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В условиях потребности отдельных отраслей промышленности в биополимерах с 
различными характеристиками поиск новых микроорганизмов, обладающих высоким 
потенциалом в отношении синтеза высокомолекулярных экзополисахаридов, имеет 
первостепенное значение. В работе исследован бактериальный штамм Pantoea cypripedii 
4А, выделенный методом прямого высева на богатой агаризованной питательной среде, 
как потенциальный продуцент внеклеточных полисахаридов. Данный штамм был 
выделен из лесной подстилки, смешанной с верхним слоем почвы Приокско-Террасного 
заповедника им. М.А. Заблоцкого. Штамм Pantoea cypripedii 4А способен к синтезу ЭПС 
на среде с 5%-ой сахарозой, что было подтверждено реакцией Подобедова – Молиша 
(качественной реакцией на углеводы в среде). Гель-проникающая хроматография 
позволила установить, что изолированный микроорганизм на среде с 5%-ой сахарозой 
продуцирует экзополисахарид с молекулярной массой около 1,69 МДа. Однако, наличие 
двух более низкомолекулярных пиков, может свидетельствовать о том, что получаемый 
продукт по составу может быть неоднороден. Выход сухого биополимера при 
выращивании штамма на минеральной среде с сахарозой в конечной концентрации 5% 
без добавления дополнительных компонентов, как то микроэлементы, составлял 8,5 г/л. 
Одной из важных характеристик ЭПС является вязкость их водных растворов. Измеренная 
динамическая вязкость 10%-го раствора ЭПС, синтезируемого Pantoea cypripedii 4А, 
была 1,728 мПа×с. Несмотря на то, что продукция внеклеточных полисахаридов может 
стимулироваться в стрессовых условиях, ни при пониженном доступе кислорода, ни при 
пониженной температуре биосинтеза ЭПС исследуемым штаммом не наблюдается. 

Ключевые слова: экзополисахариды, Pantoea cypripedii, гель-проникающая хрома тог-
рафия, динамическая вязкость, биотехнологии 

Введение

Экзополисахариды (ЭПС) – это большой класс при-
родных высокомолекулярных углеводных био-
полимеров с уникальными физическими, хи-
мическими, механическими и биологическими 
свойствами. Они являются экологически чистым 
продуктом благодаря своей биоразлагаемости, 
биосовместимости и нетоксичности. Кроме того, 
при их естественном распаде также не образуется 
загрязняющих агентов, что приводит к снижению 
техногенной нагрузки на окружающую среду. Они 
способны растворяться в воде, создавая растворы с 
высокой вязкостью, обладают такими свойствами 

