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Особливості синтезу мікробного полісахариду 
етаполану на суміші фумарату та меляси
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	 Показано можливість заміни глюкози під час культивування продуцента екзополісахариду 
(ЕПС) етаполану Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на суміші фумарату і С

6
-сполук на дешевший суб-

страт мелясу. Найвищі показники синтезу ЕПС на суміші фумарату (1,8%) і меляси (0,5% за 
вуглеводами) спостерігалися у разі виключення з середовища культивування джерела мінераль-
ного азоту і використання посівного матеріалу, вирощеного на моносубстраті глюкозі.
	 Ключові слова: мікробний полісахарид етаполан, міксотрофний ріст, суміш ростових суб-
стратів, біосинтез.
	 Показана возможность замены глюкозы при культивировании продуцента экзополисахарида 
(ЭПС) этаполана Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 на смеси фумарата и С

6
-соединений на болеe 

дешевый субстрат мелассу. Максимальные показатели синтеза ЭПС на смеси фумарата (1,8%) 
и мелассы (0,5% по углеводам) наблюдались при исключении из среды культивирования источ-
ника минерального азота и использовании посевного материала, выращенного на моносубстра-
те глюкозе.
	 Ключевые слова: микробный полисахарид этаполан, миксотрофный рост, смесь ростовых 
субстратов, биосинтез.
	 The possibility of replacing the glucose under cultivation of producer exopolysaccharide (EPS) 
ethapolan Acinetobacter sp. IMV B-7005 on mixture of fumarate and C

6
-compounds on cheaper substrate 

molasse was shown. The highest rates of EPS synthesis on mixture of fumarate (1,8%) and molasses 
(0,5% carbohydrates) were observed in the case of the exclusion of the mineral nitrogen source from 
medium cultivation and using inoculum grown on monosubstrate glucose. 
	 Key words: microbial polysaccharide ethapolan, mixotrophic growth, mixture of growth substrates, 
biosynthesis.

У попередніх дослідженнях 
[3] було показано можли-

вість синтезу мікробного екзо-
полісахариду (ЕПС) етапола-
ну (продуцент Acinetobacter 
sp. ІМВ B-7005 на суміші фу-
марату натрію і глюкози. Мак-
симальний синтез етаполану 
(9,3-9,5 г/л) на суміші фума-
рату (енергетично надлишко-
вий субстрат) і глюкози (енер-
гетично дефіцитний субстрат) 
відзначався за молярного 
співвідношення концентрацій 
фумарату і глюкози 4:1, спів-
відношення С/N 70,5 і вико-
ристанні інокуляту, вироще-
ного на глюкозі. 
	 У працях [1, 2] ми показа-
ли, що у процесі росту штаму 
ІМВ В-7005 на суміші ацета-
ту і С

6
-сполук глюкоза може 

бути замінена на мелясу. Не-
обхідність такої заміни була 
зумовлена тим, що при реалі-

зації біотехнологій у промис-
ловому масштабі перевага на-
дається дешевим субстратам, 
які, як правило, є відходами 
інших виробництв (харчових, 
хімічних та ін.). 
	 Меляса якраз і є таким 
продуктом – відходом цукро-
вого виробництва. Це сиропо-
подібна рідина темно-бурого 
кольору зі специфічним за-
пахом, яка містить у своєму 
складі крім води та мінераль-
них речовин ще й близько 9 % 
азотистих сполук та 58-60 % 
цукрів, що робить її чудовим 
субстратом для вирощуван-
ня мікроорганізмів. Відомо, 
що у біотехнології мелясу ви-
користовують для виготовлен-
ня спирту, глютамінової та ли-
монної кислот, а також для ви-
рощування хлібопекарських 
та кормових дріжджів [5]. У 
даній технології буде переві-

рена можливість ще одного за-
стосування меляси у біотехно-
логічному виробництві – для 
синтезу промислово цінного 
продукту – екзополісахариду 
етаполану. У зв’язку зі своїми 
емульгувальними властивос-
тями та здатністю змінювати 
реологічні властивості водних 
систем етаполан може бути ви-
користаний у різних галузях 
промисловості, зокрема: на-
фтовидобувній (для ізоляції 
припливу пластових вод, що 
збільшує видобуток нафти та 
істотно зменшує її обводнен-
ня); хімічній промисловос-
ті та косметології (для вироб-
ництва кремів та миючих за-
собів); рослинництві (для за-
хисту рослин від вірусу тютю-
нової мозаїки та Х-вірусу кар-
топлі); харчовій промисловос-
ті (для виробництво хліба із 
борошна нижчого ґатунку зі 
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Середовище культиву-
вання Субстрат ЕПС, г/л ЕПС-синтезувальна здат-

