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МИКРОБНЫЙ СИНТЕЗ ЭКЗОПОЛИСАХАРИДА ЭТАПОЛАНА  
НА РАЗЛИЧНЫХ ВИДАХ ОТРАБОТАННЫХ РАСТИТЕЛЬНЫХ МАСЕЛ

С целью повышения экономической эффективности технологий продуктов микробного синтеза в качестве суб-
стратов используются промышленные отходы. Отработанные (пережаренные) растительные масла являются деше-
выми и доступными в необходимых для применения в микробных технологиях количествах. Однако при жарке  
в маслах образуются токсические вещества (ингибиторы синтеза целевого продукта), количество которых зависит 
от состава масла, в частности от соотношения в нем моно- и полиненасыщенных жирных кислот. 

Изучен синтез микробного экзополисахарида (ЭПС) этаполана на отработанных маслах с различным соотноше-
нием моно- и полиненасыщенных жирных кислот.

Культивирование Acinetobacter sp. IМВ B-7005 (продуцент этаполана) осуществляли в жидкой среде, содержа-
щей в качестве источника углерода отработанные масла (5 %), характеризующиеся высоким содержанием как поли-
ненасыщенных (подсолнечное, кукурузное), так и мононенасыщенных (оливковое, рапсовое) жирных кислот. Коли- 
чество ЭПС определяли весовым методом после осаждения изопропанолом, ЭПС-синтезирующую способность – как 
отношение концентрации ЭПС к концентрации биомассы.

Максимальная концентрация ЭПС (11–14 г/л) наблюдалась при выращивании продуцента на отработанных по-
сле жарки мяса подсолнечном и кукурузном маслах с использованием инокулята, выращенного на соответствующем 
рафинированном масле. Количество этаполана, синтезированного в аналогичных условиях культивирования Acineto- 
bacter sp. ИМВ В-7005 на отработанных рапсовом и оливковом маслах, было ниже (9–10 г/л), однако его ЭПС-
синтезирующая способность (10–15 г ЭПС/г биомассы) превышала в 1,6–2,4 раза таковую при применении подсол-
нечного и кукурузного масел. 

Возможность синтеза этаполана на отработанном масле любого качества (подсолнечное, кукурузное, рапсовое, 
оливковое) позволяет не только утилизировать накапливающиеся в больших количествах токсичные отходы, но  
и разработать универсальную технологию получения этого полисахарида, не зависящую от типа, качества и постав-
щика отработанного масла.

Ключевые слова: Acinetobacter sp. ИМВ В-7005, экзополисахариды, отработанное подсолнечное, кукурузное, 
оливковое и рапсовое масла.
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MICROBIAL SYNTHESIS OF EXOPOLYSACCHARIDE ETHAPOLAN ON VARIOUS TYPES  
OF WASTE VEGETABLE OILS

The research on the use of industrial waste to obtain practically valuable microbial metabolites was intensified. Oil-
containing waste are cheap and available in necessary for use in microbial technologies quantities. Nevertheless in the litera-
ture there are only a few reports about the possibility of their application as substrates for the biosynthesis of microbial poly-
saccharides. 

To investigate the synthesis of exopolysaccharide eрtapolan (produser – Acinetobacter sp. IMV B-7005) on waste (fried) 
oil of various qualities (with different ratios of mono- and polyunsaturated fatty acids).

It was established that the highest ethapolan concentration (11–14 g/l) was observed under Acinetobacter sp. IMV B-7005 
cultivation on waste after frying meat sunflower and corn oils at concentration 5 %, with using inoculum grown on refined 
oils. Replacing these oils in the cultivation medium on olive and rapeseed accompanied by some decrease in EPS concentra-
tions (to 9‒10 g/l), the EPS-synthesizing ability was higher in several times (6.3–7.6 g EPS/ g biomass).

The possibility of exopolysaccharide ethapolan biosynthesis on waste vegetable oils, characterized by a high content  
of polyunsaturated (sunflower, corn) and monounsaturated (olive, rapeseed) fatty acids was shown. 

