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В исследовании проведена оптимизация условий культивиро-
вания Azotobacter vinelandii Д-08 на питательных средах с раз-
личным содержанием мелассы – 20, 30, 40 и 50% (по массе). 
Установлено, что максимальное накопление полисахарида на-
блюдается на 72-м ч роста штамма в среде с 50% содержанием 
мелассы, которое составило 13,78 г/л. Результаты метода гель-
хроматографии показали, что полученный полисахарид имеет 
молекулярную массу 0,93532 кДа и 312,5014 кДа. В ходе прове-
дения ИК- спектроскопии Фурье и анализа полученных спектров 
идентифицирован исследуемый полисахарид, который по своим 
характеристическим пикам в областях 923 см−1 и 830 см−1 фура-
нозного кольца соответствует полисахариду левану.
Ключевые слова: Azotobacter vinelandii Д-08, микробный по-
лисахарид, леван, меласса, ИК-спектроскопия.

Optimization of Cultivation Conditions 

of Azotobacter Vinelandii D-08 to Increase 

the Yield of Exopolysaccharide

N. V. Novokuptsev

In current research the optimization of culture conditions Azoto-
bacter vinelandii D-08 on nutrient mediums with different content 
of molasses – 20, 30, 40 and 50% (by weight) was conducted. It 
is established that the maximum accumulation of polysaccharides 
was 13,78 g/l and it was observed at growth of the strain on the 
medium containing 50% molasses for 72 hours. The results of 
the method of gel permeation chromatography showed that the 
obtained polysaccharide has a molecular weight of 0.93532 kDa 
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and 312.5014 kDa. Carrying out of FT-IR-spectroscopy and analysis 
of the obtained spectrum allowed to find characteristic peaks in the 
areas 923 cm−1 and 830 cm−1 that corresponded to the furanose ring 
of the polysaccharide levan.
Key words: Azotobacter vinelandii D-08, microbial polysaccharide, 
levan, molasses, IR-spectroscopy.
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Полисахариды – это природные биополиме-
ры, которые обладают уникальными свойствами 
и имеют широкий спектр применений [1, 2]. Зна-
чительный прогресс был достигнут в развитии 
отрасли по получению микробных внеклеточных 
полисахаридов (экзополисахаридов (ЭПС)), кото-
рые обладают новыми и уникальными промыш-
ленными свойствами [3, 4]. В настоящее время 
особенный интерес представляет использование 
микробных полисахаридов в качестве биологи-
ческого связующего звена с целью получения 
древесных биокомпозиционных материалов 
[5–8]. Исследуемая бактерия Azotobacter vine-
landii способна активно потреблять в качестве 
источника углерода сахарозу [9, 10]. В результате 
при культивировании данного микроорганизма 
на питательной среде, содержащей мелассу как 
источник сахарозы, образуются полисахариды 
[10, 11]. В связи с этим целью нашего иссле-
дования стал подбор условий культивирования 
штамма Azotobacter vinelandii Д-08 на питатель-
ных средах с различным содержанием мелассы 
для максимального накопления полисахарида и 
идентификации его структуры.

Материал и методы

Для поддержания культуры бактерий и 
получения посевного материала A. vinelandii 
Д-08 выращивали в биологических пробир-
ках с использованием плотной агаризованной 
питательной среды следующего состава, г/л: 
KH2PO4 – 0,2; K2HPO4 – 0,8; МgSO4 ∙ 7H2O – 0,2; 
CaSO4 ∙ 7H2O – 0,2; FeCl3 – 0,05; Na2MnO4 – 0,05; 
дрожжевой экстракт – 0,5; сахароза – 20,0; агар-
агар – 20,0, рН среды 6,8–7,2. Продолжитель-
ность культивирования 24 ч при 28°С. 

Для получения инокулята A. vinelandii Д-08 
использовали жидкую cахарозосодержащую 
среду того же состава без агара. Культивирова-
ние осуществляли в конических колбах объемом 
250 мл, содержащих 100 мл среды. Исходным 
посевным материалом являлась культура на ско-
шенной агаризованной среде, с которой делали 
смыв десятью миллилитрами приготовленной 
питательной среды. Суспензией микроорганиз-
мов в количестве 10 мл засевали посевные колбы 
со 100 мл среды. Культивирование A. vinelandii 

проводили в термостатируемом шейкере Environ-
mental shaker – Inkubator ES – 20/60 («BioSan», 
Рига, Латвия) 24 ч при 250 об/мин и температуре 
28°С, pН среды 6,8–7,2. Режим стерилизации 
всех сред 121°С в течение 20 мин.

Осуществляли культивирование в кониче-
ских колбах на 250 мл, содержащих 100 мл среды 
со свекловичной мелассой – 20, 30, 40 и 50% (по 
массе) при внесении посевного материала (ино-
кулята) в количестве 10%.

Измерение рН питательных сред и полу-
ченных культуральных жидкостей бактерии 
A. vinelandii Д-08 проводили потенциометриче-
ским методом с помощью портативного рН meter 
Waterproof марки HI 98129 («Hanna Instruments», 
Германия).