ність, г ЕПС / г біомаси

1
(без NH4Cl)

Фумарат + глюкоза 9,3±0,45 11,6±0,58

Фумарат + меляса 10,5±0,50 6,5±0,32

2
(без NH4Cl) Фумарат + меляса 11,0±0,55 15,7±0,78

Таблиця 1
Синтез етаполану за умов росту Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 

на суміші фумарату і С6-сполук

Примітка. Інокулят вирощений на середовищі 1.

зменшеним вмістом клейко-
вини) [3].
	 Мета даної роботи – дослі-
дити можливість заміни глю-
кози на мелясу під час куль-
тивування продуцента ета-
полану на суміші фумарату і 
С

6
-сполук і встановити умови 

культивування, що забезпечу-
ють підвищення синтезу полі-
сахариду на цьому змішаному 
субстраті.
	 Як об’єкт досліджень ви-
користовували ЕПС-синтезу-
вальний штам бактерій 
Acinetobacter sp. 12S, депоно-
ваний в Депозитарії Інститу-
ту мікробіології і вірусології 
НАН України за номером ІМВ 
В-7005.
	 Культивування бактерій 
здійснювали в колбах на ка-
чалці (300 об/хв.) при 300С 
упродовж 144 год. на рідких 
мінеральних середовищах та-
кого складу (г/л): середови-
ще 1: КН

2
РО

4
 – 3; NH

4
Cl – 

0,4; MgSO
4
–7H

2
O – 0,4; CaCl

2
 

–2H
2
O – 0,1; FeSO

4
 – 7H

2
O – 

0,001; середовище 2: КН
2
РО

4
 

– 3; MgSO
4
–7H

2
O – 0,4; CaCl

2
 

– 2H
2
O – 0,1; FeSO

4
 – 7H

2
O 

– 0,001. У середовища додат-
ково вносили 0,5% (об’ємна 
частка) дріжджового автолі-
зату, 0,0006% (масова частка) 
пантотенату кальцію (вітамін 
В

5
), ністатин та стрептоміцин 

у концентрації 400 мкг/мл.
	 Як джерело вуглецю та 
енергії використовували су-
міш фумарату натрію (1,8%, 
масова частка) і меляси (0,5% 
за вуглеводами), а також су-
міш фумарату натрію і глюко-
зи (1,8% та 0,5% відповідно). 
Фумарат натрію вносили у се-

редовище у вигляді 10%-ного 
розчину.
	 Початкове рН середови-
ща становило 7,0 (перед вне-
сенням посівного матеріа-
лу середовище підлужнювали 
10%-ним розчином калій гід-
роксиду).
	 Для запобігання піноутво-
рення в кожну колбу вноси-
ли 0,1 мл емульсії піногасни-
ка (на 100 мл середовища).
	 Як посівний матеріал вико-
ристовували культуру з експо-
ненційної фази росту (24 – 48 
год.), вирощену на середови-
щах 1 та 2, які як джерело вуг-
лецю та енергії містили глюко-
зу (0,5%), мелясу (0,5%), фу-
марат (0,7%) та суміш фумара-
ту і меляси (0,56 і 0,063% від-
повідно). Концентрація іноку-
ляту становила 10%.
	 Концентрацію біомаси ви-
значали за оптичною густиною 
клітинної суспензії з наступ-
ним перерахунком на абсолют-
но суху біомасу (АСБ) у відпо-
відності з калібрувальним гра-
фіком.
	 Кількість синтезованого 
етаполану визначали ваговим 
методом. Для цього до певно-
го об’єму культуральної ріди-
ни (зазвичай 10-15 мл) дода-
вали 1,5-2 об’єми ізопропа-
нолу. Осад ЕПС переносили 
на попередньо зважений на 
аналітичних вагах паперовий 
фільтр і висушували упро-
довж доби при кімнатній тем-
пературі.
	 ЕПС-синтезувальну здат-
ність визначали як відношен-
ня кількості синтезованих 
ЕПС до АСБ та виражали в г 
ЕПС/г АСБ.

