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БИОСОРБЦИЯ Cu(II) ЭКЗОПОЛИСАХАРИДОМ 

ENTEROBACTER CLOACAE K7
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Выделен и охарактеризован экстраклеточный полисахарид 
(ЭПС), продуцируемый грамотрицательными непатогенными 
ризосферными бактериями Enterobacter cloacae K7. Исследо-
ван процесс биосорбции катионов Сu(II) из водного раствора 
полученным экзополисахаридом. Максимальная сорбционная 
способность биосорбента составила 0.17 мМ мг−1 ЭПС или 
12 г меди на 1 г ЭПС при рН 5, Т = 25 °С и времени инкубации 
30 мин. Экспериментальные значения адсорбции катионов 
Сu(II) (Qэксп) биосорбентом были сопоставимы с максимально 
возможным значением адсорбции (Qмакс = 0.18 мМ), рассчитан-
ным с использованием уравнения Лэнгмюра. Степень аффин-
ности между исследуемым полисахаридом и катионами Cu(II) 
была высокой и составила 2.04 мМ л−1. Полученные данные 
имеют практическую ценность при создании технологии реме-
диации водных объектов от тяжёлых металлов.

Ключевые слова: экзополисахариды, медь, биосорбция, En-
terobacter cloacae, биоремедиация.

Biosorption of Cu (II) by an Exopolysaccharide Isolated 

from Enterobacter Cloacae K7

А. А. Neshko, V. S. Grinev, Ye. V. Kryuchkova, 

Yu. P. Fedonenko, Ye. V. Lyubun, O. V. Turkovskaya

An extracellular polysaccharide (EPS) produced by the gram-
negative nonpathogenic rhizosphere bacteria Enterobacter cloa-
cae K7 was isolated and characterized. The process of biosorption 
of Cu(II) cations from aqueous solution by the isolated exopoly-
saccharides was investigated. The maximum sorption capac-
ity was 0.17 mM/mg of EPS or 12 g of Cu(II) per g of EPS at pH 5, 
T = 25 °C, and incubation for 30 min. The experimental values of the 
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adsorption of Cu(II) cations (Qexp) by the biosorbent were comparable 
to the maximum possible value of adsorption (Qmax = 0.18 mM) calcu-
lated by using the Langmuir equation. The degree of affinity between 
EPS being examined and Cu(II) cations was high (2.04 mmol l−1). The 
obtained data are of practical importance for the development of a 
technology for the remediation of water bodies from heavy metals.
Key words: exopolysaccharides, copper, biosorption, Enterobacter 
cloacae, bioremediation.

Многие современные промышленные про-
цессы сопровождаются выбросом в водные 
экосистемы сточных вод, содержащих токсич-
ные тяжёлые металлы. В связи с этим уделяется 
пристальное внимание разработке эффективных 
технологий очистки загрязнённых объектов. 
Бактериальные клетки способны извлекать из 
окружающей среды значительные количества 
ионов металлов посредством активных метабо-
лических процессов (биоаккумуляции) [1] или 
пассивной адсорбции металлов заряженными ма-
кромолекулами, экскретируемыми клеткой [2, 3]. 
Растущий интерес к микробным экзополимерам 
обусловлен эффективностью их использования в 
процессах биоремедиации загрязнённых водных 
объектов в качестве сорбентов тяжёлых металлов 
(ТМ) [4]. Процесс биосорбции привлекает вни-
мание исследователей, являясь низкозатратным, 
экологически безопасным и высокоэффективным 
по сравнению с существующими физико-хими-
ческими методами очистки [5].

