕПС за рахунок використання нехарчових 
субстратів (метан, метанол, етанол, етиленгліколь, 
вуглеводні). 

При одержанні мікробних ЕПС як джерело 
азотного живлення використовують мінеральні 
(амонійні солі, нітрати) і органічні (дріжджовий і 
кукурудзяний екстракти, пептон, сечовина) компо­
ненти. У деяких випадках органічний азот, а також 
поєднання органічного і мінерального азоту сприя­
ють підвищеному синтезу ЕПС. 

Лімітування росту продуцентів ЕПС азотним 
джерелом живлення в умовах надлишку вуглецю 
дозволяє направити біосинтетичні процеси в бік 
синтезу ЕПС. 

При одержанні ЕПС на основі С,—С 2-сполук 
існують певні обмеження для збільшення концент­
рації в середовищі метану, метанолу та етанолу. В 
разі метану — це недостатня розчинність його у 
воді і підвищена вибухонебезпечність, у випадку 
метанолу і етанолу — пригнічення життєдіяльності 
клітин високими концентраціями спиртів. У зв'яз­
ку з цим при одержанні ЕПС на основі метанолу і 
етанолу можлива дрібна подача субстрату, при 
використанні метану — зменшення концентрації 
азоту в середовищі з метою підтримання оптималь­
ного співвідношення вуглець/азот. Крім того, при 
культивуванні продуцентів ЕПС на метанолі і ета­
нолі в умовах примусової аерації, коли має місце 
зниження концентрації спиртів у середовищі в 
результаті їхнього виносу з відпрацьованим повіт­
рям, дрібний спосіб подачі субстрату дає мож­
ливість підтримувати концентрацію спиртів на не­
обхідному для оптимального синтезу ЕПС рівні. 

Здебільшого температура і величина рН, опти­
мальні для росту продуцента, є оптимальними і для 
синтезу ЕПС. Однак в деяких випадках зниження 
або підвищення температури культивування проду­
центів відносно оптимальної для їхнього росту при­
зводить до збільшення концентрації синтезованих 
ЕПС. Підтримання значення рН середовища на 
постійному рівні упродовж процесу культивування 
більшості продуцентів також супроводжується під­
вищенням синтезу ЕПС. 

Рівень аерації на початку процесу культиву-
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вання продуцентів ЕПС визначається їхніми фізіо­
логічними особливостями (зокрема, відношенням 
до кисню). Однак по мірі синтезу ЕПС і збіль­
шення в'язкості культу рального середовища вини­
кає потреба в підвищенні рівня аерації і посиленні 
масопереносу. Ці обставини необхідно враховувати 
при виборі конструкції апаратів для культивування 
продуцентів ЕПС, зокрема, типу пристроїв для 
їхнього перемішування. 

Оскільки максимальна швидкість утворення 
ЕПС у більшості продуцентів не збігається в часі з 
досягненням максимальної питомої швидкості їх­
нього росту, безперервний процес одержання ЕПС, 
як правило, проводять при низьких швидкостях 
розбавлення середовища (0,03—0,05 год - 1 ) . 

Умови культивування продуцента суттєво 
впливають не лише на процес синтезу ЕПС, але 
також на склад і фізико-хімічні властивості полі­
сахаридів. В різних умовах вирощування може 
змінюватися хімічний склад ЕПС, їхня молекуляр­
на маса, а також співвідношення декількох полі­
сахаридів. На жаль, не в усіх роботах, присвячених 
вивченню цих питань, є відомості про вплив таких 
змін на реологічні властивості розчинів синтезова­
них ЕПС. Склад і властивості ЕПС залежать від 
таких факторів, як тривалість процесу періодич­
ного культивування, склад середовища (зокрема, 
природа вуглецевого субстрату), рН, температура, 
аерація, швидкість розбавлення середовища і лімі­
туючий фактор при безперервному культивуванні. 
У більшості випадків за різних умов культивування 
основний вуглеводний ланцюг утворюваних ЕПС 
залишається незмінним, а найбільших змін зазна­
ють бічні ланцюги — їхня довжина, склад, ступінь 
розгалуження, а також природа і склад замісників, 
серед яких можуть бути функціональні групи, що 
визначають фізико-хімічні властивості розчинів 
ЕПС. Однак причини, що обумовлюють такі зміни 
складу полісахаридів, а також механізми, які регу­
люють властивості синтезованих ЕПС, залишають­
ся до нинішнього часу практично недослідженими. 

