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Выделен экзополисахарид Streptococcus thermophilus. Подо-
браны условия культивирования бактерий для максималь-
ного выхода экзополисахарида. Бактериальную культуру 
S. thermophilus инкубировали в течение 48 часов в жидкой пи-
тательной среде А. Welman при 38 °С, 180 об/мин на термоста-
тируемом шейкере-инкубаторе. В качестве источника углерода 
были использованы сахароза, лактоза и глюкоза. Для проду-
цирования экзополисахарида наилучшим источником углерода 
оказалась сахароза. Выделение экзополисахарида проводили 
по методу J. Cerning в нашей модификации. Очистку выде-
ленного ЭПС от низкомолекулярных соединений осуществля-
ли с помощью гель-фильтрации на колонке с наполнителем 
Sеphadex G-50. Экзополисахарид S. thermophilus не содержал 
в своем составе белок, нуклеиновые кислоты и клетки про-
дуцента. Наличие белка определяли методом М. Бредфорд, 
содержание нуклеиновых кислот – на cпектрофотометре при 
260 нм, отсутствие бактерий в препарате контролировали пу-
тем микроскопирования по методу Грама. Изучали влияние вре-
мени культивирования S. thermophilus на продукцию экзополи-
сахарида, выход которого определяли фенол-серным методом. 
Было показано, что максимальная продукция ЭПС совпадала с 
максимальным ростом культуры стрептококка и приходилась на 
стационарную фазу роста.
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В последние годы большое внимание уде-
ляется экзополисахаридам (ЭПС) микробного 
происхождения в связи с их физиологической 
значимостью в организме человека и животных 
и возможностью применения в различных от-
раслях народного хозяйства [1–4]. Продуцента-
ми ЭПС являются микроорганизмы различных 
родов и видов [5–9]. Среди них менее изученны-
ми являются молочнокислые бактерии [10–11].

Целью данной работы явилось выделение 
экзополисахарида Streptococcus thermophilus и 
изучение продукции ЭПС в зависимости от ис-
точника углерода и времени культивирования.

Материалы и методы

Объектом исследования явилась культура 
Streptococcus thermophilus, которая была получе-
на из ФГБНУ «Всероссийский научно-исследова-
тельский институт молочной промышленности» 
(г. Москва).

Культивирование Streptococcus thermophilus 
проводили при 38 °С в течение 48 ч на термо-
статируемом шейкере-инкубаторе ES-20 (Лит-
ва) при 180 об/мин на среде А. Welman [12]. 
Выделение осуществляли по методу J. Cerning 
[13] в нашей модификации. Очистку ЭПС про-
водили методом гель-фильтрации на колонке 
c носителем Sephadex G-50. .Наличие белка 
определяли методом М. Бредфорд [14], содержа-
ние нуклеиновых кислот на cпектро фотометре 
«Cary 100 Scan» («Varian», США) при 260 нм 
[15], концентрацию углеводов – фенол-серным 
методом [16].

Результаты и их обсуждение

Выделение ЭПС проводили методом J. Cer-
ning [13] в нашей модификации. Для этого бак-
терии S. thermophilus выращивали на среде 
A. Welman при 38 °С, при 180 об/мин на шейкере-
инкубаторе в течение 48 ч. Затем культуральную 
жидкость центрифугировали при 3000 g в тече-
ние 30 мин. Осадок биомассы удаляли, а осво-
божденную от клеток продуцента культуральную 
жидкость упаривали на роторном испарителе 
N-1100VWD (Япония). Отсутствие бактерий на 
данном этапе контролировали путем микроско-
пирования методом Грама. Затем ЭПС осаждали 
двойным объемом 96%-ного этилового спирта. 
Полученный концентрат растворяли в неболь-
шом количестве дистиллированной воды, далее 
центрифугировали при 3000 g в течение 30 мин и 
осаждали двойным объемом 96%-ного этилового 
спирта. Процедуру центрифугирования и пере-
осаждения повторяли еще 2 раза. Дальнейшую 
очистку проводили методом гель-фильтрации на 
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колонке, используя в качестве носителя Sepha-
dex G-50. В качестве элюента использовали 1М 
CH3COOH, рН 5,5 (рисунок). Выделенный ЭПС 
после высушивания (сушка лиофильная, COOL-
SAF 55-4 SISTEM, ScanLaf, Дания) представлял 
собой порошок светло-коричневого цвета, без 
запаха, не имеющий в своем составе белка, ну-
клеиновых кислот и клеток продуцента.