Экстраклеточные полимеры, продуцируе-
мые бактериями в окружающую среду, пред-
ставляют собой смесь органических макромо-
лекул, состоящую из полисахаридов, белков и 
нуклеиновых кислот [6]. Следует отметить, что 
ключевую роль в хелатировании токсичных ТМ 
отводят экзополисахаридам (ЭПС) бактерий, ча-
сто несущим остатки отрицательно заряженных 
органических кислот (в том числе уроновых). 
Наличие анионных групп в составе бактери-
альных ЭПС обеспечивает неспецифическое 
связывание положительно заряженных катио-
нов металлов [7–9]. Для ЭПС, изолированных 
с поверхности бактерий родов Pseudomonas, 
Klebsiella, Zooglea, Arthrobacter, Methylobac-
terium и Enterobacter, была выявлена высокая 
способность к связыванию различных катионов 
металлов [10].

Сорбционная ёмкость ЭПС и сродство к 
ионам ТМ определяется как их химическим стро-
ением, так и способом организации макромоле-
кулы в растворе (доступностью тех или иных 
сайтов связывания) при определённых условиях. 
Эффективность процессов взаимодействия ЭПС 
с металлами зависит также от природы катиона 

металла, температуры, рН окружающей среды, 
соотношения концентраций биосорбента и пол-
лютанта [4, 10].

Настоящая работа посвящена исследованию 
процесса биосорбции катионов Сu(II) из водного 
раствора экзополисахаридом, продуцируемым 
ризосферным штаммом E. cloacae K7. В литера-
туре есть данные по изучению металл-аккумули-
рующих свойств бактерий рода Enterobacter [11], 
по определению сорбционного потенциала их 
ЭПС к ионам таких металлов, как Cr(VI), Pb(II), 
Сu(II) и Сd(II) [12–15].

В качестве модельного объекта нами была 
выбрана медь как один из наиболее широко 
распространённых поллютантов акваценозов, 
расположенных рядом с промышленными объ-
ектами горнодобывающей, металлообрабатыва-
ющей, машиностроительной, автомобильной и 
химической промышленности [16].

Материалы и методы

В работе использовали природный ризосфер-
ный штамм E. cloacae K7 [17], выделенный авто-
рами и включенный в коллекцию ризосферных 
микроорганизмов ИБФРМ РАН (http://collection.
ibppm.ru).

Для получения препаративных количеств 
бактериальных ЭПС штамм выращивали до окон-
чания логарифмической фазы роста на жидкой и 
плотной питательных средах LB [18]. Бактерии 
осаждали центрифугированием при 3000 × g в 
течение 40 мин, после чего клетки ресуспендиро-
вали в 0.15 М NaCl. Процедура удаления капсуль-
ного материала с поверхности клеток подробно 
изложена в работе [19]. Смытый в течение первых 
двух дней капсульный материал концентрирова-
ли, диализовали (предел исключения мембраны 
12–14 кДа) против дистиллированной воды (48 ч), 
снова концентрировали и лиофилизировали. С по-
верхности агаризованной среды клетки смывали 
минимальным объёмом 0.15 М NaCl, суспенди-
ровали в течение 12 ч, осаждали центрифугиро-
ванием, а надосадочную жидкость после диализа 
лиофилизировали. Выход ЭПС рассчитывали на 
вес сухой биомассы бактерий. Колориметрическое 
определение содержания в ЭПС углеводов и белка 
проводили известными методами, описанными 
нами ранее [20]. Измерения выполняли на Specord 
40 («Analytik Jena AG», Германия).

Денатурирующий электрофорез препаратов 
ЛПС выполняли в 15% ПААГ [21]. Визуализацию 
компонентов осуществляли окрашиванием гелей 
красителем на основе нитрата  серебра [22].

Анализ моносахаридого состава ЭПС прово-
дили с помощью ГЖХ в виде ацетатов полиолов 
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Рис. 1. Электрофореграмма экзополисахаридов, 
выделенных с поверхности бактерий E. cloacae K7, 
культивируемых на жидкой (1) и агаризованной (2) 

средах LB 

А. А. Нешко и др. Биосорбция Cu(II) экзополисахаридом Enterobacter cloacae K7

на хроматографе GC-2010 («Shimadzu», Япония). 
Идентификацию уроновых кислот проводили 
с помощью ТСХ, сравнивая Rf  со стандартами 
глюкуроновой и галактуроновой кислот, на-
несенными на пластину в качестве свидетелей. 
Элюент – пиридин, этилацетат, вода, ледяная 
уксусная кислота в соотношении 5 : 5 : 3 : 1. Для 
визуализации результатов хроматографии опры-
скивали пластины раствором анизидинфталата в 
н-бутаноле и нагревали. 

