
45ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2013, Ò. 75, ¹ 2

УДК 576.8:620.193 � � � � � � � � � � 	 
 � � 
 � � � � � � � � � 	 �
1Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины,  

 ул. Академика Заболотного, 154, Киев МСП, ДО 3680 
2УНЦ «Институт Биологии» КНУ им. Тараса Шевченко,  ул. Академика Глушкова, 2

МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ЭКЗОПОЛИМЕРНОГО КОМПЛЕКСА  

ИЗ ПЛАНКТОНА И БИОПЛЕНКИ  � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �
 22М

Определены оптимальные методы выделения экзополимерного комплекса 
Stenotrophomonas maltophilia 22М, синтезируемые в условиях планктона и биопленки на 
поверхности малоуглеродистой стали. Для изучения состава экзополимера (углеводов и 
белков) желательно использовать разные физические и химические методы в зависимос-
ти от формы роста бактерий. 

Так, для планктонной формы роста наиболее эффективным было взаимодействие с 
ионообменной смолой (9,5 мкг/мл) для определения максимального количества углеводов, и 
воздействие нагреванием для определения белка (3,9 мкг/мл). Для экзополимера биопленки 
с целью получения максимального количества углеодов рекомендуется использовать на-
гревание ( 30 мкг/мл) и центрифугирование (35 мкг/мл). Определения белка в экзополимере 
биопленки рекомендуется проводить после обработки нагреванием (3,75 мкг/мл) и цент-
рифугированием (3, 75 мкг/мл).

Ключевые слова:  экзополимерный комплекс, биопленка, коррозионноактивные бак-
терии. 

Микробные популяции на твердых поверхностях способны к образованию вы-

сокоорганизованных структур – биопленок. Процесс такого формирования начина-

ется с этапа перехода свободно плавающих планктонных форм к прикрепленным. 

С помощью слизистой капсулы, бактерии адгезируются к субстрату и формируют 

микро- и макроколонии. Согласно данным литературы, состав экзополимера план-

ктонных клеток и клеток биопленки отличается [9]. Слизистый матрикс защищает 

биопленку от негативных факторов окружающей среды  (биоцидов, атак фагов, фи-

зико-химического воздействия) [8, 10].  

Для качественного и количественного анализа экзополимера (ЭПК) применяют 

широкий спектр физических и химических методов. Среди физических методов ши-

рокое применение нашли нагревание, центрифугирование, фильтрация, ультразву-

ковая обработка [5]. Химические включают экстракцию химическими реагентами, 

такими как этилендиамин тетрауксусной кислоты (ЭДТА), NaOH, NaOH-формамид, 

уксусная кислота [9]. Анализ литературы показывает необходимость предваритель-

ного подбора соответствующего метода выделения ЭПК для анализа тех или иных 

его компонентов. Так, по данным Pan X. et al. [11], наиболее эффективным методом 

для отделения общего экзополимерного комплекса от клеток применялась обра-

ботка ЭДТА. Для максимального выделения углеводов в составе ЭПК, по данным 

Tapia J. M. et al., эффективно использовался метод нагревания и центрифугирования 

[12].

Изучение состава экзополимерного комплекса биопленок также важно для разра-

ботки методов защиты от микробно индуцированной коррозии.   Stenotrophomonas 

maltophilia является неотъемлемым компонентом коррозионноактивного сооб-

щества и природным ассоциантом ацидофобных тионовых бактерий Thiobacillus 

thioparus. Согласно проведенным ранее исследованиям, формирование биопленки 

ассоциацией S.maltophilia и T. thioparus на поверхности малоуглеродистой стали 

более активное, а скорость коррозии значительно выше, по сравнению с монокуль-

турой T. thioparus [2]. Предполагается, что регулировка продукции гетеротрофными 

бактериями S.maltophilia слизистого экзополимера и его состава поможет сущест-
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венно влиять на коррозионные процессы в грунтах. Для изучения механизмов дан-

ного процесса необходимо подобрать оптимальный метод выделения ЭПК, а также 

определить способ максимального выделения отдельных его компонентов.

Целью нашей работы было сравнительное изучение оптимальных физичес-

ких и химических методов для экстракции ЭПК клеток биопленки и планктона 

S.maltophilia 22М.  

Материалы и методы. Объекты исследования. В эксперименте использовал-

ся штамм Stenotrophomonas maltophilia 22M, выделенный из-за туннелей киевского 

метрополитена на глубине залегания палеогенных и неогенных слоев грунта [3]. 

