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БАКТЕРИИ РОДА Pantoea, СПОСОБНЫЕ  
СИНТЕЗИРОВАТЬ ЭКЗОПОЛИСАХАРИД  

ГАЛАКТАНОВОГО ТИПА  

В ходе поиска новых микроорганизмов-продуцентов экзополисахаридов (ЭПС) 
был проведен скрининг образцов с поверхности листьев капусты (Brassica oleracea), 
выделен новый бактериальный штамм KR24. На основании культурально-
морфологических (грамотрицательные подвижные палочки, образующие слизистые 
колонии желтого цвета) и физиолого-биохимических признаков (каталазоположи-
тельный, оксидазоотрицательный факультативный анаэроб, не способный к гидро-
лизу крахмала), а также филогенетического анализа последовательности 16S рРНК 
полученный штамм был идентифицирован как представитель рода Pantoea. После-
довательность гена задепонирована в базе данных GenBank под номером 
PQ771671.1. Продукция экзополисахарида при оптимизации компонентов питатель-
ной среды и условий культивирования составила 3–5 г/л (на жидкой питательной 
среде, содержащей 4 % мелассы в качестве единственного источника углерода). 
Молекулярная масса, определенная с использованием вискозиметрического метода и 
уравнения Марка–Хаувинка–Куна, составила приблизительно 30 кДа. Полисахарид-
ная природа полученного биополимера подтверждена ИК-спектроскопией, выявлены 
характерные полосы поглощения для ОН-групп, гликозидных связей и пиранозных 
колец, включая сигнал, специфичный для β-гликозидных связей. Характеристика кис-
лотных гидролизатов, проведенная с помощью тонкослойной хроматографии и ме-
тода капиллярного электрофореза, показала, что полученный экзополисахарид пред-
ставляет собой гомополимер галактозы. Данный результат представляет значи-
тельный интерес, так как известные гомополисахариды бактерий рода Pantoea 
состоят из остатков глюкозы или фруктозы, а галактоза до настоящего времени 
обнаруживалась только в составе гетерополисахаридов; выделенный же в данной 
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работе штамм KR24 продуцирует гомополимер галактозы. Таким образом, штамм 
Pantoea sp. KR24, продуцирующий гомогалактан, представляет перспективный объ-
ект для фундаментальных и прикладных исследований в области биотехнологии 
бактериальных экзополисахаридов. 

Ключевые слова: бактерии, идентификация, род Pantoea, экзополисахарид, 
мономерный состав. 
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BACTERIA OF THE GENUS PANTOEA CAPABLE  
OF SYNTHESIZING GALACTAN-TYPE  

EXOPOLYSACCHARIDE 

In the course of the search for new microorganisms producing exopolysaccharides 
(EPS), samples from the surface of cabbage (Brassica oleracea) leaves were screened and 
a new bacterial strain KR24 was isolated. Based on cultural-morphological (gram-negative 
motile rods forming yellow mucous colonies) and physiological-biochemical characteristics 
(catalase-positive, oxidase-negative facultative anaerobe incapable of starch hydrolysis), 
as well as phylogenetic analysis of the 16S rRNA sequence, the obtained strain was identi-
fied as a representative of the genus Pantoea. The gene sequence was deposited in the 
GenBank database under number PQ771671.1. Exopolysaccharide production with optimi-
zation of nutrient medium components and cultivation conditions was 3-5 g/l (on a liquid 
nutrient medium containing 4% molasses as the only carbon source). The molecular weight 
determined using the viscosimetric method and the Mark-Houwink-Kuhn equation was ap-
proximately 30 kilodaltons. The polysaccharide nature of the obtained biopolymer was con-
firmed by IR spectroscopy; characteristic absorption bands for OH groups, glycosidic 
bonds and pyranose rings, including a signal specific for β-glycosidic bonds, were re-
vealed. Characterization of acid hydrolysates carried out using thin-layer chromatography 
and capillary electrophoresis showed that the obtained exopolysaccharide is a galactose 
homopolymer. This result is of considerable interest, since the known homopolysaccharides 
of bacteria of the genus Pantoea consist of glucose or fructose residues, and galactose has 
hitherto been found only in the composition of heteropolysaccharides; strain KR24 produc-
es a galactose homopolymer. Thus, strain Pantoea sp. KR24, which produces homogalac-
tan, is a promising object for fundamental and applied research in the field of biotechnolo-
gy of bacterial exopolysaccharides. 