Экзополисахариды выделяются осаждени-
ем из культуральной жидкости. Полисахарид 
может быть осажден из супернатанта добавле-
нием полярного органического растворителя, 
смешивающегося с водой, типа спирта или 
ацетона [12]. 

Для определения количества ЭПС прово-
дили следующие операции: доводили массы 
фильтров до постоянного веса, осаждали ЭПС 
из супернатанта 96 % этиловым спиртом, опре-
деляли массу сухого ЭПС. Для осаждения ЭПС 
брали 5 мл супернатанта, к которому добавляли 
10 мл 96% этилового спирта, выдерживали рас-
твор сутки при комнатной температуре. Далее 
центрифугировали при 6000 об/мин в течение 
15 мин с целью отделения осажденного экзопо-
лисахарида. Надосадочную жидкость сливали. 
К осадку полисахарида добавляли 10 мл 96% 
этилового спирта, тщательно перемешивали 
и снова центрифугировали. Такую операцию 
повторяли два раза. В результате получали 
экзополисахарид от светло-коричневой до кре-
мово-белой окраски. Затем полученный осадок 
экзополисахарида переносили на предвари-
тельно взвешенные и высушенные фильтры и 
высушивали при 105°С до постоянной массы.

Для измерения вязкости культуральной 
жидкости бактерий A. vinelandii использовали 
вискозиметр портативный роторный для опре-
деления вязкости растворов Viscotester VT–04F 
(«RION», Токио, Япония).

Определение молекулярной массы изучае-
мого экзополисахарида проводили методом гель-
фильтрации на установке высокого давления 
KNAUER HPLC Pump 64 («KNAUER», Берлин, 
Германия). Для этого делали разведение получен-
ной культуральной жидкости дистиллированной 
водой в 2 раза с последующим ее центрифугиро-
ванием в течение 15 мин при 7000 об/мин.

Н. В. Новокупцев. Оптимизация условий культивирования Azotobacter vinelandii Д-08 
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ИК-спектроскопию Фурье проводили с це-
лью подтверждения природы полисахарида [13, 
14]. Выделенный и очищенный полисахарид, 
культуральная жидкость и КВr подвергались до-
полнительному высушиванию в течение 12–16 ч 
при 60 °С. Брали навеску 2–4 мг выделенного и 
очищенного биополимера культуральной жидко-
сти и 100 мг КВr и измельчали в агатовой ступке. 
Переносили полностью в пресс-форму для из-
готовления таблеток. Прессовали при помощи 
ручного гидравлического пресса при давлении 
210 бар в течение 15 минут. Спектры регистри-
ровались на приборе ИК-фурьеспектрометр IR 
Prestige – 21 («Shimadzu Corporation», Токио, 
Япония) и обрабатывались с помощью програм-
мы IRsolution.

Результаты и их обсуждение

Нами установлено, что при культивировании 
исследуемого штамма содержание полисахарида 
возрастает (рис. 1, 2).

Рис. 1. Динамика накопления полисахарида в культураль-
ной жидкости при культивировании A.vinelandii Д-08 при 

250 об/мин и температуре 28 °С

Рис. 2. Динамика изменения рН культуральной жидкости 
при культивировании A.vinelandii Д-08 при 250 об/мин 

и температуре 28 °С

pH

Наибольшее накопление полисахарида на-
блюдается к 72 ч культивирования во всех опы-
тах. При этом максимальное накопление было 

установлено в среде, содержащей 50% мелассы, 
которое составило 13,78 г/л, что объясняется 
наибольшим содержанием сахарозы в данной 
среде (см. рис. 1). 

Известно, что образование левана проис-
ходит за счет фермента левансахаразы, который 
гидролизует сахарозу на фруктозу и глюкозу. 
Фруктоза переносится на полимерную цепь, об-
разуя полисахарид леван, а глюкоза включается 
в процессы метаболизма ‒ используется для пи-
тания штамма A. vinelandii Д-08 и окисляется с 
образованием органических кислот [15]. В связи 
с этим снижется рН среды. Данные хромато-
граммы, полученной методом гель-фильтрации, 
показали, что синтезирован полисахарид с двумя 
разными молекулярными массами. Молекуляр-
ная масса первого пика составила 312,5014 кДа, 
второго пика – 0,93532 кДа. 