Анализ состава жирных кислот липидного 
компонента осуществляли методом ГЖХ мети-
ловых эфиров жирных кислот [23].

Для экспериментов по биосорбции исполь-
зовали раствор ЭПС (1 мг/мл) и сток-раствор 
соли CuCl2 × 2H2O в концентрации 100 мМ. 
Исследование проводили в стеклянных мерных 
пробирках с притёртыми пробками при 25 °С. 
Для оценки влияния начальных концентраций 
ионов металла на биосорбцию использовали 0.1; 
1.0 и 10.0 мМ рабочие растворы, что в пересчёте 
на металл составило 6.4; 64.0 и 640.0 мг/л соот-
ветственно. К раствору ЭПС добавляли раствор 
хлорида меди определённой концентрации, тща-
тельно перемешивали, время экспозиции образцов 
составляло 30 мин. Для оценки сорбции меди на 
стенках стеклянной посуды использовали экспе-
риментальные контроли рабочих растворов без 
добавления биосорбента. Водородный показатель 
рабочих растворов Сu(II) и ЭПС контролировали 
с помощью pH-метра «Аквилон» pH 410 (Рос-
сия). При завершении процесса биосорбции ЭПС 
осаждали 6-кратным объёмом этилового спирта на 
холоду с последующим центрифугированием на 
Sigma 2-16P (Германия) при 4500 × g, 20 мин.

Экспериментальную величину адсорбции 
металла, сорбированного ЭПС (Qэксп), его на-
чальную концентрацию до процесса биосорбции 
(Со) и равновесную концентрацию металла в на-
досадочной жидкости (Ср) определяли с помощью 
атомно-абсорбционного спектрометра (ААС) 
Thermo Scientifi c iCE 3500 («Thermo Scientifi c», 
США). Все реактивы, использованные в работе, 
имели квалификацию «осч». Для градуировки 
спектрометра использовались ГСО раствора 
меди. Измерение каждого образца проводили 
в трехкратной повторности. Полученную Qэксп 
сравнивали с предельно возможной адсорбцией 
(Qмакс), рассчитанной с использованием уравне-
ния Лэнгмюра [20].

Статистическую обработку полученных 
результатов выполняли с использованием про-
граммного обеспечения STATISTICA 6.0 и Mi-
crosoft Excel 2003.

Результаты и их обсуждение

Выделение и характеристика ЭПС. Извест-
но, что на поверхности клеточной стенки грамо-
трицательных энтеробактерий локализованы экс-
траклеточные полимеры, среди которых обычно 
преобладает фракция полисахаридов. Исходя из 
предположения, что именно они играют ключевую 
роль в связывании металла, первый этап работы 
был посвящен выделению и характеристике ЭПС 
штамма E. cloacae K7.

Поскольку условия культивирования суще-
ственно сказываются как на количестве проду-
цируемого бактериями ЭПС, так и на его физико-
химических свойствах, бактерии E. cloacae K7 
выращивали на среде LB различной плотности. 
При культивировании бактерий на плотной среде 
выход ЭПС был в три раза выше, чем у культу-
ры, выращенной в жидкой среде. Полученные 
препараты ЭПС характеризовались различным 
соотношением углеводной, белковой и липидной 
составляющих. Так, в ЭПС, выделенном с поверх-
ности бактерий, выращенных в жидкой среде, 
содержание углеводов и белка составляло ~20 и 
~8% соответственно. При этом в ЭПС, продуци-
руемом энтеробактериями на плотной среде, было 
выявлено меньшее присутствие белков (~5%) и 
более высокая доля углеводов (~52%).

