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Экстраклеточные и мембранные полисахариды галофильных 
бактерий вызывают интерес исследователей как перспективные 
биополимеры, активно участвующие в адаптации и обеспечении 
нормальной физиологии микроорганизмов в засолённых сре-
дах, сопутствующих многим биотехнологическим процессам. 
Целью настоящей работы являлось выделение, фракциониро-
вание и характеристика состава гликополимеров поверхности 
галофильных грамотрицательных бактерий, выделенных из 
образцов соли озер Карун (Египет) и Эльтон (Россия) – штам-
мов Chromohalobacter salexigens EG1QL3 и Halomonas ventosae 
RU5S2EL соответственно. Бактерии культивировали в жидкой 
среде S-G. Экзополисахариды (ЭПС) осаждали из культураль-
ной жидкости этанолом и фракционировали гель-проникающей 
хроматографией. Липополисахариды (ЛПС) экстрагировали 45% 
горячим водным раствором фенола из сухой биомассы. Опреде-
ляли биополимерный состав ЛПС, соотношение жирных кислот 
липидов A и моносахаридный состав ЭПС и ЛПС. Установлено, 
что исследуемые культуры C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL продуцируют ЭПС с выходом 11.5 и 3 г/л соответствен-
но. ЭПС H. ventosae RU5S2EL представляет собой смесь гете-
рополисахаридов различного состава из рамнозы, маннозы и 

глюкозы, в то время как ЭПС C. salexigens EG1QL3 является фрук-
таном, гетерогенным по молекулярной массе. Анализ SDS ПААГ 
показал, что в ЛПС H. ventosae RU5S2EL преобладали S-формы 
молекул, а штамм C. salexigens EG1QL3 продуцировал R-формы 
ЛПС. Газожидкостная хроматография (ГЖХ) ацетилированных 
2-(S)-октилгликозидов позволила обнаружить в углеводной части 
ЛПС обоих штаммов наличие D-глюкозы и L-рамнозы в разных со-
отношениях. 3-Гидроксидодекановая, гексадекановая и октаде-
ценовая кислоты были идентифицированы в качестве основных 
компонентов гидрофобной части ЛПС обоих штаммов. Показана 
перспективность штамма H. ventosae RU5S2EL для проведения 
дальнейших исследований структуры ОПС.
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Природные и искусственные гиперсоленые 
среды с концентрацией солей, дважды превы-
шающей таковую для морской воды (такие как 
соленые озера и испарительные пруды), встре-
чаются на всех континентах. Для них характерно 
большое разнообразие аборигенной микрофлоры, 
адаптированной к жизни при высоких концен-
трациях солей, в составе которой встречаются 
представители архей, бактерий и эукариот [1]. 
Прогресс в методологии молекулярно-генети-
ческих исследований и биоинформатики су-
щественно расширил понимание особенностей 
микробного метаболизма в экстремально засо-
ленных условиях. Для ряда галофильных микро-
организмов была показана способность разлагать 
углеводороды и другие токсичные химические 
вещества, что позволяет рассматривать их в ка-
честве перспективных агентов биоремедиации 
различных сред от комплексных загрязнений 
[2, 3]. Помимо экологического аспекта исполь-
зования экстремофилов эти микроорганизмы 
востребованы в биотехнологии. Например, 
галофильные гамма-протеобактерии семейства 
Halomonadaceae (включая представителей родов 
Aidingimonas, Carnimonas, Chromohalobacter, 
Cobetia, Halomonas, Halotalea, Kushneria, 
Modicisalibacter, Salinicola и Zymobacter) явля-
ются продуцентами солеустойчивых ферментов 
(амилаз, протеаз и нуклеаз), биосурфактантов и 



Биология 313

И. М. Ибрахим и др. Характеристика гликополимеров 

внеклеточных полисахаридов, используемых в 
различных биотехнологических процессах [4–6]. 
Полисахариды бактериальной поверхности обла-
дают большим потенциалом для использования 
в процессах извлечения нефти, фармацевтичес-
кой и пищевой промышленности. Некоторые из 
них, связываясь с токсичными соединениями, 
такими как фенол, фосфорорганические соеди-
нения и другие, образующиеся при производстве 
либо использовании пестицидов и гербицидов, 
способствуют их дальнейшему разложению и, 
следовательно, очистке от них окружающей 
среды [4–6]. При этом гликополимеры могут 
обладать выраженной биологической активно-
стью в отношении теплокровных животных. В 
связи с этим характеристика структурных осо-
бенностей гликополимеров является актуальной 
задачей.

