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Аннотация.
Цианобактерии являются перспективными продуцентами экзополисахаридов, обладающих высокой биологической 
активностью. Актуальным является вопрос выделения и идентификации экзополисахаридов из штамма цианобактерий 
Cyanobacterium sp. рода Cyanobacterium семейства Cyanobacteriaceae fam. nov. Цель исследования заключалась в 
изучении экзополисахаридов штамма цианобактерий Cyanobacterium sp. B-1200, в зависимости от физико-химических 
условий культивирования и состава культуральной среды, и подборе оптимальных параметров экстракции и очистки 
экзополисахаридов из культуральной среды. 
Штамм цианобактерии Cyanobacterium sp. B-1200 выращивали в условиях освещения 7500 ± 50 люкс (12 ч света/12 ч  
темноты). Сухую клеточную массу цианобактерий определяли методом гравиметрии, а также с использованием гра- 
дуировочного графика зависимости количества биомассы от степени поглощения при длине волны 750 нм. Количество 
полисахаридов в культуральной жидкости оценивали антрон-сернокислым методом. Экстракцию полисахаридов 
осуществляли путем спиртового осаждения. Метод ультразвукового диспергирования применяли для деструкции 
клеточных стенок цианобактерий. 
В результате исследования подобрали оптимальные параметры экстракции и очистки экзополисахаридов. Удаление из 
культуральной среды гидрокарбоната натрия и увеличение его концентрации в среде на 300 % положительно влияло  
на выход полисахаридов. Оптимальным значением активной кислотности для синтеза полисахаридов являлось значение  
рН = 6. Оптимальная температура для накопления полисахаридов – 35 °С, хотя наибольшее количество биомассы отмечено 
при 25 °С. Интенсивное белое освещение способствовало наибольшему выходу экзополисахаридов в культуральную 
среду, красно-белое освещение вызывало изменение морфологии клеток цианобактерий. При проведении экстракции 
влияние оказывали концентрация, температура и природа экстрагента: наибольший выход экзополисахаридов наблю- 
дался при использовании изопропанола, наименьший – при использовании бутанола. 
В результате подбора оптимальных режимов экстракции и очистки полисахаридов были сформулированы следующие 
рекомендации: для ультразвуковой обработки рекомендовано использовать мощность 20 Вт и время обработки 5 мин, 
для сублимационной – продолжительность 8 ч и температура –15 °С.

Ключевые слова. Cyanobacterium sp., экзополисахариды, спиртовая экстракция, условия культивирования, ультразвуковое 
диспергирование, культуральная жидкость, нейтральные сахара, уроновые кислоты
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Abstract.
Cyanobacterium sp. IPPAS B-1200 is a cyanobacteria strain that belongs to the rare genus Cyanobacterium, family Cyanobacteriaceae 
fam. nov. Studies devoted to the isolation of secondary metabolites from this strain concentrate mostly on the fatty acid 
composition while the issue of isolating and identifying exopolysaccharides remains understudied. However, polysaccharides 
from cyanobacteria are of scientific and economic interest in the framework of biotechnology, medicine, pharmacology, etc. 
The research objective was to study the effect of the physicochemical conditions of cultivation and the composition of the 
cultural medium on exopolysaccharide production.
Cyanobacterium sp. B-1200 were grown under 7500 ± 50 lux (12 h light/12 h dark). The dry cell weight was determined 
by gravimetry and a calibration plot that illustrated the dependence of the biomass amount on the degree of absorption at a 
wavelength of 750 nm. The amount of polysaccharides in the culture liquid was assessed by the Anthrone-sulphate method. 
The extraction was carried out by alcohol precipitation. The method of ultrasonic dispersion was used to destroy the cell 
walls of cyanobacteria. 
The experimental study revealed the optimal parameters for the extraction and purification of exopolysaccharides from the 
culture medium. Removal of sodium bicarbonate from the medium and a 300%-increase in its concentration raised the yield 
of polysaccharides. The optimal value of active acidity for the synthesis of polysaccharides was pH = 6 while the optimal 
temperature for their accumulation was 35°С. The largest amount of biomass was obtained at 25°С. Intense white illumination 
contributed to the greatest release of exopolysaccharides into the culture medium; red-white illumination affected the morpho- 
logy of cyanobacteria cells. During the extraction, the concentration, temperature, and nature of the extractant proved to be  
the most important factors. For example, isopropanol produced the highest yield while butanol triggered the least effective  
response. 
The optimal extraction and purification modes for polysaccharides were as follows. For ultrasonic processing, the best results 
were obtained at a power of 20 W after 5 min. For freeze drying, the rational parameters were 8 h at –15°С.