	 Зазначимо, що літературні 
і наші власні експерименталь-
ні дані свідчать про перспек-
тивність використання сумі-
ші ростових і неростових суб-
стратів для інтенсифікації як 
росту мікроорганізмів, так і 
синтезу практично цінних ме-
таболітів [4]. Причому до не-
давнього часу у літературі в 
основному були відомості про 
підвищення тільки синтезу бі-
омаси на змішаних субстра-
тах, і стосувалися вони достат-
ньо обмеженої групи мікроор-
ганізмів, які є об’єктами кон-
кретних промислових техно-
логій. Це насамперед дріжджі 
Saccharomyces cerevisiae, мо-
лочнокислі бактерії, бактерії-
деструктори важкодоступних 
органічних сполук. І на тепе-
рішній час основні досліджен-
ня з цієї проблеми присвяче-
ні дріжджам-сахароміцетам 
у зв’язку з використанням їх 
для одержання біоетанолу з 
рослинної біомаси. У даному 
разі основні зусилля дослід-
ників спрямовані на вирішен-
ня проблеми одночасної ути-
лізації дріжджами глюкози і 
ксилози. Разом з тим остан-
німи роками з’явилися дані 
про інтенсифікацію синтезу 
на змішаних субстратах амі-
нокислоти валіну (продуцент 
Corynebacterium glutamicum 
[6]), антибіотика пеніцилі-
ну (продуцент Penicillium 
chrysogenum [8]). Цікаво за-
значити, що на сьогодні рос-
линна біомаса розглядається 
не тільки як перспективний 
субстрат для одержання біо-
етанолу, а й як сировина для 
виробництва мікробного полі-
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сахариду ксантану (продуцент 
Xanthomonas campestris) [7]. 
У зв’язку з цим проводяться 
дослідження росту і синтезу X. 
campestris на суміші глюкози і 
ксилози, а також встановлен-
ня умов культивування бакте-
рій, які б забезпечили макси-
мальну трансформацію вугле-
цю обох вуглеводів у поліса-
харид [7]. Проте дотепер авто-
рам не вдалося вирішити про-
блему ефективного засвоєння 
X. сampestris ксилози з сумі-
ші з глюкозою. Разом з тим за 
умов росту продуцента на су-
міші глюкози і ксилози синте-
зувався ксантан з покращени-
ми реологічними властивостя-
ми [7].
	 На першому етапі ми дослі-
джували синтез етаполану на 
суміші фумарату і глюкози, фу-
марату і меляси з використан-
ням посівного матеріалу, виро-
щеного на глюкозі (табл. 1). 
	 Як видно з наведених у та-
блиці 1 даних, заміна глюко-
зи на мелясу у середовищі 1 
супроводжувалася незначним 
(на 8-9%) підвищенням кіль-

кості синтезованого етапола-
ну, проте у цьому разі спосте-
рігали суттєве зростання рівня 
біомаси, що призвело до зни-
ження ЕПС-синтезувальної 
здатності майже у два рази (з 
11,6 до 6,5 г ЕПС/ г біомаси). 
	 Ми припустили, що це яви-
ще зумовлене наявністю у се-
редовищі 1 як мінерально-
го джерела азоту (у вигляді з 
NH

4
Cl), так і азоту, що вхо-

дить до складу меляси. Відо-
мо, що меляса містить до 1,8% 
азоту, третя частина якого пе-
ребуває у формі бетаїну, що 
практично не засвоюється мі-
кроорганізмами. Отже, кон-
центрація доступного для бак-
терій азоту меляси становить 
близько 0,8-1,2%. Врахову-
ючи концентрацію меляси у 
середовищі культивування 
Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 
(0,5% за вуглеводами), вміст 
«мелясного» азоту (за елемен-
том N) середовищі 1 стано-
вить 0,1 г/л. Така сама кіль-
кість азоту міститься в 0,4 г/л 
NH

4
Cl. Отже, рівень біомаси за 

умов росту продуцента етапо-

лану на середовищі 1 з фума-
ратом і мелясою повинен бути 
удвічі вищим, ніж на аналогіч-
ному середовищі з фумаратом і 
глюкозою. Власне, ці теоретич-
ні розрахунки й були підтвер-
джені експериментально (див. 
табл. 1).