Целью настоящего исследования являлось 
выделение, фракционирование и характеристика 
химического состава ЭПС и ЛПС внешних мем-
бран двух штаммов – представителей семейства 
Halomonadaceae – Chromohalobacter salexigens 
EG1QL3 и Halomonas ventosae RU5S2EL, выде-
ленных из образцов соли озер Карун (мухафаза 
Эль-Файюм, Египет) и Эльтон (Волгоградская 
область, Россия).

Материалы и методы

Объектами исследования являлись два штам-
ма грамотрицательных галофильных бактерий 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL. 
Исследуемые штаммы микроорганизмов были 
идентифицированы нами ранее и отнесены к 
пограничным экстремальным галофилам (вы-
держивающим концентрации хлорида натрия до 
15%) и слабым галофилам (до 5%) соответствен-
но. Бактерии культивировали в модифицирован-
ной жидкой среде S-G (500 мл) с добавлением 
10% NaCL в среду для C. salexigens EG1QL3 
и 5% NaCL для H. ventosae RU5S2EL в литро-
вых колбах Эрленмейера в течение 7 суток при 
37°C в условиях постоянного перемешивания. 
Выбор концентраций соли был осуществлен 
на основе оптимизации условий выращивания 
бактерий и продукции ЭПС. Бактериальные 
клетки осаждали центрифугированием (3500×g,
40 мин). Клетки дважды ресуспендировали 
0.15 М раствором NaCl и переосаждали центри-
фугированием, после чего пятикратно обрабаты-
вали ацетоном, высушивали на воздухе и мелко 
диспергировали. Из ацетонового порошка клеток 
(~ 4 г) выделяли ЛПС модифицированным водно-
фенольным методом Вестфаля без разделения фаз 
[7]. Культуральную жидкость концентрировали 

на роторном вакуумном испарителе Laborota 
4000 («Heidolph”, Германия) при 40°C до объема 
~ 100 мл, диализовали против дистиллированной 
воды 48 ч (диализный мешок OrDial D14, раз-
мер пор 12–14кДа) и вновь концентрировали. 
ЭПС осаждали трехкратным объемом этилового 
спирта (−18°C, 16 ч). После центрифугирования 
(3500×g, 30 мин) осадок ЭПС перерастворяли 
в воде и вновь осаждали спиртом. Препараты 
ЭПС и ЛПС C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL лиофилизировали. Фракционирование 
ЭПС осуществляли методом гель-фильтрации 
на колонке с носителем Sepharose CL-4B 
(40×1.5 см) («GE Healthcare», США) в 25 мМ 
NH4HCO3. ЛПС подвергали мягкой кислотной 
деградации 2 %-ной CH3CO2H (100°C, 2 ч). 
Выпавший осадок липида А удаляли после цен-
трифугирования (12000×g, 20 мин), а водораство-
римую часть гель-проникающей хроматографией 
разделяли на колонке с носителем Sephadex G-50 
(55×1.5 см) («GE Healthcare», США) в пири-
дин-ацетатном буфере (рН 4.1). График элюции 
строили по оптической плотности продуктов ре-
акции компонентов фракций с фенолом и серной 
кислотой при λ = 490 нм.

Электрофорез ЛПС проводили в денатури-
рующих условиях с додецил-сульфатом натрия 
в 15% полиакриламидном геле (SDS ПААГ) [8] 
с последующей визуализацией продуктов разде-
ления красителем на основе нитрата серебра [9]. 

Определение содержания в гликополимерах 
углеводов, белков, 3-дезокси-D-манно-окт-2-
улозоновой кислоты (КДО) и фосфорной кислоты 
проводили общепринятыми методами, описан-
ными в работе [10]. Измерения выполняли на 
спектрофотометре Specord 40 («Analytik Jena 
AG», Германия). Определение состава жирных 
кислот в виде их метиловых эфиров (МЖЭК) 
осуществляли с помощью ГЖХ на хроматографе 
GС-2010 («Shimadzu», Япония). Метилирование 
проводили по методу, изложенному в работе 
[11]. Определение моносахаридного состава и 
установление абсолютных конфигураций саха-
ров проводили методом ГЖХ ацетатов полиолов 
и ацетилированных октил-гликозидов [12, 13]. 
Моносахаридный состав ЭПС также определяли 
методом ТСХ на алюминиевых пластинах с цел-
люлозным покрытием после гидролиза гликопо-
лимеров, визуализацию результатов осуществля-
ли опрыскиванием пластин фталатом анизидина. 
Результаты 5 независимых экспериментов (не 
менее 3 повторностей) подвергали статистиче-
ской обработке с использованием пакета «Анализ 
данных» MS Excel. Доверительные интервалы 
приведены для надежности 95%.
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Результаты и их обсуждение