Keywords. Cyanobacterium sp., exopolysaccharides, alcohol extraction, cultivation conditions, ultrasonic dispersion, culture 
liquid, neutral sugars, uronic acids
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Введение
Полисахариды представляют собой биополи- 

меры, встречающиеся в природе в ряде организмов, 
таких как животные, растения, грибы и бактерии. 

Экзополисахариды – полимеры с большой моле- 
кулярной массой, которые выделяются клетками 
организмов в окружающую среду и состоят из остат- 
ков сахаров [1]. Экзополисахариды привлекают 
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внимание исследователей из-за своей биологичес- 
кой активности и применения в фармацевтической  
и диагностической индустриях [2].

Микроводоросли и цианобактерии являются перс- 
пективными продуцентами экзополисахаридов, по 
сравнению с микроорганизмами, поскольку для их 
культивирования не требуются богатые углевода- 
ми субстраты. Определенные условия культивирова- 
ния позволяют добиться увеличения продукции эк- 
зополисахаридов: стрессовые физические факторы 
(температура, освещение), солевой стресс и др. [3]. 
Интерес вызывают экзополисахариды цианобакте- 
рий, поскольку их наличие обуславливает присутст- 
вие цианобактерий даже в экстремальных условиях 
и их легкую адаптацию к этим средам. Экзополисаха- 
риды способствуют образованию биопленок, кото- 
рые являются одним из эффективных способов выжи- 
вания в суровых условиях окружающей среды [4].

Экзополисахариды цианобактерий обладают слож- 
ной химической структурой, которая обуславливает 
их биологически активный потенциал [5]. Они харак- 
теризуются большим разнообразием как по коли- 
честву конститутивных моносахаридов (от 2 до 10),  
так и по их типу (различное расположение кислых 
и нейтральных сахаров). Большинство экзополиса- 
харидов цианобактерий имеет анионную природу 
из-за присутствия уроновых кислот и/или других 
заряженных групп, таких как пирувил или сульфат.  
Иногда обнаруживаются полипептидные фрагмен- 
ты и ацетильные заместители [6]. Функции экзополи- 
сахаридов различаются у разных видов и обеспечи- 
вают в качестве основного механизма выживания в 
экстремальных условиях защиту от токсинов, тяже- 
лых металлов, условий окружающей среды и дефи- 
цита питательных факторов. Они модифицируют те- 
кучесть внешней среды и участвуют в важных для  
структурирования сообщества биопленок клеточ- 
ных коммуникациях. Таким образом, выживание и 
рост цианобактерий зависят от свойств и наличия 
экзополисахаридов. В связи с этим на производство 
экзополисахаридов цианобактерии расходуют до  
70 % всего запаса энергии [7].

Экзополисахариды цианобактерий находят при- 
менение в различных отраслях промышленности, та- 
ких как медицина, косметология и др. [8]. Полиса- 
хариды цианобактерий обладают ранозаживляющи- 
ми и противоаллергическими свойствами, поэтому 
их можно рассматривать как сырье для производства 
гипоаллергенной ранозаживляющей косметики [9]. 
Такой цианобактериальный полисахарид, как сакран, 
имеет потенциал применения в тканевой инженерии, 
фармакологии и в производстве биомедицинских 
материалов [10]. Также экзополисахариды цианобак- 
терий рассматриваются как сырье для производства 
биосмазочных материалов [11].

Несмотря на биотехнологический потенциал эк- 
зополисахаридов, не все виды микроводорослей и  

цианобактерий имеют естественно высокую кон- 
центрацию. Это обуславливает необходимость под- 
бора физико-химических параметров культивирова- 
ния. Многими исследованиями показано, что варьи- 
рование технологических параметров культивирова- 
ния способствует адаптации метаболизма микрово- 
дорослей для производства большего количества 
полисахаридов [12–15]. Например, при изменении 
температурного и светового режимов, ограничении 
макро- и микроэлементного состава (в основном  
азота) и солевого стресса. Таким образом, оптимиза- 
ция технологических условий культивирования мик- 
роводорослей способствует увеличению скорости 
роста клеток, производства биомассы и выхода 
полисахаридов.

Исследование J. B. Moreira и др. подтверждает, 
что снижение концентрации питательных веществ в 
культуральной среде способствует увеличению выра- 
ботки экзополисахаридов микроводорослями [16].  
Повышение концентрации питательных веществ в  
культуральной среде, как и снижение, может при- 
вести к аналогичному результату. В случае с циано- 
бактерией Cyanobacterium sp. высокие концентра-
ции гидрокарбоната натрия способствовали увели- 
чению содержания полисахаридов до 49,2 % [17].