Хроматограммы экзополисахарида S. thermophilus (1, 
490 нм), пигмента (2) , примесей, не дающих реакцию 
фенол-серным методом при 490 нм (3) на колонке с 
Sephadex G-50. V0 = 35. Буфер уксуснокислый 1М 

(рН 5,5). Скорость элюции 1,0 мл/мин

Из литературных данных известно [17, 18], 
что на биосинтез ЭПС оказывает влияние наличие 
разных источников углерода в среде культивиро-
вания. Для молочнокислых бактерий такими ис-
точниками углевода являются глюкоза, сахароза, 
лактоза, а также комбинации этих сахаров.

Исходя из этого изучали влияние данных 
углеводов на продукцию ЭПС S. thermophilus. 
Было показано (таблица), что при выращивании 
стрептококка на среде с глюкозой выход ЭПС 
составлял 1,5 г/л. При внесении в среду культи-
вирования лактозы продукция ЭПС была равна 
1,7 г/л. При добавлении же сахарозы в среду куль-
тивирования продукция ЭПС увеличивалась до 
2,3 г/л. Имеются работы [19], свидетельствующие 
о том, что и для других бактерий, в частности 
ксантомонад, наилучшим источником углерода 
для продукции ЭПС также являлась сахароза.

Влияние углеводов на продукцию ЭПС 
S. thermophilus

Углевод Продукция ЭПС, г/л
Глюкоза 1,5±0,4
Лактоза 1,7±0,2
Сахароза 2,3±0,2

В литературе встречаются сведения о том, 
что продукция ЭПС у некоторых молочнокислых 
бактерий совпадает с ростом самой культуры 

1
2

3

[20]. Для изучения влияния времени культивиро-
вания на продукцию ЭПС строили кривую роста 
S. thermophilus. Бактерии выращивали на среде с 
сахарозой. Параллельно с ростом данной культу-
ры в процессе культивирования определяли вы-
ход ЭПС фенол-серным методом. Было показано, 
что максимальный рост культуры стрептококка 
совпадал с максимальной продукцией ЭПС и 
приходился на стационарную фазу роста (20–
24 часа), что хорошо совпадает с данными других 
исследователей [20].

Таким образом, из культуры S. thermophi-
lus был выделен ЭПС, не содержащий в своем 
составе белок, нуклеиновые кислоты и клетки 
продуцента. Подобраны условия культивирова-
ния бактерий для максимального выхода ЭПС: 
источник углерода – сахароза и время культи-
вирования. 
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Isolated exopolysaccharide Streptococcus thermophilus. The conditions 
for the cultivation of bacteria for the maximum yield of the exopolysac-
charide were selected. The bacterial culture of S. thermophilus was 
incubated for 48 hours in a liquid nutrient medium A. Welman at 
38 °C, 180 rpm. on a thermostated shaker-incubator. As a source of 
carbon were used: sucrose, lactose and glucose. For the produc-
tion of exopolysaccharide, the best source of carbon was sucrose. 
Isolation of the exopolysaccharide was carried out according to the 
J. Cerning method in our modification. Purification of the isolated EPS 
from low molecular weight compounds w as carried out by gel filtra-
tion on a column filled with Sephadex G-50. The exopolysaccharide of 
S. thermophilus did not contain protein, nucleic acids and producer 
cells. The presence of protein was determined by M. Bradford’s method, 
the nucleic acid content on a spectrophotometer at 260 nm, the absence 
of bacteria in the preparation was monitored by microscopy using the 
Gram method. The influence of the time of cultivation of S. thermophilus 
on the production of exopolysaccharide was studied, the yield of which 
was determined by the phenol-sulfur method. It was shown that the 
maximum production of EPS coincided with the maximum growth of 
streptococcal culture and accounted for the stationary phase of growth.
Key words: bacteria, Streptococcus, exopolysaccharide (EPS), 
isolation, purification.
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