как студнеобразование, загущение, влагоудержа-
ние, стабилизация, эмульгирование и др. (Елинов, 
1984). ЭПС возобновляемы и могут быть перерабо-
таны в волокна, гидрогели, пленки и каркасы, ко-
торые имеют решающее значение при разработ-
ке функциональных биоматериалов (Castellane, 
M.Lemos, & E.Lemos, 2018). Именно все эти выше-
перечисленные свойства способствовали широко-
му применению данных биополимеров в пище-
вой и нефтяной промышленностях, фармацевтике 
и медицине (Guezennec, 2016; Leroy & De Vuyst, 
2016; Leung, Liu, Koon, & Fung, 2006; Matsumoto & 
Kuroyanaqi, 2010; Silva, Lopes Neto, & Cardarelli, 
2019).
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Внеклеточные полисахариды, продуцируемые 
бактериями, по сравнению с растительными и жи-
вотными ЭПС, являются наиболее перспективны-
ми для промышленных нужд, поскольку свойства 
образуемых ЭПС можно регулировать изменени-
ем условий культивирования штаммов-продуцен-
тов, а также выращиванием их на дешевых суб-
стратах, таких как отходы производств (Barcelos, 
Vespermann, Pelissari, & Molina, 2020; Sutherland, 
2005; Середа и др., 2019). Бактериальные ЭПС 
представляют собой огромное разнообразие хи-
мических структур и имеют как гомополимерный, 
так и гетерополимерный состав. Биосинтез ЭПС 
связан с первичным углеводным обменом про-
дуцирующих их клеток (De Vuyst & Degeest, 1999). 
Продукция данных соединений характерна для 
множества микроорганизмов из различных эко-
логических ниш, включая условно-патогенные и 
патогенные для человека штаммы (Banerjee, Rudra, 
Mazumder, Nigam, & Bandopadhyay, 2018; Benit & 
Roslin, 2018; Ostapska, Howell, & Sheppard, 2018). 
Количество внеклеточных полисахаридов, про-
изводимых многими микроорганизмами, слиш-
ком мало для их практического использования. 
Известно лишь несколько видов бактерий, обла-
дающих способностью синтезировать ЭПС в ко-
личествах достаточных для биотехнологическо-
го производства. Среди них штаммы Xanthomonas 
campestris, Bacillus polymyxa, Klebsiella pneumonie 
и Sfi ngomonas elodea являются наиболее изучен-
ными. Это подтолкнуло ученых в последние годы 
к открытию новых микроорганизмов-продуцен-
тов ЭПС, тестированию состава, структуры и ха-
рактеристик новых ЭПС (Andhare, Chauhan, Dave, 
& Pathak, 2014; Roca, Alves, Freitas, & Reis, 2015; 
Trabelsi, Slima, Chaabane, & Riadh, 2015; Мелентьев, 
2017), что также способствовало созданию баз 
данных известных экзополисахаридов (Birch, Van 
Calsteren, Pérez, & Svensson, 2019). Поскольку для 
каждой отрасли требуются биополимеры с различ-
ными характеристиками, то поиск новых бактерий, 
обладающих высоким потенциалом в отношении 
синтеза высокомолекулярных биополимеров, име-
ет первостепенное значение для промышленности.

Целью данной работы являлся поиск, выделе-
ние и характеристика бактериального штамма, 
способного к продукции высокомолекулярных 
экзополисахаридов.

Материалы и методы

В работе использовали бактериальный штамм 
Pantoea cypripedii 4А, полученный методом прямо-
го высева на среду R2A («Panreac», Испания) как 

потенциальный продуцент экзополисахаридов. 
Микроорганизм был выделен из лесной подстил-
ки, смешанной с верхним слоем почвы глубиной 
3-5  см. Образцы подстилки были отобраны мето-
дом конверта в Приокско-Террасном заповедни-
ке имени М.А. Заблоцкого (54.911542, 37.572082) в 
июле 2019г., температура окружающей среды на 
момент отбора проб составляла 23°С, относитель-
ная влажность воздуха – 72%. 

Способность штамма продуцировать экзополиса-
хариды проверяли в жидкой питательной среде 
следующего состава: пептон – 0,2%, K2HPO4 – 0,2%, 
NaCl – 0,2%, MgSO4×7H2O – 0,04%, FeSO4×7H2O  – 

– 0,001%, сахароза – 5%. Культивирование 
вели в течение 24 часов на качалке при 28°С. 
Экзополисахариды из культуральной жидкости 
осаждали тремя объемами изопропанола; полу-
ченный осадок промывали 96%-ным этанолом и 
высушивали до постоянной массы. С полученным 
препаратом проводили качественную реакцию 
на углеводы с -нафтолом (реакция Подобедова – 
Молиша). Для этого навеску препарата (10-20 мг) 
растворяли в 0,5 – 1 мл деионизованной воды. 
К  полученному раствору добавляли 1-2 капли 
0,1%-ного спиртового раствора -нафтола по-
сле чего по стенке пробирки осторожно прили-
вали 0,5 – 2 мл концентрированной серной кис-
лоты. Появление фиолетового кольца на границе 
раздела фаз свидетельствовало о наличие углево-
да в растворе. В качестве положительного контро-
ля использовали 1%-ый раствор глюкозы, отрица-
тельным контролем служила деионизованная вода 
(фиолетовое кольцо не образовывалось).