Крім того, зміни складу та властивостей мік­
робних ЕПС у процесі культивування продуцента 
є також маловивченим питанням. Оскільки існуючі 
технології виробництва мікробних ЕПС являють 
собою періодичні процеси, орієнтовані на макси­
мальний вихід ЕПС, а їхній склад у процесі куль­
тивування може змінюватися, то немає гарантій 
одержати продукт з необхідними стабільними вла­
стивостями. Потрібно також додаткове вивчення 
взаємозв'язку фізіологічного стану продуцента зі 
складом і властивостями синтезованих Е П С 

Таким чином, незважаючи на численні дослід­
ження впливу умов культивування на утворення та 
властивості ЕПС, одержання полісахаридів сталого 
складу з очікуваними властивостями залишається 
найважливішим і першочерговим завданням при 
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організації промислового виробництва мікробних 
Е П С 

На основі аналізу літературних і власних екс­
периментальних даних нами розроблено стратегію 
одержання мікробних полісахаридів зі стабільними 
заданими властивостями [163]. Вона базується на 
реалізації чотирьох підходів до регуляції складу, 
фізико-хімічних властивостей і інтенсифікації син­
тезу ЕПС. Два з цих підходів стосуються впливу 
умов культивування на властивості полісахаридів, 
а саме: 

— виявлення в складі ЕПС функціональних 
груп, що визначають їхні фізико-хімічні власти­
вості, і пошук факторів, які забезпечують синтез 
ЕПС з необхідними функціональними групами; 

— дослідження змін складу і властивостей 
ЕПС у процесі культивування продуцента і визна­
чення фази росту, в якій відбувається синтез ЕПС 
з необхідними фізико-хімічними властивостями. 

На основі досліджень впливу умов культиву­
вання на синтез та властивості етаполану розроб­
лено, технологію одержання цього ЕПС, яка дозво­
ляє одночасно збільшити в 4—5 разів кількість 
синтезованого ЕПС і регулювати його фізико-хі­
мічні властивості в залежності від галузі практич­
ного використання [144]. 

Т. P. Pirog, Yu. V. Kuzminskaya 

In f luence of the p r o d u c e r cul t ivat ion c o n d i t i o n s on s y n t h e s i s , p h y s i c a l 

a n d c h e m i c a l proper t i e s of e x o p o l y s a c c h a r i d e s 

S u m m a r y 

Л review represents the data concerning the influence of the 
producer cultivation conditions on the synthesis, physical and 
chemical properties of exopolysaccharides (EPS). The formation of 
microbial EPS (quantity, rate of their synthesis and yield from a 
substrate) depends on the composition of nutrient medium (carbon, 
nitrogen, phosphorus source, their concentration, ratio carb­
on/nitrogen, metal ions), mode of a substrate supply, physical and 
chemical factors (temperature, pH, aeration), duration of a process 
at periodic cultivation, dilution rate under continuous cultivation. 
Different conditions of a producer growth can change chemical 
composition of EPS, their molecular mass and ratio of several 
polysaccharides, that affects rheological properties of EPS solutions, 
determining their practical significance. The necessity of data 
concerning the influence of cultivation conditions on the synthesis, 
physical and chemical properties of EPS for the development of 
biotechnology of obtaining EPS with given stable properties is 
discussed. 

Т. П. Пирог, Ю. В. Кузьминская 

В л и я н и е у с л о в и й к у л ь т и в и р о в а н и я п р о д у ц е н т о в 

э к з о п о л и с а х а р и д о в на и х с и н т е з и ф и з и к о - х и м и ч е с к и е с в о й с т в а 

Р е з ю м е 

Представлены литературные и собственные эксперименталь­
ные данные о влиянии условий культивирования продуцентов 
на синтез экзополисахаридов (ЭПС) и их физико-химические 
свойства. Образование микробных ЭПС (количество синтези­
рованных полисахаридов, скорость их синтеза и выход в 
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зависимости от субстрата) обусловлено составом питатель­
ной среды (природа источника углерода, азота, фосфора, их 
концентрация, соотношение углерод/азот, ионы металлов), 
способом подачи субстрата, физико-химических факторов 
(температура, рН, уровень аэрации), продолжительностью 
процесса периодического культивирования, скоростью разбав­
ления среды при непрерывном культивировании. В различных 
условиях выращивания продуцента может изменяться хими­
ческий состав ЭПС, их молекулярная масса, а также соотно­
шение нескольких полисахаридов, что влияет на реологические 
свойства растворов ЭПС, определяющие практическую значи­
мость этих полимеров. Обсуждается вопрос о необходимости 
использования данных о влиянии условий культивирования на 
синтез и физико-химические свойства ЭПС в биотехнологии 
микробных полисахаридов при разработке технологий получе­
ния ЭПС со стабильными заданными свойствами. 
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