Keywords: bacteria, identification, genus Pantoea, exopolysaccharide, monomeric 
composition 
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Экзополисахариды (ЭПС) представляют собой высокомолеку-
лярные полимеры, исполняющие роль источника энергии, регуляторов 
специфических биохимических процессов, барьера между клеткой и 
окружающей средой. Благодаря своим многочисленным полезным 
свойствам, экзополисахариды нашли применение в медицине, пище-
вой, косметической, нефтедобывающей промышленности [1]. 

Спектр областей, в которых применение ЭПС имеет значитель-
ный потенциал, продолжает расширяться. В последние годы активно 
исследуется возможность применения экзополисахаридов в биомеди-
цине, главным образом в тканевой инженерии и фармацевтике [2]. 

Широкое применение нашли такие микробные полисахариды, как 
ксантан, гиалуроновая кислота, альгинат, леван, декстран, бактериаль-
ная целлюлоза и др. [3]. 

Большой интерес представляют уникальные природные гетеро-
полисахариды – галактаны, содержащиеся в растениях (красные мор-
ские водоросли, семена люпина, кожура цитрусовых и др.), а также 
синтезируемые микроорганизмами. Наиболее известные представители 
гетерополисахаридов – агар и каррагинан. Галактаны растительного 
происхождения находят применение в пищевой промышленности в 
качестве пребиотика для стимуляции роста кишечной микробиоты или 
стабилизатора для йогуртов и соусов [4]; в фармацевтической про-
мышленности в качестве средства доставки лекарств [5].  

Стоит отметить, что на производство растительных полисахари-
дов существенное влияние оказывает сезонный и климатический фак-
тор. Кроме того, структура растительных полисахаридов может быть 
неоднородной за счет большого числа внешних факторов. В случае же 
микробных полисахаридов эти недостатки минимизируются [6]. Также 
можно использовать в качестве субстратов отходы различных произ-
водств, например: свекловичный жом, мелассу, фруктовые отжимки, 
лигноцеллюлозную биомассу, сырную сыворотку [7]. Это дополни-
тельно повышает рентабельность производства бактериальных ЭПС по 
сравнению с растительными. 

Данная работа посвящена поиску, выделению и идентификации 
новых штаммов бактерий, способных синтезировать экзополисахариды 
с уникальными физико-химическими свойствами.  

Экспериментальная часть. Для получения накопительных куль-
тур образцы почвы и частей растений вносили в колбы с полусинтетиче-
ской жидкой средой следующего состава (г/л): сахароза – 20; KH2PO4 – 3; 
(NH4)2SO4 – 1,5; MgSO4*7H2O – 0,3; дрожжевой экстракт – 3 [8]. 
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Режим стерилизации сред: 121 °С в течение 30 мин. 
Для выделения чистых культур микроорганизмов использовали 

среду того же состава с добавлением агар-агара в концентрации 20 г/л. 
Культурально-морфологические и физиолого-биохимические 

свойства штамма изучали, руководствуясь методическими рекоменда-
циями по идентификации микроорганизмов [9]. 

Филогенетическое положение исследуемого штамма устанавли-
вали на основе сравнительного анализа последовательности гена 
16S рРНК. Секвенирование осуществлялось на автоматическом секве-
наторе Нанофор 05 («Синтол», Россия) согласно рекомендациям про-
изводителя с применением набора реактивов «GenSeq-100» («Синтол», 
Россия). Анализ гомологии последовательности гена 16S рРНК прово-
дили с помощью Ribosomal Database Project при использовании меж-
дународной базы данных GenBank (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). Мно-
жественное выравнивание и филогенетический анализ полученных 
нуклеотидных последовательностей проводили с использованием про-
граммы MEGA11 (http://www.megasoftware.net). Филогенетическое де-
рево построено методом присоединения ближайших соседей 
(Neighbor-Joining), показатель бутстрепанализа соответствовал не ме-
нее чем 1000 альтернативным деревьям.  