Для идентификации исследуемого полиса-
харида использован метод ИК-спектроскопии 
Фурье. Известно, что бактерии A. vinelandii 
являются продуцентами левана и альгината [16]. 
Согласно паспорту штамма, выданного Всерос-
сийской коллекцией промышленных микроорга-
низмов, A. vinelandii Д-08 при культивировании 
на стандартной среде продуцирует леван. Одна-
ко в своей работе мы использовали нестандарт-
ную среду, и чтобы убедиться в том, что и при 
этих условиях штамм синтезирует полисахарид 
леван, с учетом, что метод ИК-спектроскопии 
является одним из самых эффективных для 
идентификации веществ, мы провели сравни-
тельный анализ Фурье ИК-спектров левана, 
выделенного из культуральной жидкости и 
коммерческого препарата альгината. Полученные 
результаты представлены на рис. 3. Как видно из 
рис. 3, кривые 1, 2, в ИК-спектрах альгината и ле-
вана имеются полосы поглощения, характерные 
для всех полисахаридов – 3000‒3500 см−1 (ко-
лебания ОН-групп), 2900‒2950 см−1 (колебания 
СН2-групп), 1010‒1050 см−1 (колебания С-О-С 
групп сахаров). В то же время в ИК-спектрах 
альгината (см. рис. 3, кривая 1) наблюдаются 
полосы поглощения в области 1616 и 1419 см−1, 
обусловленные присутствием карбоксилат-
ионных групп, характерных для альгинатов. В 
ИК-спектрах левана эти полосы отсутствуют, 
но четко прослеживаются пики поглощения в 
области 923 и 830 см−1, обусловленные коле-
баниями ν(СО) групп и свидетельствующие о 
присутствии фуранозного кольца, характерного 
для левана [17–21].

Таким образом, сравнительный анализ ИК-
спектров левана и альгината показал, что при 
культивировании бактерий A. vinelandii Д-08 на 

Продолжительность  культивирования, ч

Продолжительность  культивирования, ч
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средах, содержащих отходы перерабатывающей 
промышленности, образуется полисахарид ле-
ван и наибольшее его количество синтезируется 
через 72 ч от начала культивирования на среде 
с содержанием мелассы 50%.

Работа выполнена в рамках фундаменталь-
ной НИР 53/45-14 «Создание высокопродуктив-
ных штаммов бактерий и получение на их основе 
биокомпозиционных материалов», поддержан-
ной Правительством РФ [15.684.2014K] от 17 
июля 2014 г.
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БОГДИНСКО-БАСКУНЧАКСКОГО ЗАПОВЕДНИКА

М. Ю. Воронин1, К. А. Гребенников2, А. С. Сажнев3, С. И. Белянина4, 

Е. Ю. Мосолова1, З. О. Алиева1, Ю. В. Белоногова3
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В результате впервые проведенного исследования макрозо-
обентоса гипергалинных водоемов (р. Горькая и прибрежная 
зона оз. Баскунчак) Богдинско-Баскунчакского заповедника 
(Астраханская область) отмечено 14 таксонов: полужесткокры-
лых – 3 (из семейства Corixidae: Cymatia rogenhoferi (Fieber, 
1864), Paracorixa concinna (Fieber, 1848) и Sigara assimilis (Fieber, 
1848)), хирономид – 2 (Baeotendipes noctivaga Kieffer, 1911, 
Orthocladius sp.), прочих двукрылых – 4 (личинки представите-
лей семейств Limoniidae, Dolichopodidae, Ephydridae и Tabanidae 
(род Chrysops)), жесткокрылых – 5 (Dytiscidae: Cybister 
(s. str.) lateralimarginalis (DeGeer, 1774) и Dytiscus circumflexus 
Fabricius, 1801, Helophorus (Rhopalohelophorus) kirgisicus Knisch, 
1914 (Helophoridae), Berosus (Enoplurus) frontifoveatus Kuwert, 
1888 (Hydrophilidae) и Ochthebius (s. str.) zugmayeri Kniz, 1909 
(Hydraenidae)).
Ключевые слова: гипергалинные водоемы, макрозообен-
тос, Богдинско-Баскунчакский заповедник.

Macrozoobenthos of Hyperhaline Waterbodies 

of Bogdino-Baskunchakski Nature Reserve

M. Yu. Voronin, K. A. Grebennikov, A. S. Sazhnev, 

S. I. Belianina, E. Yu. Mosolova, 

Z. O. Alieva, Yu. V. Belonogova

Macrozoobenthos assay carried out in hyperhaline waterbodies 
(Gor’kaya river and Lake Baskunchak littoral) of Bogdino-Baskunchakski 
nature reserve yielded 14 taxa: bugs – 3 (from family Corixidae: Cy-
matia rogenhoferi (Fieber, 1864), Paracorixa concinna (Fieber, 1848) 
and Sigara assimilis (Fieber, 1848)), chironomids – 2 (Baeotendipes 
noctivaga Kieffer, 1911, Orthocladius sp.), other dipterans – 4 (Limo-
niidae, Dolichopodidae, Ephydridae and Tabanidae (род Chrysops) 
larvae), beetles – 5 (Dytiscidae: Cybister (s. str.) lateralimarginalis 
(DeGeer, 1774) and Dytiscus circumflexus Fabricius, 1801, Helophorus 
(Rhopalohelophorus) kirgisicus Knisch, 1914 (Helophoridae), Berosus 
(Enoplurus) frontifoveatus Kuwert, 1888 (Hydrophilidae) and Ochthebius 
(s. str.) zugmayeri Kniz, 1909 (Hydraenidae)).
Key words: hyperhaline waterbodies, Macrozoobenthos, Bogdino-
Baskunchakski nature reserve.
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