Изучали ЭПК биопленки, сформированной поверхности малоуглеродистой стали.

Подготовка стальных пластин. Подготовка стальных пластин марки ВСтЗСП 

(40×15 мм) проводилась согласно литературным данным [1]. 

Культивирование S.maltophilia 22M и получение биопленки и планктона. Обра-

ботанные пластины погружали в среду Старки №2 (в г/1000 мл H
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– 0,02), инокулировали 2-х суточной культурой S.maltophilia 22M. Культивировали 

при температуре 28 0С в течении 4 суток.

После культивирования клетки биопленки и экзополимерный матрикс снимали 

со стальных пластин с помощью ультразвука 22 кГц в течении 2 мин на ледяной по-

душке. Планктонные клетки отбирали из культуральной жидкости. Для осаждения 

продуктов коррозии и солей питательной среды образцы биопленки и планктона 

центрифугировали при 1.5 rpm (revolutions per minute) 15 мин (Eppendorf Cenrifuge 

5810R, USA) при температуре 5 0С. После центрифугирования оптическую плот-

ность супернатанта планктона и биопленки приводили к единому показателю 0,2 

(КФК-3-01, Россия), кювета 1,5 мм, λ 540 нм, относительно дистилированой воды). 

Выделение экзополимерного комплекса. Экзополимерный комплекс экстрагиро-

вали из бактериальных культур, используя пять методов: 2 химических (воздействие 

NaOH и формальдегида в комплексе с NaOH); 3 физических (влияние ионообмен-

ной смолы, нагревания, центрифугирования). 

Для отделения ЭПК от клеток биопленки и планктона применяли следующие 

методы (на 10 мл культуральной жидкости):

Воздействие раствором NaOH (2 мл 1н NaOH) при температуре 40С, 3 часа; 

Воздействие 40 % раствором формальдегида (20 мкл), экспозиция 1 час при 40С 

с последующим добавлением 1М NaOH (2,8 мл), экспозиция 3 часа;

Взаимодействие с ионообменной смолой КУ2+ (35 г)  2 часа, температура 40С, 

при постоянном помешивании;

Выдерживание  культуральной жидкости в запаянных ампулах 1 час при 700С.

После обработки вышеуказанными методами образцы центрифугировали 30 мин 

при 11,9 rpm (Eppendorf Cenrifuge 5810R, USA) и температуре 40С. 

При таких же условиях центрифугировали 10 мл необработанной культуральной 

жидкости как биопленки, так и планктона. 

Супернатант фильтровали через мембранные фильтры 0,22 мкм (Syringe Filter 

with 0,2 µm Supor Membrane, PALL, Life Science). Фильтрат диализировали против 

дистилированой воды (1 л /10 мл образца) используя диализные трубки с диаметром 

пор 3.500 MWCO (Sigma, USA) 24 часа. 

Определение углеводного и белкового компонентов ЭПК. Общее количество уг-

леводов определялось фенол-серным методом, стандарт − глюкоза, λ 490 нм, кювета 

1,5 мм [6]. Общее количество белка − методом Bradford (стандарт – бычий альбумин 

(Sigma, USA), λ 590 нм, кювета 1,5 мм [4]. Оптическую плотность определяли с 

помощью спектрофотометра КФК-3-01 (Россия).

Результаты и их обсуждение. Было использовано пять методов экстракции 

ЭПК, сформированных клетками гетеротрофного спутника коррозионноактивных 

бактерий цикла серы S.maltophilia 22M разных форм роста в присутствии малоугле-

родистой стали. 
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Методы воздействия нагреванием и центрифугирование без дополнительной об-

работки оказались наиболее эффективными для определения углеводов в экзополи-

мерном матриксе биопленки S. maltophilia 22M. Так, количество углеводов, выде-

ленное этими методами составляло 30 мкг/мл и 35 мкг/мл соответственно (рис. 1). 

Рис. 1. Содержание общего количества углевода в экзополимерном комплексе  ! " # $ ! % $ & ' $ ( $ # ) * ( ) + ! $ & ' , + , )
 22M разных форм роста при воздействии NaOH 

(1), NaOH с формалином (2), ионообменной смолой (3), нагреванием (4), 

центрифугированием без обработки (5). 

Следует отметить, что использование тех же методов для выделения компонен-

тов экзополимера планктона привело к получению результатов в среднем ниже, чем 

в варианте с экзополимером биопленки (рис. 1). Наиболее эффективным методом 

считали влияние ионообменной смолы (9,5 мкг/мл). 