Для исследования способности образовывать полисахариды, ис-
пользовали среду следующего состава (г/л): пептон – 2, K2HPO4 – 2, 
NaCl – 2, MgSO4ꞏ7H2O – 0,4, FeSO4ꞏ7H2O – 0,01, меласса – 20–80 [9]. 

Биосинтез ЭПС проводили на шейкере-инкубаторе ЕS-20/60 
(«Biosan», Латвия) в течение 72–120 ч при температуре 30 °C и скоро-
сти перемешивания 150 об/мин.  

Кинематическую вязкость культуральной жидкости определяли 
стандартным методом с использованием стеклянного капиллярного 
вискозиметра ВПЖ-2 (Россия) [10]. 

Молекулярную массу полученного ЭПС оценивали методом ка-
пиллярной вискозиметрии с использованием уравнения Марка–Хау-
винка–Куна.  

Для определения количества образовавшегося ЭПС сначала про-
изводили центрифугирование культуральной жидкости в течение 
30 мин и 10 000 об/мин, полученный супернатант осаждали двумя объ-
емами 96 % этанола, выдерживали сутки при 4 °C и высушивали до 
постоянной массы.  

Для анализа моносахаридного состава полученного экзополиса-
харида проводили кислотный гидролиз ЭПС в автоклаве с 2М H₂SO₄, 
121 °C, 30 мин) [12]. 
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Качественное и количественное определение сахаров в гидроли-
затах осуществляли с помощью системы капиллярного электрофореза 
«Капель-105М» («Люмэкс», Россия), включающей кварцевый капилляр 
с внутренним диаметром 50 мкм (эффективная длина капилляра – 65 см, 
общая – 75 см), встроенный УФ-спектрофотометрический детектор 
с длиной волны от 190 до 380 нм и источник высокого напряжения пе-
ременной полярности. Регистрацию и обработку электрофореграмм 
проводили с помощью программного обеспечения Elforun (Россия). 
Концентрация сахаров была определена по калибровочной кривой с ис-
пользованием стандартных растворов моно- и дисахаридов (0,05–0,5 %). 

ИК-спектры в интервале частот 600–4000 см–1 записывали на 
приборе IR Prestige-21 (Fourier Transform Spectrophotometer – Shimadzu, 
Япония) в вазелиновом масле. 

Результаты и их обсуждение. Полученный в ходе скрининга 
штамм KR24, выделенный с поверхности листа капусты (Brássica 
olerácea), демонстрирующего типичные симптомы бактериального ожо-
га, включая пятна на листьях и водянистые поражения, представлял со-
бой подвижные грамотрицательные бактериальные палочки размером 
0,5–1,0×1,0–3,0 мкм. На агаризованных питательных средах, содержа-
щих сахарозу и глюкозу, образовывал слизистые колонии желтого цве-
та, не образовывал споры (на третьи сутки культивирования). Выделен-
ный штамм являлся каталазаположительным и оксидазоотрицательным 
факультативным анаэробом. Не гидролизовал крахмал. Исследуемый 
штамм рос на глюкозе, сахарозе, глицерине, фруктозе, мелассе. 

По данным анализа нуклеотидных последовательностей гена 
16S рРНК штамма KR24 построено филогенетическое древо с типовы-
ми штаммами бактерий рода Pantoea (рис. 1). 

Таким образом, на основании полученных результатов исследуе-
мый штамм был идентифицирован как Pantoea sp. KR24. Нуклеотид-
ная последовательность гена 16S рРНК задепонирована в международ-
ной базе данных GenBank под номером PQ771671.1.  

Ранее нами была проведена оптимизация состава питательной 
среды и условий культивирования с целью повышения выхода экзопо-
лисахарида [13]. Максимальная вязкость культуральной жидкости со-
ставила 3,57 мм2/c. Выход экзополисахарида составлял 3–5 г/л.  