Штамм Cyanobacterium sp. B-1200 относится к  
немногочисленному и поли/парафилетическому ро- 
ду Cyanobacterium, семейству Cyanobacteriaceae  
fam. nov. и порядку Chroococcales или Хлорококко- 
вые [18]. Этот штамм цианобактерий был выделен и 
очищен из соленого озера Балхаш, Казахстан. Штамм  
характеризуется относительно высоким содержа- 
нием жирных кислот (миристиновой и миристое- 
иновой), их количество может достигать 60 % [19].  
Однако отсутствуют сведения о содержании и сос- 
таве полисахаридов для этого штамма.

Целью работы являлось исследование продук- 
ции экзополисахаридов из штамма цианобактерии 
Cyanobacterium sp. B-1200, в зависимости от физико-
химических условий культивирования и состава куль- 
туральной среды, а также подбор оптимальных па- 
раметров экстракции и очистки экзополисахаридов 
из культуральной среды.

Объекты и методы исследования
Штамм цианобактерии Cyanobacterium sp. B-1200 

был приобретен из Коллекции 143 микроводорос- 
лей и цианобактерий Института физиологии расте- 
ний им. К. А. Тимирязева Российской академии наук  
(ИППАС ИППП РАН). Клетки одиночные или пар- 
ные, с продольно расположенным тилакоидами, без 
слизистых оболочек (рис. 1). Штамм охарактеризован 
как алкалофил, мезофил, светолюбивый и автотроф; 
выделен в 2012 г. из озера Балхаш, Казахстан [19]. 

Методом периодического культивирования штамм 
Cyanobacterium sp. B-1200 выращивали в конических 
колбах объемом 100 мл при освещении 7500 ± 50 люкс 
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(12 ч света/12 ч темноты). Освещение обеспечива- 
лось светодиодной лампой ProLine 580 LED (Spect- 
rum Brands, Inc., Мелле, Германия) с белыми и крас- 
ными светодиодами (8:1). Уровень интенсивности 
оценивали люксметром. Для культивирования Cya- 
nobacterium sp. B-1200 использовали питательную 
среду Заррука, которую готовили в соответствии 
с протоколом [20]. Длительность культивирования 
составила 12 суток.

Определение сухой клеточной массы цианобакте- 
рий проводили гравиметрическим методом, а также  
с использованием градуировочного графика зависи- 
мости количества биомассы от степени поглощения 
при длине волны 750 нм. 

Для гравиметрического анализа из пробы отби- 
рали аликвоту в объеме 1 мл, которую взвешивали 
с точностью до четвертого знака после запятой.  
Пробирку с отобранным содержимым центрифуги- 
ровали при 3900 об/мин в течение 1 мин, затем от- 
брасывали супернатант. К осадку приливали 1 мл 
дистилированной воды, вортексировали 1 мин и за- 
ново центрифугировали. Процедуру повторяли 1– 
2 раза. Полученный промытый осадок (клетки мик- 
роводоросли) высушивали в сушильном шкафу при 
45 °С в течение ночи. После высушивания пробирки 
переносили в охлажденный штатив и взвешивали с 
точностью до четвертого знака после запятой. Массу 
клеток определяли по формуле (1):

                  m = (m1 – m0) × 1000                      (1)

где m – сухая масса микроводоросли, г/л; m1 – масса 
пробирки и сухих микроводорослей, г; m0 – масса 
пустой пробирки, г; 1000 – коэффициент пересчета 
массы в г/л из г/мл.

Калибровочная кривая зависимости количества 
биомассы от степени поглощения при 750 нм была 

получена путем последовательного разведения кон- 
центрированной суспензии культуры (рис. 2). Пере- 
ход культуры в экспоненциальную фазу (log) роста 
и завершение этой фазы определяли путем взятия ло- 
гарифма всех значений поглощения и мониторинга 
в зависимости от времени культивирования. Удель- 
ную скорость роста (µ) культуры, количество кле- 
точных делений в сутки и время удвоения биомассы 
(Td) микроводорослей рассчитывали с использова- 
нием формул, предложенных M. J. Griffiths и др. [21]. 
Удельный темп роста культуры (µ) высчитывали по 
формуле (2): 
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где m1 – масса культуры микроводорослей в оп- 
ределенный момент роста, мг/г суточной массы; m0 –  
начальная масса, мг/г суточной массы; t1 – время 
отбора проб в определенный момент времени, сутки; 
t0 – начало роста культуры. Время удвоения био- 
массы (Td) высчитывали по формуле 3:
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где t1 – время начала культивирования; t2 – время 
отбора проб; q2 – масса культуры микроводорослей 
в определенной точке роста, мг/г массы тела; q1 – 
начальная масса, мг/г массы тела.