Электрофорез полученных ЭПС в денатуриру-
ющих условиях показал, что каждый из препаратов 
представляет собой смесь молекул, различаю-
щихся по длине полисахаридной цепи (рис. 1). 
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При этом ЭПС, выделенный с поверхности бак-
терий, культивируемых на агаризованной сре-
де, характеризовался более высокой степенью 
полимеризации отдельных молекул. На этом 
основании в дальнейшей работе был использо-
ван препарат ЭПС, выделенный с поверхности 
E. cloacae K7, культивируемых на агаризован-
ной среде LB.

В составе липидного компонента выделен-
ного полимера методом ГЖХ были идентифици-
рованы следующие жирные кислоты (%): С11:0 
(27.56), С12:0 (6.99), С14:0 (7.99), 3-ОН-С14:0 
(34.20), С16:0 (18.71), транс-С18:1-9 (4.56). 
Установлено, что при культивировании в жидкой 
среде бактерии продуцировали ЭПС со сходным 
профилем жирных кислот, но в 8 раз более низким 
содержанием ундекановой кислоты.

С использованием ГЖХ анализа ацетатов 
полиолов в ЭПС были идентифицированы ней-
тральные моносахариды (%): галактоза (75.54), 
глюкоза (6.54), манноза (7.74), рамноза (6.76), 
арабиноза (2.68) и ксилоза (0.73). Следует отме-
тить, что на хроматограмме присутствовали пики 
неидентифицированных компонентов, предполо-
жительно являющихся О-метилированными и ди-
аминопроизводными моносахаридных остатков.

Дополнительно моносахаридный состав ана-
лизировали методом ТСХ гидролизата ЭПС. По-
мимо выявленных в ЭПС нейтральных сахаров 
было показано наличие глюкуроновой кислоты. 
Полученные данные согласуются с изученным 
ранее моносахаридным составом ЭПС штамма 
E. cloacae P2B, где галактоза и глюкоза также 
превалировали (составляя суммарно ~81%), а 
остальные моносахаридные остатки присутство-
вали в значительно меньших количествах (сум-
марно ~19%) [24]. Близкое соотношение моно-
сахаридных остатков было показано другими 
исследователями для ЭПС штамма Enterobacter 
(NCIB 11870) и двух изолятов E. cloacae (фукоза 
/ галактоза / глюкоза / глюкуроновая кислота) 
1 :  – : 2 : 1;  2 : 3 : 2 : 1 и 2 : 1 : 1 : 1 [25–27] со-
ответственно.

Таким образом, в выделенном препарате 
ЭПС удалось продемонстрировать наличие 
функциональных групп, являющихся основ-
ными сайтами связывания металлов. Так, на-
пример, гидроксильные группы нейтральных 
моносахаридов способны взаимодействовать с 
катионами ТМ в щелочных условиях. В то же 
время важная роль в связывании ТМ принадле-
жит карбоксильным группам уроновых кислот. 
Анализ химического строения ЭПС штамма К7 
позволил выдвинуть гипотезу о его высоком био-
сорбционном потенциале.

Биосорбция Сu(II) бактериальным ЭПС. 
Биосорбционная система состоит из твёрдой 
фазы (сорбента), жидкой фазы, содержащей 
вещество, которое необходимо сорбировать 
(сорбтив), а также вещества, сорбированного по-
верхностью биосорбента (сорбат). На эффектив-
ность процесса биосорбции влияют следующие 
факторы: pH раствора, температура, ионная сила, 
концентрация и размер частиц биосорбента, 
начальная концентрация сорбтива, скорость 
перемешивания, время инкубации [10, 28, 29]. В 
нашем случае в качестве сорбента выступал ЭПС 
штамма K7 в концентрации 1 мг/мл, а в качестве 
сорбтива катионы Cu(II) в концентрациях 0.1; 1.0 
и 10.0 мМ. Различное количество меди в жидкой 
фазе использовалось для выявления максималь-
ного потенциала насыщения исследуемого био-
сорбента. Необходимо было определить, при 
какой концентрации меди количество катионов 
в растворе меньше, чем сайтов связывания, а 
также концентрацию металла, при которой все 
функциональные группы ЭПС вступили во вза-
имодействие с медью.