Таким чином, для підви-
щення ефективності синтезу 
етаполану у разі використан-
ня як субстрату суміші фума-
рату і меляси культивування 
Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 
слід здійснювати на середови-
щі 2, яке не містить мінераль-
ного джерела азотного жив-
лення. Наступні досліджен-
ня підтвердили цей висновок. 
Дані, наведені у таблиці 1, за-
свідчують, що під час вирощу-
вання продуцента етаполану 
на середовищі 2 з фумаратом 
і мелясою ЕПС-синтезувальна 
здатність підвищувалася у 2,4 
рази порівняно з культиву-
ванням на середовищі 1. 
	 У таблиці 2 наведено дані 
відносного збільшення показ-
ників росту і синтезу етапола-
ну на середовищі 2 за викорис-

Джерело вуглецю у 
середовищі для 

одержання інокуляту
АСБ, % від контролю ЕПС, % від контролю ЕПС-синтезувальна 

здатність, % від контролю

Глюкоза 37±1,8 105±5,3 284±14,2

Меляса 57±2,8 114±5,7 196±9,8

Фумарат 54±2,7 118±5,9 217±10,8

Фумарат + меляса 76±3,8 110±5,5 139±6,9

Таблиця 2
Зміна показників синтезу етаполану на безазотному 

середовищі з фумаратом і мелясою

Примітка. За 100 % прийнято показники росту і синтезу ЕПС на середовищі 1. Інокулят вирощений на середовищі 2.

Джерело вуглецю у 
середовищі для 

одержання інокуляту
ЕПС, % від контролю ЕПС-синтезувальна 

здатність, % від контролю

Меляса 110±5,5 57±2,8

Фумарат 115±5,7 62±3,1

Фумарат + меляса 115±5,7 55±2,7

Таблиця 3
Залежність синтезу етаполану на суміші фумарату і меляси від способу 

підготовки посівного матеріалу

Примітка. Культивування і одержання інокуляту здійснювали на середовищі 2. За 100% прийнято показники рос-
ту і синтезу ЕПС у разі використання глюкози як джерела вуглецю для одержання посівного матеріалу. 
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ної якості. 
	 Ці дані ще раз підтверджу-
ють, що виключення з серед-
овища культивування проду-
цента етаполану мінерально-
го джерела азотного живлення 
супроводжувалося знижен-
ням рівня біомаси і підвищен-
ням показників синтезу полі-
сахариду. Причому така зако-
номірність спостерігалася не-
залежно від способу підготов-
ки посівного матеріалу. 
	 Виявилось цікавим, що 
найвища ЕПС-синтезувальна 
здатність була досягнута у разі 
використання інокуляту, ви-
рощеного на глюкозі, а най-
нижча – із застосуванням по-
сівного матеріалу, одержано-
го на середовищі з фумара-
том і мелясою. У даних екс-
периментах посівний матері-
ал вирощували на середови-
щі 1. Оскільки на середови-
щі 2 (без мінерального азоту) 
показники синтезу етапола-
ну підвищувалися порівняно 
з культивуванням бактерій на 
середовищі 1, ми припустили, 
що можна досягти ще більшої 
ефективності процесу, якщо 
з середовища для одержання 
посівного матеріалу виключи-
ти мінеральний азот. Отже, на 
наступному етапі визначали 
оптимальний спосіб підготов-
ки посівного матеріалу, що за-
безпечує максимальний син-
тез етаполану на суміші фума-
рату і меляси (табл. 3).
	 Як видно з наведених у та-
блиці 3 даних, у разі викорис-
тання інокуляту, вирощеного 
на мелясі, фумараті або їх су-
міші, спостерігали підвищен-
ня на 10-17 % кількості син-
тезованого етаполану, про-
те у цьому разі суттєво (на 

38-45%) знижувалася ЕПС-
синтезувальна здатність по-
рівняно із застосуванням по-
сівного матеріалу, вирощено-
го на глюкозі. 

	 ВИСНОВКИ
	 Отже, в результаті прове-
деної роботи встановлено, що 
за умов росту Acinetobacter sp. 
ІМВ В-7005 на суміші фума-
рату і меляси кількість син-
тезованого етаполану збіль-
шується на 8-9 % порівня-
но з культивуванням на сумі-
ші фумарату та глюкози, тоб-
то використання дешевшо-
го субстрату є вигіднішим для 
виробництва. Вилучення дже-
рела мінерального азоту із се-
редовища культивування су-
проводжувалося зниженням 
у два рази рівня біомаси, під-
вищенням кількості синтезо-
ваного етаполану на 5-18%, а 
ЕПС-синтезувальної здатнос-
ті – на 39-184%. Найвищі по-
казники синтезу етаполану на 
суміші фумарату і меляси до-
сягалися у разі використання 
інокуляту, вирощеного на мо-
носубстраті глюкозі.
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