Количество полисахаридов в культуральной жид- 
кости изучали спектрофотометрическим методом  
на спектрофотометре SolidSpec-3700/3700 DUV (Shi- 
madzu, Киото, Япония). Для этого производили от- 
бор проб в объеме 1 мл, предварительно размешав 
суспензию до гомогенного состояния. От данного 
объема переносили в лунки 96-луночного планшета 
150 мкл образца и немедленно проводили анализ, 
чтобы избежать оседания клеток. Контролем для из- 

Рисунок 1. Морфология штамма Cyanobacterium sp. 
B-1200: a – макровид, b – клетки при 100-кратном 

увеличении

Figure 1. Morphology of Cyanobacterium sp. B-1200:  
a – macro view, b – cells at 100× magnification

               a                                             b

Рисунок 2. Калибровочная кривая зависимости уровня 
абсорбции суспензии (1) и сухой биомассы (2)  

штамма Cyanobacterium sp. B-1200

Figure 2. Effect of absorption in the suspension (1) on dry 
biomass (2) of the Cyanobacterium sp. strain. B-1200,  

calibration curve
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мерения концентрации клеток в суспензии служила 
соответствующая стерильная питательная среда. 
Измерение проводили при длине волны 750 нм для  
всех микроводорослей, т. к. при данной длине вол- 
ны возможность интерференции по абсорбции хло- 
рофилла минимальна. Оставшийся объем аликвоты 
центрифугировали при 3900 об/мин 5 мин. Надосадоч- 
ную жидкость анализировали на общее содержание 
свободных углеводов и экзополисахаридов антрон-
сернокислым методом. 

Для определения уроновых кислот перед прове- 
дением реакции с карбазолом необходимо провес- 
ти деметоксилирование, т. к. неодинаковая степень 
метоксилирования затрудняет получение достовер- 
ных результатов. Деметоксилирование проводили  
при комнатной температуре. Для этого к 0,5 мл раст- 
вора фракции с концентрацией 0,5 мг/мл приливали  
2 мл 0,05 Н NaOH и через полчаса 0,2 мл 0,05 Н НС1.  
Затем в пробирки добавляли по 0,5 мл деметокси- 
лированной суспензии микроводорослей, помещали в 
сосуд со льдом и по каплям приливали 3 мл раствора 
бората в серной кислоте. Пробирки с анализируемой 
пробой встряхивали в охлажденной смеси и после 
завершения реакции нагревали 6 мин на кипящей 
водяной бане. После кипячения пробирки снова 
охлаждали в сосуде с водой и льдом. В две пробирки 
с экстрактом фракции микроводорослей и одну с 
водой добавляли 0,1 мл 0,2 % раствора карбазола в  
абсолютном этаноле, затем их вновь помешали в  
кипящую водяную баню на 10 мин. Препарат кар- 
базола перекристаллизован из бензола и очищен воз- 
гонкой. По разнице пошедшего на реакцию карба- 
зола определяли количество уроновых кислот.

Количество нейтральных сахаров определяли 
согласно методике [22]. Для этого исследуемый об- 
разец в объеме 50 мкл смешивали с антроновым ре- 
активом в соотношении 1:3. Суспензию доводили до 
гомогенного состояния и нагревали до 70 °С в тече- 
ние 5 мин. Затем образцы охлаждали до комнатной 
температуры и измеряли уровень абсорбции при 
620 нм на планшетном ридере на спектрофотометре 
SolidSpec-3700/3700 DUV (Shimadzu, Киото, Япония).  
Контролем служила соответствующая питательная 
среда. Полученные значения абсорбции конверти- 
ровали в массовые значения (г/л) с помощью калиб- 
ровочной кривой. Калибровочная кривая зависимос- 
ти оптической плотности от концентрации была по- 
лучена с использованием разведенных растворов 
стандартного образца сахарозы.

В качестве водонерастворимого спирта для 
двухфазной экстракции экзополисахаридов исполь- 
зовали бутанол. Образцы культуральной среды с 
клетками микроводорослей центрифугировали при 
3900 об/мин в течение 20 мин в центрифуге 1701 Het- 
tich ROTINA 380 (DV-expert, Москва, Россия), соби- 
рали надосадочную жидкость и фильтровали через  
бумажный фильтр с размером пор 2–3 мкм (Millab, 