Данные, полученные для исследуемых в 
настоящей работе биосорбционных систем, 
приведены в таблице. С помощью ААС анализа 
биосорбента и жидкой фазы показано, что коли-
чество металлических ионов, сорбированных на 
единицу ЭПС (Qэксп), повышалось с увеличени-
ем начальной концентрации металла от 0.1 до 
1.0 мМ в 10 раз и составило 0.01 и 0.14 мМ соот-
ветственно. Дальнейшее увеличение концентра-
ции меди не привело к значительному повышению 
биосорбции. Из раствора, содержащего 10.0 мМ 
металла, осаждалось на ЭПС лишь 0.17 мМ. Ве-
роятно, в данном случае наблюдается насыщение 
сайтов связывания ЭПС, так как увеличение кон-
центрации соли меди не приводит к линейному 
росту количества сорбированного металла.

Количественные показатели биосорбции ионов 
Cu(II) экзополисахаридом E. cloacae K7

Показатели, мМ
рН*

Со Ср Qэксп QЛэнг,

10.0 9.63 0.17 ± 0.03 0.17 4.08 / 4.95

1.0 0.79 0.14 ± 0.02 0.11 4.53 / 5.90

0.1 0.06 0.014 ± 0.003 0.019 5.02 / 5.90

Примечание. Со  исходная концентрация меди в рас-
творе, Ср  равновесная концентрация меди в растворе, 
Qэксп  величина биосорбции металла, определённая 
экспериментально, QЛэнг  величина биосорбции ме-
талла, рассчитанная с использованием уравнения Лэнг-
мюра, «*» – значение рН исходного раствора хлорида 
меди(II) / значение рН раствора хлорида меди(II) с ЭПС.
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Известно, что процесс биосорбции протекает 
до момента, пока не устанавливается равновесие 
между количеством сорбированных катионов 
металла (Qэксп) и их частью, оставшейся в раство-
ре (так называемой финальной или равновесной 
концентрацией Ср). В настоящем исследовании 
адсорбция катионов Cu(II) проходила наиболее ин-
тенсивно в начальный момент времени и достигала 
своего равновесного состояния в течение 30 мин.

Поскольку рН среды влияет на раство-
римость ионов металла и степень ионизации 
функциональных групп полимеров, была про-
ведена регистрация значения рН в исследуемых 
системах. Значения начальных рН растворов био-
сорбента и Cu(II), а также изменения рН в ходе 
процесса биосорбции представлены в таблице. 
При анализе сорбционных характеристик ЭПС 
следует учитывать, что водородный показатель 
растворов солей меди вследствие гидролиза 
смещается в сторону меньших значений рН. При 
наличии избытка катионов гидроксония в рас-
творе протолитическое равновесие смещается 
в сторону молекулярной формы ЭПС, при этом 
уменьшается количество диссоциированных 
карбоксильных групп остатков глюкуроновой 
кислоты – основных сайтов связывания катионов 
металлов. Исследуемые нами процессы биосорб-
ции протекали в диапазоне pH от 4.95 до 5.90. 
Литературные данные также свидетельствуют, 
что сорбция катионов Cu(II) в данном диапазоне 
происходит наиболее интенсивно [30].