Из культуральной жидкости бактерий 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL 
были получены препараты ЭПС с выходом 
11.5 и 3 г/л соответственно. Препараты ЭПС ис-
следуемых штаммов практически не содержали 
белковых примесей (менее 1%). Гель-фильтрация 
с использованием носителя Sepharose CL-4B 
позволила выделить две высокомолекулярные 
фракции в ЭПС EG1QL3 в соотношении ~ 2.3 : 1 
и три фракции в ЭПС RU5S2EL в соотношении 
~ 4.5 : 1 : 5 (рис. 1). Моносахаридный анализ вы-
деленных фракций ЭПС обоих штаммов методом 
ГЖХ ацетатов полиолов и ТСХ позволил иден-
тифицировать в составе первой фракции ЭПС 
H. ventosae RU5S2EL рамнозу, маннозу и глюко-
зу в соотношении 1.3 : 1.1 : 1, в то время как во 
второй и третьей фракциях преобладала манно-
за. Состав моносахаридов обеих фракций ЭПС 
C. salexigens EG1QL3, выявляемый методом ГЖХ 
ацетатов полиолов, был идентичным, а домини-
рующими сахарами являлись манноза и глюкоза. 
Однако методом ТСХ в составе этих же препара-
тов была выявлена фруктоза, из которой, очевид-
но, в процессе пробоподготовки для анализа ГЖХ 
образовывались ее два энантиомера – манноза и 
глюкоза. Следовательно, установлено, что ЭПС 

H. ventosae RU5S2EL представляет собой смесь 
гликополимеров различного строения, в то время 
как C. salexigens EG1QL3 продуцирует в качестве 
ЭПС гетерогенный по молекулярной массе фрук-
тан. Синтезируемые бактериями фруктаны явля-
ются весьма востребованными биополимерами и 
широко используются в пищевой, химической и 
фармацевтической промышленностях. Учитывая 
довольно высокий выход фруктана, бактерии 
C. salexigens EG1QL3 представляются весьма 
перспективным объектом для биотехнологии.

Выход препаратов ЛПС C. salexigens EG1QL3 
и H. ventosae RU5S2EL составил 2.8 и 6 % от 
массы высушенных ацетоном клеток соответ-
ственно. Результаты электрофореза в SDS ПААГ 
препаратов ЛПС (рис. 2) позволили выявить 
преобладание в ЛПС исследуемого штамма 
C. salexigens молекул R-формы, представленных 
гидрофобным доменом липидом А и кором. В то 
же время штамм H. ventosae RU5S2EL продуци-
ровал преимущественно S-формы молекул ЛПС с 
высокой степенью замещения корового олигоса-
харида О-специфическим полисахаридом (ОПС), 
о чем свидетельствует характерная «лестница» на 
фореграмме ЛПС, обусловленная присутствием 
ОПС, различающихся степенью полимеризации 
на одно повторяющееся звено.

Рис. 1. Профиль элюции ЭПС C. salexigens EG1QL3 и H. ven tosae 
RU5S2EL на колонке с Sepharose CL-4B: 1–3 – фракции ЭПС
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Рис. 2. Результат ДСН-ПААГ 
электрофореза ЛПС бакте-
рий C. salexigens EG1QL3 (1) 
и H. ventosae RU5S2EL (2)
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Препараты ЛПС обоих штаммов содержали 
все характерные для данных молекул компо-
ненты: углеводы, в том числе и КДО, остатки 
3-гидроксилированных алкановых кислот и 
фосфорной кислоты (таблица). Следует отметить, 
что в ЛПС C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae 
RU5S2EL было выявлено примерно равное ко-
личество КДО. По содержанию углеводов ЛПС 
существенно различались, что согласовывалось 
с данными электорофоретического анализа. В 
процентном соотношении количество остатков 
фосфорной кислоты в ЛПС штамма EG1QL3 в 
1.5 раза превышало таковое для ЛПС RU5S2EL, 
что также может быть обусловлено преобладани-
ем S-форм молекул в последнем. 

Биополимерный состав ЛПС C. salexigens EG1QL3 
и H. ventosae RU5S2EL (содержание, %)

Компонент
ЛПС штамма

EG1QL3 RU5S2EL

           Углеводы 18.31.6 27.92.5

           Белок 0.710.06 1.40.1

           КДО 0.330.01 0.300.04

          Aосфорная кислота 1.780.21 1.140.25

М
ЭЖ

К
*

3-Гидроксидодекановая 32 45

Додекановая – 14.8

Гексадеценовая 13.3 –

Гексадекановая 26.4 25

Октадеценовая 27.7 15.2

Примечание. «–» – отсутствовала; * представлено 
содержание (%) от суммы идентифицированных МЭЖК.