Москва, Россия). Фильтрат смешивали с различными 
спиртами (этанол, бутанол, изопропанол) в соотно-
шениях 1:1, 1:2, 1:3 и оставляли на 12 ч при различ- 
ных температурах (от –30 до +30 °C с шагом 10 °C).  
После осаждения растворы центрифугировали при  
3900 об/мин в центрифуге, надосадочную жидкость 
отбрасывали, а осадок высушивали в лиофильной су- 
шилке Inei-6 (Институт биологического приборост- 
роения Российской академии наук, Пущино, Россия) 
в течение 12 ч при –20 °C и давлении 0,350 мбар. 
После сушки выход выделенных полисахаридов оп- 
ределяли гравиметрически. Затем выделенную массу 
полисахарида пересчитывали на сухую биомассу 
(мг/г сухой биомассы) по формуле (4):
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Для разрушения клеточных стенок использовали 
метод ультразвукового диспергирования. Осадок  
культуральной жидкости растворяли в дистиллиро- 
ванной воде и подбирали параметры ультразвуко- 
вого диспергирования в ультразвуковой установке  
УП200Ст (АнтИс, Санкт-Петербург, Россия) с различ- 
ной мощностью (20, 40 и 60 Вт) и продолжитель- 
ностью обработки (0,5, 1, 2, 3 и 4 мин) [23]. Затем 
массу полисахаридов пересчитывали антрон-суль- 
фатным методом на сухую биомассу (мг/г с.в.) по 
формуле (1).

Каждый эксперимент проводили в трехкратной 
повторности, а данные представляли как среднее 
значение ± стандартное отклонение. Полученные 
данные обрабатывали стандартными статистически- 
ми методами. Данные подвергали дисперсионному 
анализу (ANOVA) с использованием пакета Statis- 
tica 10.0 (StatSoft Inc., 2007, США). Апостериорный 
анализ (критерий Дункана) проводился для выявле- 
ния образцов, отличающихся друг от друга. Равенст- 
во дисперсий извлеченных выборок проверяли с  
помощью теста Левена. Различия между средними 
значениями считались значимыми, если доверитель- 
ный интервал был меньше 5 % (p < 0,05). Построение 
графиков проводили с помощью пакета Excel (Mic- 
rosoft Corporation, 15,0, 2016, Редмонд, Вашингтон, 
США).

Результаты и их обсуждение
На первом этапе исследования была проведена 

оптимизация состава питательных сред с целью мак- 
симального накопления полисахаридов клетками 
Cyanobacterium sp. B-1200. Ограничение поступления 
питательных веществ является широко используе- 
мой стратегией для увеличения накопления полиса- 
харидов микроводорослями [12–15, 22]. 

В качестве факторов, которые варьировали в про- 
цессе оптимизации питательной среды, были выб- 
раны соли NaNO3, K2HPO4·3H2O, NaHCO3 и NaCl.  
Остальные компоненты присутствовали в стандарт- 
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ной концентрации. Наибольший выход полисаха- 
ридов был зафиксирован при удалении из среды гид- 
рокарбоната натрия: в этом случае концентрация эк- 
зополисахаридов (ЭПС) составила 0,97 г ЭПС/г с.в.  
(рис. 3).

Провели исследование по определению такой 
концентрации солей, при которой продукция экзо- 
полисахаридов была бы максимальна. Для этого варь- 
ировали концентрации компонентов среды, которые 
были приняты в качестве исследуемых факторов 

(NaNO3, K2HPO4·3H2O, NaHCO3 и NaCl). При варь- 
ировании использовали исходную концентрацию 
(0 %), а также увеличенные на 200, 250 и 300 % от 
исходной (рис. 4).

Эмпирические данные на рисунке 4 показывают, 
что при увеличении в среде нитрата натрия на 300 %, 
по сравнению с исходной концентрацией (2,5 г/л), 
наблюдается максимальный выход экзополисахари- 
дов – 4 г ЭПС/г с.в. Оптимальной концентрацией фос- 
фата калия является исходное значение (1,0 г/л).  

Рисунок 3. Влияние состава питательной среды на выработку экзополисахаридов штаммом Cyanobacterium sp. B-1200

Figure 3. Effect of nutrient medium composition on the production of exopolysaccharides by Cyanobacterium sp. B-1200

Факторы Образцы
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Х1 – + – + – + – + – + – + – + – +
Х2 – – + + – – + + – – + + – – + +
Х3 – – – – + + + + – – – – + + + +
Х4 – – – – – – – – + + + + + + + +

X1 – NaNO3, X2 – K2HPO4·3H2O, X3 – NaHCO3, X4 – NaCl; «–» – нижний уровень фактора, «+» – верхний уровень фактора.

Рисунок 4. Влияние варьирования состава питательной среды на выработку экзополисахаридов штаммом 
Cyanobacterium sp. В-1200

Figure 4. Effect of various nutrient media on the production of exopolysaccharides by Cyanobacterium sp. B-1200
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При увеличении концентрации карбоната натрия 
(200 % от исходной) наблюдается повышение концен-
трации экзополисахаридов почти до г 2,5 ЭПС/г с.в.,  
что выше исходного уровня этой соли (16,8 г/л).  