Измерение динамической вязкости проводи-
ли с использованием экспресс-анализатора кон-
систенции ЭАК-2М (Украина) по протоколу 
фирмы-изготовителя.

Для анализа способности штамма Pantoea cypripedii
4А синтезировать ЭПС в микроаэрофильных усло-
виях в стерильную колбу объемом 50 мл вносили 
45 мл стерильной питательной среды и инокулят 
ночной культуры (в соотношении 1 объем иноку-
лята к 100 объемам среды). Инкубацию вели при 
28°С в течение 7 суток без использования качалки. 
Эксперимент проводили в трех повторах.

Для выделения геномной ДНК штамм выращивали 
на среде 1/10 TSB (Tryptic Soy Broth) фирмы «Sigma-
Aldrich» (США) при 28°С на качалке при 180 об/мин в 
течение 14-16 часов. Геномную ДНК микроорганиз-
мов выделяли с использованием GeneJET Genomic 
DNA Purifi cation Kit («Thermo Scientifi c», США) по 
протоколу фирмы-изготовителя.
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Видовую идентификацию выделенного микро-
организма-продуцента ЭПС осуществляли на ос-
новании определения нуклеотидной последова-
тельности фрагмента гена 16S рРНК, а также, с 
использованием системы MALDI Biotyper (матрич-
но-активированная лазерная десорбция/иониза-
ция) по протоколу фирмы-изготовителя («Bruker 
Daltonics», Германия). Идентификация микроор-
ганизмов с помощью MALDI Biotyper основана на 
сравнении масс-спектров рибосомальных белков 
исследуемого штамма с базой спектров референс-
ных микроорганизмов известных видов. Пробы 
для анализа готовили согласно (De Bruyne et al., 
2011).

Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) осущест-
вляли в амплификаторе GeneAmp PCR System 9700 
(«Applied Biosystems», США). Реакцию проводили в 
стандартных условиях, при конечной концентра-
ции дезоксирибонуклеозидтрифосфатов 200 мкМ 
и 1,5 мМ MgCl2 и 1.5-2.5 единицы DreamTaq поли-
меразы фирмы “Thermo Scientifi c”, Литва. Для ам-
плификации фрагмента гена 16S рРНК использо-
вали олигонуклеотидные праймеры 8f (5'-AGA GTT 
TGA TCM TGG CTC AG-3') и 1492r (5'-TAC GGH TAC 
CTT GTT ACG ACT T-3’) (Weisburg, Barnes, Pelletier, 
& Lane, 1991). Размер амплифицированного фраг-
мента составлял около 1484 п.н. Программа ам-
плификации состояла из начальной денатурации 
(94ºС 5 мин), и 30 циклов (94ºС 30 сек, 55ºС 30 сек, 
72ºС 1 мин) с финальной достройкой в течение 
7 мин при 72ºС.

Электрофорез ДНК проводили в 0,8% агарозном 
геле в 0,5× трис-боратном буфере по стандарт-
ной методике (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989). 
Визуализацию ДНК проводили путем окрашива-
ния геля в растворе бромистого этидия (конечная 

концентрация 0,0005%) при покачивании в тече-
ние 5 минут. 

Нуклеотидную последовательность ДНК опре-
деляли c помощью генетического анализатора 
ABI  3130  xl Analysis System («Applied Biosystem», 
США) по протоколу фирмы производителя. Анализ 
идентичности нуклеотидных последователь-
ностей осуществляли при помощи программы 
BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Молекулярно-массовое распределение и среднюю 
молекулярную массу экзополисахаридов определя-
ли методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) при помощи системы Agilent 
1100 («Agilent Technologies», США) с рефрактоме-
трическим детектором по протоколу фирмы-изго-
товителя. В работе использовали колонку BioSil TSK 
50xl (7,5 × 300 мм) фирмы Bio-Rad (США); элюент – 
0,05М буфер Tris/HCl со скоростью потока 0,5  мл/
мин. Калибровка хроматографической колонки 
осуществлялась по декстранам («Serva», Германия, 
«Pharmacia Fine Chemicals», Швеция) с молекуляр-
ными массами 4000, 500, 110, 40 и 20 кДа, декстри-
нам с массами 1620, 1400, 900 Да («Sigma», США), 
глюкозе и этанолу с молекулярными массами 180 
и 46 Да, соответственно. Результаты калибровки 
представлены на Рисунке 1 и в Таблице 1.