Обработка выбранными методами с целью выделения и оценки общего белка в 

ЭПК показала, что наиболее эффективным методом для определения состава мат-

рикса биопленки является влияние физических методов – нагревание (3,75 мкг/мл) 

и центрифугирование (3,75 мкг/мл) (рис. 2). Для ЭПК планктона наибольший пока-

затель был отмечен при воздействии нагреванием (3,9 мкг/мл).

Таким образом, для проведения качественного изучения его состава ЭПК необ-

ходимо максимально извлечь все его составляющие, применяя различные методы.

Следует отметить значительную разницу во влиянии одних и тех же методов 

экстракции на ЭПК разного происхождения. По-видимому, это  связано с тем, что 

клетки планктона пребывают в свободном движении, тогда как клетки биоплен-

ки вынуждены находиться в контакте не только с поверхностью, но и, по данным 

Flemming H.-C. [7], формируют очень прочные связи друг с другом, образуя конг-

ломераты. 

При определении общего белка в ЭПК биопленки S.maltophilia 22M  рекоменду-

ется использовать физические методы: нагревание и центрифугирование. Для план-

ктонной формы роста − нагревание и обработка 1н NaOH. 
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Рис. 2. Содержание общего количества белка в экзополимерном комплексе  ! " # $ ! % $ & ' $ ( $ # ) * ( ) + ! $ & ' , + , )
 22M разных форм роста при воздействии NaOH 

(1), NaOH с формалином (2), ионообменной смолой (3), нагреванием (4), 

центрифугированием без обработки(5). 

Необходимо учитывать особенности формы роста микроорганизмов при выделе-

нии ЭПК биопленки, так как степень разрушения связей между клетками, клетками 

и поверхностью может существенно сказаться на качестве и количестве выделенно-

го ЭПК. Таким образом, в данной работе отмечено значительную разницу в эффек-

тивности некоторых методов в зависимости от формы роста. 

Так как экзополимерный комплекс является важным компонентом в механизме 

формировании биопленки, и переход от планктонной формы роста к биопленочной  

является ключевым в коррозионоактивных процессах  − этот комплекс требует бо-

лее детального изучения.   - . / . 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 / . : . : ; < = 1 > 7 ?
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22М

Р е з ю м е

Визначені оптимальні методи виділення екзополімерного комплексу Stenotrophomonas 

maltophilia 22M , що синтезуються в умовах планктону та біоплівки на поверхні маловугле-

цевої сталі. Для вивчення складу екзополімеру (вуглеводів та білків) бажано використовувати 

різні фізичні та хімічні методи залежно від форми росту. Так, для планктонної форми росту 

найбільш ефективною була взаємодія з іонообмінною смолою (9,5 мкг/мл) для визначення 

максимальної кількості вуглеводів і вплив нагріванням для визначення білку (3,9 мкг/мл). 

Для екзополімеру біоплівки з метою отримання максимальної кількості вуглеводів бажано 

використовувати нагрівання (30 мкг/мл) та центрифугування (35 мкг/мл). Визначення білку в 

екзополімері рекомендується проводити після обробки нагріванням (3,75 мкг/мл) та центри-

фугуванням (3,75 мкг/мл).

Ключові слова: екзополімерний комплекс, біоплівка, корозійноактивні бактерії.
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S u m m a r y

The optimal methods for the extraction of exopolymeric complex (EPS) of Stenotrophomonas 

maltophilia 22M was determined. That EPS was synthesized in plankton and biofilm growth mode on 

the mild steel surface. It is desirable to use different physical and chemical methods for studying the 

EPS composition (carbohydrates and proteins) depending on the bacteria growth mode. In this way 

the interaction with ion exchange resin was the most effective for plankton growth mode to determine 

the maximum amount of carbohydrates (9.5 µg/ml), and the impact of heating to determine protein 

(3.9 µg / ml). For EPS biofilm in order to obtain maximum amount of carbohydrate it is desirable to 

use heating (30 µg/ml) and centrifugation (35 µg/ml). It is recommended to determine protein in the 

biofilm EPS after treatment with heating (3.75 µg/ml) and centrifugation (3. 75 µg/ml).

The paper is presented in Russian.

K e y   w o r d s: exopolymeric complex, biofilm, corrosion active bacteria. 

T h e   a u t h o r’s   a d d r e s s: Boretska M.O., Zabolotny Institute of Microbiology and 

Virology, National Academy of Sciences of Ukraine; 154 Acad. Zabolotny St., Kyiv, MSP, D03680, 
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