В случае с хлоридом натрия оптимальной концентра- 
цией этого компонента является исходное значение – 
1 г/л. При данной концентрации выход полисахаридов 
составил примерно 2,1 г ЭПС/г с.в. (рис. 4).

Провели варьирование активной кислотности 
(значение рН) от 3,0 до 12,0 ед. в процессе культиви- 
рования с целью определения продуктивности накоп- 
ления биомассы и полисахаридов микроводорослей 
и цианобактерий. Диапазон исследуемых значений 
активной кислотности выбран согласно аналогич- 
ным исследованиям [24]. Применяли водные раст- 
воры 1 М гидроксида натрия и 1 М соляной кислоты 
для регулировки значений рН (рис. 5). 

Значения рН > 7 действуют угнетающе на про- 
дукцию полисахаридов (рис. 5a). Максимальный вы- 
ход полисахаридов отмечен при значении рН 6 и  
составляет 1,05 г/л. При значении рН 3 выход поли- 
сахаридов составил 0,79 г/л. При значениях рН 8–11 
визуально наблюдали увеличение концентрации 
клеток (рис. 5b). 

Подбор освещения осуществляли в соответствии 
с полученным спектром поглощения света суспенз- 
ией цианобактерий (рис. 6). Пигментный состав дан- 
ного штамма представлен хлорофиллом а, пик кото- 
рого соответствует значению длины волны 680 нм,  
а отклики в диапазоне 400–550 нм могут соответст- 
вовать каротиноидам [25].

В ходе эксперимента выявлено, что свет вли- 
яет на синтез экзополисахаридов. Результаты эмпи- 
рических данных (рис. 7) подтверждают, что при  
интенсивном белом освещении (5000 Лк) наблю- 
дается максимальный выход экзополисахаридов в  
культуральную жидкость у штамма цианобактерий 
Cyanobacterium sp. B-1200 – 0,92 г ЭПС/г сухой кле- 
точной массы. Также наблюдается линейное сни- 
жение выхода полисахаридов при снижении интен- 
сивности белого освещения: при освещении интен- 
сивностью 500 Лк выход полисахаридов составил 

Рисунок 5. Влияние исходного значения рН  
на морфологию и продукцию экзополисахаридов 

штаммом Cyanobacterium sp. B-1200: a – концентрация 
экзополисахаридов; b – внешний вид культуральной 

жидкости

Figure 5. Effect of initial pH on morphology and 
exopolysaccharide production from Cyanobacterium sp. B-1200: 

a – concentration of exopolysaccharides; b – culture liquid
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Рисунок 6. Оптический спектр поглощения света 
суспензией Cyanobacterium sp. B-1200

Figure 6. Optical spectrum of light absorption  
by Cyanobacterium sp. B-1200
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Рисунок 7. Продукция экзополисахаридов  
и морфология клеток в условиях различного освещения 

для штамма Cyanobacterium sp. В-1200

Figure 7. Exopolysaccharide production and cell morphology 
under different lighting conditions for Cyanobacterium sp. B-1200
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0,41 г ЭПС/г сухой клеточной массы. При красно-
белом освещении наблюдается обратная зависимость: 
при максимальном освещении (5000 Лк) наблю- 
дается самый низкий выход экзополисахаридов – 
0,22 г ЭПС/г сухой клеточной массы. Однако при 
снижении интенсивности красно-белого освещения 
наблюдается увеличение выхода экзополисахаридов, 
которое составило 0,65 г ЭПС/г сухой клеточной 
массы (рис. 7).

Отметили изменение морфологии клеток в раз- 
ных условиях: при освещении красно-белой лампы 
культура клеток теряет характерное изумрудное ок- 
рашивание (рис. 8a) в сравнении с белым освещением 
(рис. 8b). 

Штамм Cyanobacterium sp. B-1200 продуцировал 
максимальное количество биомассы при темпера- 
туре 25 °С. Концентрация клеток в культуральной 
жидкости при культивировании этих штаммов сос- 
тавила 0,59 г/л. Однако максимальное количество 
полисахаридов (2 г/л) получено при температуре 
окружающей среды 35 °С (рис. 9).