Пробоподготовку образца ЭПС для анализа прово-
дили следующим образом: навеску ЭПС растворяли 
в течение 2 часов в буфере Трис-HCl (0.05М, рН 6,9) 
с добавлением 0.2M хлорида натрия. В результате 
конечная концентрация навески оказалась 1 мг/мл. 
Чтобы избавиться от вероятного осадка, образец 
перед анализом в течение 5 минут был подвергнут 
центрифугированию при 13300 об/мин на настоль-
ной центрифуге PICO17 («Thermo Scientifi c», США).

Таблица 1 
Времена Удерживания Максимума Пика Калибровочных Полимеров

Калибровочный полимер Молекулярная масса, Да Время удерживания, мин Логарифм молекулярной массы

Декстран 4000 4000000 9,50 6,60206

Декстран T500 500000 13,35 5,69897

Декстран T110 110000 15,80 5,041393

Декстран T40 40000 17,35 4,60206

Декстран T20 20000 18,16 4,30103

Декстрин 10 1620 21,07 3,209515

Декстрин 15 1400 21,38 3,146128

Декстрин 20 900 21,95 2,954243

Глюкоза 180 23,02 2,255273

Этанол 46 24,10 1,662758
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Уравнение калибровочной кривой имело вид: 

Y=-0,000940x3 + 0,035653x2 - 0,689983x + 10,755066 , 

где x – время удерживания (RT).

Результаты и их обсуждение

Объектом нашего исследования был бактериаль-
ный штамм 4А, выделенный из лесной подстилки, 
смешанной с верхним слоем почвы методом пря-
мого высева на среду R2A. Данный микроорганизм 
на среде R2A образовывал слизистые колонии, что 
являлось косвенным свидетельством возможности 
продуцировать внеклеточные полисахариды.

Видовую принадлежность исследуемого штамма 
определяли, используя масс-спектрометрическую 
систему MALDI Biotyper, а также путем секвениро-
вания фрагмента гена 16S рРНК. Данные методы 
позволили отнести выделенный микроорганизм 
к виду Pantoea cypripedii. Нуклеотидная последова-
тельность гена 16S рДНК штамма Pantoea cypripedii
4А депонирована в базе данных GenBank под но-
мером MW585400. На Рисунке 2 представлена диа-
грамма эволюционных взаимоотношений штамма 
Pantoea cypripedii 4А с другими представителями 
рода Pantoea на основе нуклеотидных последова-
тельностей их генов 16S рДНК. 

Pantoea spp. широко распространены в приро-
де, они были выделены из почв, различных водо-

емов, растений (как эпифитная, так и эндофит-
ная микрофлора) и других источников (Amellal, 
Burtin, Bartoli, & Heulin, 1998; Silvi, Barghini, 
Aquilanti, Juarez-Jimenez, & Fenice, 2013; Niknezhad, 
Morowvat, Najafpour, Iraji, & Ghasemi, 2018; Sun et 
al., 2020). В последние годы бактерии Pantoea вы-
зывают все больший интерес исследователей бла-
годаря своей способности продуцировать высоко-
молекулярные ЭПС (Silvi et al., 2013; Niknezhad et 
al., 2018).