Методом ГЖХ ацетатов полиолов и октил-
гликозидов в составе углеводной части ЛПС 
обоих штаммов были обнаружены L-рамноза 
и D-глюкоза, но соотношение их различалось: 
~ 1 : 1.5 для ЛПС C. salexigens EG1QL3 и ~ 3 : 1 
для ЛПС H. ventosae RU5S2EL. 

Учитывая филогенетическое родство иссле-
дуемых штаммов, можно было ожидать близость 
строения гидрофобного домена ЛПС – липи-
да А – самой консервативной части молекулы. 
Как известно, 3-гидроксиалкановые кислоты – 
маркерные компоненты ЛПС грамотрицательных 
бактерий, являются первичными, т.е. амидными 
и сложноэфирными связями присоединяются к 
углеводному остову липида А, чаще всего пред-
ставленному димером β-D-глюкозамина, фосфо-
рилированным в 1 и 4’ положениях [14]. В обоих 
исследуемых ЛПС преобладающей являлась 3-ги-

Рис. 3. Профиль элюции углеводных компонентов ЛПС 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL на колонке 
с Sephadex G-50: 1 – фракции ОПС, 2 – фракции корового 
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дроксидодекановая кислота, а также были иден-
тифицированы гексадекановая и октадеценовая 
кислоты (см. таблицу). Суммарное содержание 
этих трех кислот в липидах А ЛПС штаммов 
C. salexigens EG1QL3 и H. ventosae RU5S2EL 
составляло 85–86% всех идентифицированных 
жирных кислот. Однако выделенные ЛПС отли-
чались наличием додекановой кислоты (~15%) 
у штамма RU5S2EL и гексадеценовой кислоты 
(~ 15%) у штамма EG1QL3. 

Исследуемые ЛПС были подвергнуты 
мяг кой кислотной деградации с последующей 
гель-фильтрацией водорастворимой углеводной 
части (рис. 3). В результате были получены 
фракции ОПС и коровых олигосахаридов, по 
выходу которых ЛПС H. ventosae RU5S2EL 
и C. salexigens EG1QL3 сильно различались. 

Для штамма H. ventosae RU5S2EL выход ОПС и 
корового олигосахарида составил 40% и 13.5% 
от массы ЛПС, в то время как для ЛПС штамма 
C. salexigens EG1QL3 выход этих фракций соста-
вил 2.5 и 28%. Эти данные хорошо согласуются 
с результатами электрофоретического разделе-
ния и анализа биополимерного состава. Таким 
образом, показана перспективность штамма 
H. ventosae RU5S2EL для проведения дальнейших 
исследований структуры ОПС. 
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Extracellular and membrane polysaccharides of halophilic bacte-
ria arouse the interest of researchers as promising biopolymers 
involved in adaptation and maintenance of normal physiology of 
microorganisms in saline environments that accompany many 
biotechnological processes. This work aimed at structural char-
acteristic of surface glycopolymers of halophilic Gram-negative 
bacteria isolated from the salt samples of the lakes Qarun (Egypt) 
and Elton (Russia) – strains Chromohalobacter salexigens EG1QL3 
and Halomonas ventosae RU5S2EL, respectively. The strains were 
cultured in a liquid S-G medium. Exopolysaccharides (EPS) were 
precipitated from the culture liquid with ethanol and fraction-
ated by gel-permeation chromatography. Lipopolysaccharides 
(LPS) were extracted from dry biomass by Westphal method. 
Biopolymer composition of the LPS, fatty acid composition of 
lipids A, and the monosaccharide composition of the EPS and LPS 
were determined. It was found that C. salexigens EG1QL3 and H. 
ventosae RU5S2EL produce EPS with a yield of 11.5 and 3 g/L, 
respectively. The EPS of H. ventosae RU5S2EL is a mixture of the 
heteropolysaccharides from rhamnose, mannose and glucose, 
while C. salexigens EG1QL3 EPS is a fructan heterogeneous in 
molecular weight. SDS PAGE analysis showed that in the LPS 
from C. salexigens EG1QL3 R-forms prevailed, while in H. ventosae 
RU5S2EL LPS S-forms were predominant. GLC of acetylated 
2-(S)-octylglycosides demonstrated that the LPS of both strains 
contained D-glucose and L-rhamnose in a different ratio. 3-Hy-
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droxydodecanoic, hexadecanoic and octadecenoic acids were 
identified among the main components of the hydrophobic part 
of the LPS of both strains. The LPS from H. ventosae RU5S2EL is 
promising for further research on the structure of OPS.
Key words: halophilic and halotolerant bacteria, exopolysac-
charides, lipopolysaccharides. 
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