При экстракции экзополисахаридов из культураль- 
ной жидкости микроводоросли Cyanobacterium sp.  
В-1200 96 % этиловым спиртом при модуле экстрак- 
ции 1:3 и температуре 5 °С наблюдался наиболь- 
ший для данного экстрагента выход экзополиса- 
харидов – 1323,08 мг/г. Наименьший выход экзопо- 
лисахаридов при модуле 1:1 и температуре 25 °С 
составил 107,69 мг/г. При использовании в качестве 
экстрагента 99 % изопропилового спирта, модуля 
экстракции 1:3 и температуры 5 °С выделение эк- 
зополисахаридов из микроводоросли Cyanobacte- 
rium sp. В-1200 было максимальным – 4030,77 мг/г, 
минимальный выход экзополисахаридов (423,08 мг/г) 
наблюдали при модуле экстракции 1:1 и темпера- 
туре 25 °С. Экстракция экзополисахаридов проводи- 
лась изопропиловым спиртом. Наиболее однородные 
результаты по выходу экзополисахаридов показа- 
ла экстракция 99 % изопропиловым спиртом при 
модуле экстракции 1:2 и различных температурах: 
для –25 °С – 2423,08 мг/г, для –15 °С – 2415,38 мг/г,  
для 5 °С – 2661,54 мг/г, для 15 °С – 2476,92 мг/г, для 
25 °С – 2446,15 мг/г. При использовании в качестве 
экстрагента 99 % бутилового спирта при модуле 
экстракции 1:1 и температуре 5 °С наблюдался наи- 
больший для данного модуля экстракции выход  
экзополисахаридов из микроводоросли Cyanobac- 
terium sp. В-1200 – 246,15 мг/г, при модуле экстрак- 
ции 1:2 и температуре 25 °С наибольший выход 
экзополисахаридов составил 492,31 мг/г. Экстрак- 
ция 99 % бутиловым спиртом при модуле экст- 
ракции 1:3 и температуре 15 °С привела к выделе- 
нию из культуральной жидкости микроводоросли 
Cyanobacterium sp. В-1200 592,31 мг/г экзополи- 
сахаридов (рис. 10).

Рассматривали метод ультразвуковой обработки 
культуральной жидкости с последующим спирто- 
вым осаждением экзополисахаридов по выбран- 
ным оптимальным условиям. Ультразвуковая экст- 
ракция – это эффективный метод экстракции различ- 
ных типов полисахаридов. Акустическая кавитация  

Рисунок 8. Морфология клеток в условиях различного 
освещения для штамма Cyanobacterium sp. В-1200:  
a – красно-белое освещение; b – белое освещение;  

100× иммерсия

Figure 8. Cell morphology under different lighting conditions  
for Cyanobacterium sp. B-1200: a – red  

and white lighting; b – white lighting; ×100 immersion

                    a                                                b

Рисунок 9. Выход полисахаридов Cyanobacterium sp. B-1200 при варьировании температуры: a – биомасса;  
b – экзополисахариды

Figure 9. Effect of temperature on polysaccharide yield from Cyanobacterium sp. B-1200: a – biomass; b – exopolysaccharides
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в методе ультразвуковой экстракции может разру- 
шать клеточные стенки, уменьшать размеры частиц и  
улучшать контакт между растворителями и целевы- 
ми соединениями [26]. Поскольку ультразвуковая 
экстракция характеризуется более низким энерго- 
потреблением, меньшим потреблением раствори- 
телей, более высокой эффективностью экстракции и 
более высоким уровнем автоматизации, то этот спо- 
соб экстракции полисахаридов предпочтительнее, 
чем экстракция химическими растворителями [27]. 
Рабочие параметры, включая мощность и частоту 
ультразвука, продолжительность экстракции и тем- 
пературу, влияют на выходы экстракции полиса- 
харидов [28].

Наибольший выход полисахаридов наблюдается 
в результате ультразвуковой обработки мощностью 
20 Вт в течение 5 мин и составляет 107,56 мг/г су- 

хой массы. Однако мощность ультразвуковой обра- 
ботки 20 Вт также дает высокий выход полисаха- 
ридов, независимо от времени обработки (рис. 11).

С целью обезвоживания полисахаридов, выде- 
ленных из образцов микроводорослей и цианобак- 
терий, методом лиофилизации (сублимации) для 
каждого образца индивидуально подбирали тем- 
пературный режим (в диапазоне –15 до –35 °С) и  
продолжительность процесса сублимации (общую  
длительность цикла сушки варьировали в преде- 
лах 8–24 ч). Общую длительность процесса и про- 
должительность этапа сублимации фиксировали по 
изменению температуры в слое концентрата поли- 
сахаридов. Наибольший выход экзополисахаридов 
наблюдался при продолжительности сублимацион- 
ной сушки 8 ч и температуре сушки –15 °С. Макси- 
мальный выход эндополисахаридов зафиксировали 

Рисунок 10. Подбор параметров экстракции экзополисахаридов из культуральной жидкости Cyanobacterium sp. 
B-1200: 1 – модуль экстракции (образец:спирт) 1:1; 2 – модуль экстракции 1:2; 3 – модуль экстракции 1:3