Для изучения способности изолированного в 
ходе данной работы Pantoea cypripedii 4А про-
дуцировать экзополисахариды, штамм выра-
щивали в течение 24 часов в жидкой питатель-
ной среде (см. раздел «Материалы и методы») с 
сахарозой в качестве единственного источника 
углерода и энергии. Образование внеклеточных 
полисахаридов при выращивании на данной 
среде было подтверждено реакцией Подобедова-
Молиша (общая качественная реакция на угле-
воды). Выход сухого продукта при выращивании 
микроорганизма в питательной среде с 5%-ной 
сахарозой составлял 8,5 г/л, что являлось эконо-
мически более выгодным по сравнению с про-
дукцией ЭПС штаммом Pantoea sp. BM39, вы-
деленного из седиментов Средиземного моря. 
Данный штамм характеризуется высоким уров-
нем синтеза ЭПС, порядка 12 г/л на среде с 10%-
ной сахарозой (Silvi et al., 2013). Кроме более вы-
сокого уровня углевода в среде, Pantoea sp. BM39 
требуется и более многокомпонентная среда для 
культивирования.

Рисунок 1
Калибровочный график зависимости времени удерживания от логарифма молекулярной массы полисахари-
да для хроматографической колонки Bio-Rad TSK50xl (7,5 * 300мм)
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Гель-проникающая хроматография высокого разре-
шения позволила установить молекулярно-массо-
вое распределение и среднюю молекулярную массу 
полученного препарата внеклеточного полисаха-
рида. Образец ЭПС имел высокомолекулярный пик 

(около 1,69 млн Дальтон) на уровне 23% от общей 
площади пиков, а также пик с максимумом в районе 
1750 Да – около 55% площади. Хроматографический 
профиль образца представлен на Рисунке 3, резуль-
тат обработки хроматограммы в Таблице 2.

Рисунок 2
Диаграмма эволюционных взаимоотношений штамма Pantoea cypripedii 4А с другими представителями 
рода Pantoea на основе нуклеотидных последовательностей их генов 16S рДНК. Приведены номера после-
довательностей в GenBank, полужирным шрифтом выделен штамм Pantoea cypripedii 4А. Диаграмма по-
строена с использованием алгоритма Neighbor Join и множественного выравнивания методом MUSCLE в 
программном пакете UGene v.37 (Okonechnikov, K., Golosova, O., Fursov, M., & UGENE team, 2012)

Таблица 2 
Результаты Обработки Хроматограммы Образца Экзополисахарида, Синтезируемого Pantoea cypripedii 4А 

Образец Пик Время удерживания, мин % площади Молекулярная масса, Да

Pantoea 
cypripedii 4А 

1 11,00 23 1690602

2 21,09 55 1749

3 24,14 22 44



ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ШТАММА PANTOEA CYPRIPEDII 4A

75

Одним из основных показателей в описании 
свойств ЭПС является вязкость их растворов. 
Данная характеристика зависит от штамма, син-
тезирующего биополимер, химического соста-
ва, структуры молекулы ЭПС и таких факторов, 
как количество вещества, температура культи-
вирования, рН среды, возможность аэрации и 
т.д. (Гвоздяк, 1989). Измеренная динамическая 
вязкость 10%-ного водного раствора экзополи-
сахарида продуцируемого исследуемым микро-
организмом при температуре 30°С составляла 
1.728 мПа×с, в то время как динамическая вяз-
кость 5%-ного и 1%-ного водных растворов при 
тех же условиях составляла 0.831 и 0.559 мПа×с, 
соответственно.

Известно, что экзополисахариды выполняют за-
щитные функции для бактериальных штаммов-
продуцентов в отношении неблагоприятных 
факторов окружающей среды (повышение и сни-
жение значений рН, температуры, степень аэра-
ции и т.д.) (Пирог, 1997). Поскольку микроорга-
низмы рода Pantoea являются факультативными 
анаэробами, то интерес представляло устано-
вить следующее: как влияют микроаэрофильные 
условия культивирования на биосинтез внекле-
точных полисахаридов используемым в работе 
штаммом. Проведенный эксперимент показал, 
что в условиях низкого доступа кислорода био-
синтеза ЭПС штаммом Pantoea cypripedii 4А не 
наблюдается.