Расчёт изотермы адсорбции с исполь-
зованием уравнения Лэнгмюра. Чтобы наи-
более полно представлять механизм процесса 

био сорбции, а также анализировать экспери-
ментально полученные данные, применяют 
эмпирическое моделирование. Традиционно для 
этих целей используют классическую теорию 
мономолекулярной адсорбции Лэнгмюра, одно 
из основных положений которой гласит, что 
каждый активный центр биосорбента может 
адсорбировать только одну молекулу адсорбата, 
в результате чего на поверхности первого об-
разуется мономолекулярный слой второго [28, 
31]. Уравнение Лэнгмюра имеет следующий вид:

)1(max
p

p

b
b

QQ  , 

где QЛэнг − величина биосорбции металла, рас-
считанная с использованием уравнения Лэнг-
мюра; постоянные: Qmax − отражающая макси-
мально возможную адсорбцию на исследуемом 
биосорбенте и b − характеризующая аффин-
ность (сродство) между сорбатом и сорбентом; 
Ср − равновесная концентрация. Таким образом, 
хороший биосорбент будет описываться высоким 
значением Qmax, а также крутым наклоном изо-
термы (т.е. высоким значением b).

Для нахождения величины предельной ад-
сорбции Qmax необходимо построить изотерму 
адсорбции в координатах линейной формы 
уравнения Лэнгмюра Ср/Qэксп = ƒ(Cр). Изо-
терма адсорбции получается в виде прямой, 
тангенс угла наклона которой равен 1/Qmax, а 
отрезок, отсекаемый прямой от оси ординат, 
равен 1/(Qmax × b). Изотерма адсорбции, по-
строенная с использованием наших экспери-
ментальных данных, представлена на рис. 2. 

Рис. 2. Изотерма адсорбции меди экзополисахаридом E. cloacae K7 
в координатах линейной формы уравнения Лэнгмюра Ср/Qэксп = f (Cр)

y = 5,586x + 2,744
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Как видно из графика, тангенс угла наклона 
изотермы в нашем случае равен 5.586. Та-
ким образом, Qmax для используемого нами 
биосорбента будет 0.18 мМ/мг−1 ЭПС, т.е. 
1 мг ЭПС штамма K7 максимально способен 
связать 0.18 мМ меди. Поскольку максималь-
ное определённое нами значение Qэксп равно 
0.17 мМ/мг−1 ЭПС, можно сделать вывод, что 
биосорбция в используемых нами условиях 
(при Т = 25 ºС; рН 4.95, времени экспозиции 
30 мин, количестве биосорбента 1 мг) про-
текает с максимальной производительностью 
биосорбента. Значение константы b составило 
2.04 мМ л−1, что свидетельствует о высокой 

степени аффинности, между исследуемым 
полисахаридом и катионами Cu(II). Значения 
величин адсорбции, рассчитанные по уравне-
нию Лэнгмюра, QЛэнг, представлены в таблице. 
Сравнительный анализ между эксперименталь-
ной и теоретической изотермами адсорбции 
приведён на рис. 3. Поскольку эксперименталь-
ные значения адсорбции металла сопоставимы 
с теоретическими, можно сделать вывод о том, 
что уравнение Лэнгмюра достаточно полно 
отражает процесс биосорбции катионов меди 
на ЭПС штамма К7. Сорбция меди происходит 
на поверхности биосорбента с образованием 
монослоя.
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Рис. 3. Сравнение значения адсорбции, рассчитанной по уравнению Лэнгмюра, с 
экспериментальными значениями: Qэксп – сплошная линия; QЛэнг – прерывистая 

линия. Cp – равновесная концентрация меди

Таким образом, выделен и охарактеризован 
ЭПС, продуцируемый бактериями Enterobacter 
cloacae K7, в составе которого выявлено наличие 
глюкуроновой кислоты, карбоксильные группы 
которой являются основными сайтами связывания 
катионов ТМ. Исследуемый ЭПС обладал высо-
кими адсорбционными характеристиками, макси-
мальная биосорбционная способность к катионам 
меди составила 180 мМ г−1 ЭПС, или 12 г г−1 ЭПС. 
Оптимальными условиями для биосорбции были: 
Т = 25 ºС; рН 4.95; t = 30 мин; соотношение био-
сорбента к сорбату 1мг ЭПС примерно к 1мМ 
Сu(II). Полученные в настоящем исследовании 
данные демонстрируют перспективность исполь-
зования ЭПС штамма E. cloacae K7 в качестве 
биосорбента к катионам Сu(II).
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