Определение молекулярной массы полученного ЭПС проводили 
вискозиметрически, используя уравнение Марка–Куна–Хаувинка. Зна-
чение молекулярной массы составило ~30 кДа. 
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Рис. 1. Филогенетическое древо (метод Neighbor-Joining) на основе  
сравнительного анализа гена 16S рРНК штамма KR24 и гомологичных  
               последовательностей типовых видов бактерий рода Pantoea 

На рис. 2 показан ИК-спектр выделенного ЭПС. Широкая полоса 
поглощения в области 3181,72–3507,70 см–1 соответствует валентным ко-
лебаниям -OH групп. Полосы поглощения в области 1016,53–1151,55 см–1 
свидетельствуют о наличии асимметричных валентных колебаниях 
эфирной связи C1-O-C4, с одним атомом углерода, входящим в пи-
ранозное кольцо, и вторым атомом, образующим связь с гликозидным 
гидроксилом. Наличие полосы поглощения при частоте 940,34 см–1 ха-
рактеризует деформационные колебания связи C-H у первого углерод-
ного атома пиранозного кольца, т.е. наличие β-гликозидной связи [14]. 
Таким образом, ИК-спектр полученного биополимера содержит харак-
терные для полисахаридов функциональные группы. 
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Рис. 2. ИК-спектр экзополисахарида Pantoea sp. KR24 

Анализ электрофореграммы гидролизованного ЭПС, продуциру-
емого исследуемой бактерией из мелассы, выявил наличие только од-
ного моносахарида, галактозы в концентрации 0,1742 %. Учитывая, 
что мономером ЭПС является только галактоза, его можно отнести 
к гомополисахаридам. 

В таблице приведено сравнительное описание экзополисахари-
дов, образованных штаммами Pantoea (литературных и эксперимен-
тальных). 

Сравнение экзополисахаридов, образованных штаммами Pantoea 

Штамм 
Источник  
выделения 

Состав ЭПС 
Молекулярная 
масса, Да 

Ссылка 

Pantoea 
agglomerans 

ZMR7 

Ризосферная почва 
кукурузы, Ирак 

Гомополимер фруктозы Нет данных [15] 

Pantoea sp. 
BM39 

Отложения  
Тирренского моря 

Гомополимер глюкозы 8,3ꞏ105 [16] 

Pantoea sp. 
YU16-S3 

Прибрежные зоны 
Аравийского моря 

Глюкоза:галактоза: 
N-ацетилгалактоза-
мин:глюкозамин 

1,75ꞏ105 [17] 

Pantoea alhagi 
NX-11 

Ризосфера  
морского риса,  

Китай 

Галактоза:глюкоза:глю-
козамин:  глюкуроновая 

кислота:манноза 

>106 [18] 

Pantoea sp. 
BCCS 001 GH 

Плоды нектарина, 
Иран 

Глюкоза: галактоза 2,5ꞏ106 [19] 
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Окончание таблицы 

Штамм 
Источник  
выделения 

Состав ЭПС 
Молекулярная 
масса, Да 

Ссылка 

Pantoea Ag-
glomerans 

KFS-9 

Мангровый лес,  
Китай 

Арабиноза:глюкоза: 
галактоза: глюкуроно-

вая кислота 

7,6ꞏ105 [20] 

Pantoea sp. 
KR24 

Лист капусты, 
Россия 

Гомополимер галактозы 3ꞏ104 Данная 
работа 

 

Как видно из таблицы, упоминаемые в литературе гомополисахари-
ды, синтезируемые в ходе культивирования бактерий Pantoea представле-
ны фруктанами и глюканами, т.е. состоят из звеньев фруктозы или глюко-
зы. Галактоза встречается лишь в гетерополисахаридах, как упомянуто 
выше, поэтому выделенный штамм Pantoea sp. KR24 и синтезируемый им 
полисахарид представляет интерес для дальнейших исследований.  

Таким образом, в ходе исследования с поверхности листа капу-
сты выделен штамм Pantoea sp. KR24, образующий экзополисахарид 
молекулярной массой 3ꞏ104 Да. Выход по сухому веществу составляет 
3–5 г/л. На основании мономерного состава можно предположить, что 
данный полисахарид относится к классу галактанов.  
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