Установлено, что психрофильные штаммы ро-
дов Colwellia sp., Pseudomonas sp. и Phormidesmis
sp. синтезируют биополимеры при низких темпе-
ратурах окружающей среды, которые проявляют 
криопротекторные свойства не только в отноше-

нии самих бактерий-продуцентов, но и для дру-
гих микроорганизмов (Marx, Carpenter, & Deming, 
2009; Carrion, Delgado, & Mercade, 2015; Chrismas, 
Barker, & Anesio, 2016). Исходя из вышесказанно-
го, исследуемый в работе штамм Pantoea cypripedii
4А был проверен на способность к синтезу вне-
клеточных полисахаридов при низких значени-
ях температуры окружающей среды (+6°С) как в 
аэробных, так и в микроаэрофильных условиях. 
Однако в обоих случаях синтеза ЭПС штаммом 
Pantoea cypripedii 4А при низкой температуре не 
наблюдалось.

Заключение

Таким образом, в ходе работы из лесной под-
стилки, смешанной с верхним слоем почвы, был 
выделен штамм Pantoea cypripedii 4А, продуци-
рующий экзополисахарид с молекулярной мас-
сой 1,69 МДа на культуральной среде с 5%-ой 
сахарозой в качестве основного источника угле-
рода. Наличие двух низкомолекулярных пиков 
на хроматограмме молекулярно-массового рас-
пределения свидетельствует о том, что получае-
мый продукт по составу является неоднородным. 
Выход сухого продукта биополимера при дан-
ных условиях культивирования составлял 8,5 г/л. 
Динамическая вязкость 10%-го раствора данного 
продукта была 1,728 мПа×с, что в два раза боль-
ше вязкости 5%-ного раствора этого биополимера 
и в три раза больше соответствующего показате-
ля 1%-ного раствора. Полученные в ходе работы 
данные позволяют рассматривать ЭПС, продуци-
руемый Pantoea cypripedii 4А, как потенциальный 
продукт для применения в различных отраслях 
промышленности.

Рисунок 3
Хроматограмма молекулярно-массового распределения в образце биополимера, синтезируемого штаммом 
Pantoea cypripedii 4А
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Searching for new microorganisms with great potential for the synthesis of high-molecular 
exopolysaccharides possessing some useful traits is very important in the scope of certain 
industries. The bacterial strain Pantoea cypripedii 4A isolated by direct plating on a rich agar 
medium was studied in this work as a potential producer of extracellular polysaccharides. This 
strain was isolated from forest litter mixed with the topsoil of the M.A. Zablotsky Prioksko-
Terrasny Reserve. The Pantoea cypripedii 4A strain is capable of synthesizing EPS that was 
confi rmed by the Podobedov-Molish reaction (a qualitative reaction to carbohydrates in the 
medium) on a medium supplemented with 5% sucrose. Gel permeation chromatography 
confi rmed that the isolated strain produces an exopolysaccharide with a molecular weight of 
about 1.69 MDa on a medium supplemented with 5% sucrose. However, the presence of two lower 
molecular weight peaks may indicate that the resulting product has heterogeneous structure. 
The yield of dry biopolymer when growing the strain on a mineral medium with sucrose at a 
fi nal concentration of 5% without adding additional components, such as microelements, was 
8.5 g/l. One of the important characteristics of EPS is the viscosity of their aqueous solutions. 
The measured dynamic viscosity of a 10% EPS solution synthesized by Pantoea cypripedii 4A 
was 1.728 mPa s. Despite the fact that the production of extracellular polysaccharides is often 
enhanced under stress conditions, neither reduced oxygen concentration, nor low temperature 
conditions did affect the EPS biosynthesis by the studied strain.

Key words: exopolysaccharides, Pantoea cypripedii, gel permeation chromatography, dynamic 
viscosity, biotechnologies
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