Figure 10. Parameters for exopolysaccharides extraction from Cyanobacterium sp. B-1200: 1 – extraction module (sample:alcohol) 1:1; 
2 – extraction module 1:2; 3 – extraction module 1:3
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Рисунок 11. Выход связанных полисахаридов Cyanobacterium sp. B-1200 в зависимости от мощности обработки 
ультразвуком: 1 – 20 Вт; 2 – 40 Вт; 3 – 60 Вт

Figure 11. Yield of bound polysaccharides from Cyanobacterium sp. B-1200 depending on ultrasonic power: 1 – 20 W; 2 – 40 W; 3 – 60 W
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Таблица 1. Выход полисахаридов, выделенных из Cyanobacterium sp. B-1200, в зависимости от продолжительности 
и температуры сушки

Table 1. Effect of drying time and temperature on polysaccharide yield from Cyanobacterium sp. B-1200

Продолжительность сушки, ч Экзополисахариды Эндополисахариды
Температура сушки, °С

–15 –25 –35 –15 –25 –35
8 9,2 ± 0,3a/a 6,4 ± 0,1a/a 7,2 ± 0,2a/a 6,8 ± 0,2a/a 6,1 ± 0,2a/a 5,7 ± 0,1a/a

12 8,7 ± 0,2a/a 5,9 ± 0,1ab/a 7,1 ± 0,2a/a 6,3 ± 0,1a/a 5,6 ± 0,1a/a 5,8 ± 0,2a/a

16 8,7 ± 0,2a/a 5,1 ± 0,1b/a 7,1 ± 0,2a/a 5,4 ± 0,1a/a 4,9 ± 0,1a/a 4,4 ± 0,2a/a

24 8,7 ± 0,2a/a 5,1 ± 0,1ab/a 7,1 ± 0,2a/a 5,6 ± 0,2a/a 5,1 ± 0,2a/a 4,8 ± 0,1a/a

Значения в столбцах/строках, за которыми следует одна и та же буква, достоверно не отличаются (p > 0,05). Оценено с помощью 
post-hoc теста (критерий Дункана).
Values in columns/rows marked by the same letter are not significantly different (p > 0.05): a post-hoc Duncan test.

в аналогичных условиях сушки (табл. 1). Внешний 
вид полисахаридов представлен на рисунке 12.

Содержание уроновых кислот в микроводорос- 
лях и цианобактериях изучали в связи с тем, что в  
состав полисахаридов микроводорослей входят не  
растворимые в воде кислые полисахариды (полиуро- 
ниды), состоящие из уроновых кислот. Именно они  
проявляют биологически активные свойства. Нейтраль- 
ные сахара – важнейший класс соединений, входящих 
в водорастворимые полисахариды микроводорослей и 
цианобактерий, который, наравне с кислыми сахарами 
(уроновыми кислотами), отвечает за биологически 
активные свойства полисахаридов и определяет эф- 
фективность их использования в различных областях 
науки и техники. 

Концентрация нейтральных сахаров в культу- 
ральной жидкости составила 0,751 мг/г, содержание 
уроновых кислот – 0,163 мг/г.

Выводы
Были подобраны рациональные условия куль- 

тивирования и экстракции штамма цианобактерии 
Cyanobacterium sp. В-1200 для максимизации выхода 

полисахаридов как ценных биологически активных 
соединений. Наибольший выход полисахаридов за- 
фиксировали при удалении из среды гидрокарбо- 
ната натрия. При увеличении концентрации этого 
компонента на 300 %, по сравнению с исходной кон- 
центрацией, наблюдалась интенсификация синтеза 
экзополисахаридов. Значения рН > 7 действовали уг- 
нетающе на продукцию полисахаридов; оптималь- 
ное значение рН = 6. Температура также влияла на 
выход биомассы и полисахаридов: максимальное ко- 
личество биомассы наблюдалось при температуре 
25 °С; максимальное количество полисахаридов –  
при температуре окружающей среды 35 °С, что 
может являться адаптацией клеток к высокой тем- 
пературе. В ходе эксперимента выявлено, что свет 
также влиял на синтез экзополисахаридов: при ин- 
тенсивном освещении белым светом (5000 Лк) наб- 
людался максимальный выход экзополисахаридов в 
культуральную жидкость. Показано изменение мор- 
фологии клеток при красно-белом освещении. Уста- 
новлено, что влияние оказывают концентрация и 
температура экстрагента при спиртовой экстракции. 
Среди выбранных спиртов наибольший выход экзо- 
полисахаридов наблюдался при использовании изо- 
пропанола, наименьший – при использовании бута- 
нола. При экстракции изопропанолом наибольший 
выход экзополисахаридов происходил при темпе- 
ратуре осадка –15 и –25 °С. Для ультразвуковой 
обработки рекомендовано использовать мощность 
20 Вт и время обработки 5 мин, для сублимационной 
сушки – продолжительность 8 ч и температура –15 °С.
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