Keywords: Acinetobacter sp. IMV B-7005, exopolysaccharide, waste sunflower, corn, olive and rapeseed oils.

© Пирог Т. П., Ивахнюк Н. А., Вороненко А. А., 2017



88 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя біялагічных навук. 2017. № 2. C. 87–93 

Введение. В мировом сельском хозяйстве значительное внимание уделяется выращиванию 
масличных культур, общее производство которых с каждым годом увеличивается [1, 2], что  
в свою очередь сопровождается повышением объема получаемых растительных масел, в частности 
пальмового, соевого, рапсового и подсолнечного. Среди стран-производителей подсолнечного 
масла лидерами являются Украина (2,78 млн т в год), страны ЕС (2,36 млн т в год) и Аргентина 
(1,41 млн т в год) [www.saleprice.com.ua/ ua/publications _sunflower_oil_market]. Эти же страны,  
а также Китай – основные производители рапсового масла [3].

На предприятиях, перерабатывающих растительное сырье, а также в учреждениях общест- 
венного питания образуется значительное количество отходов. Наиболее распространенным 
способом утилизации отработанного масла является использование его для производства био- 
дизеля [4, 5]. Несмотря на экологические перспективы, данная технология имеет ряд недостатков: 
высокую стоимость, образование значительных объемов побочного продукта (глицерола), 
короткий срок хранения биодизеля [4]. Более перспективным методом утилизации отработанных 
масел является использование их в качестве субстрата для получения продуктов микробного 
синтеза, в том числе и экзополисахаридов (ЭПС) – высокомолекулярных экзогенных метаболитов 
углеводной природы, способных к гелеобразованию и изменению реологических характеристик 
водных систем [4].

В наших предыдущих исследованиях [6–9] установлена способность штамма Acinetobacter 
sp. ИМВ В-7005 к синтезу ЭПС этаполана на широком наборе С2–С6-моно- и смешанных суб-
стратов, а также на рафинированном и отработанном после жарки мяса и картофеля подсолнеч-
ном масле. 

Из литературы известно, что в процессе жарки при температуре выше 180 °С в маслах 
образуются токсические вещества, количество которых зависит от состава масла, в частности от 
соотношения в нем моно- и полиненасыщенных жирных кислот [10–12]. Так, например, 
подсолнечное и кукурузное масла характеризуются высоким содержанием полиненасыщенных 
кислот. При нагревании таких масел изменяется их молекулярная структура, в результате чего 
происходит окисление кислородом воздуха с образованием токсичных альдегидов и перекисей 
липидов [10–12]. Оливковое и рапсовое масла холодного отжима в процессе жарки образуют 
гораздо меньше альдегидов, поскольку они содержат больше мононенасыщенных и насыщенных 
жирных кислот, которые в меньшей степени окисляются при нагревании. Кроме того, качество 
пережаренного масла зависит от продукта, поддающегося термической обработке [10–12]. 
Образованные альдегиды и перекиси могут быть потенциальными ингибиторами роста и син- 
теза целевого продукта. 

В работе [9] нами отмечалось, что до настоящего времени для получения микробных ЭПС 
используются углеводные субстраты и имеются лишь отдельные сообщения о биосинтезе поли- 
сахаридов на маслосодержащих субстратах. Кроме того, в доступной литературе нам не удалось 
обнаружить сведений о влиянии состава и качества отработанного масла на синтез целевого 
продукта.

Цель данной работы – исследовать синтез микробного экзополисахарида этаполана на отра- 
ботанном растительном масле, характеризующемся высоким содержанием полиненасыщенных 
(подсолнечное, кукурузное) и мононенасыщенных (оливковое, рапсовое) жирных кислот.

Объект и методы исследования. В качестве объекта исследований использовали ЭПС-син- 
тезирующий штамм Acinetobacter sp. 12S, депонированный в Депозитарии Института микробио-
логии и вирусологии Национальной академии наук Украины под номером ИМВ В-7005.

Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 культивировали в жидкой среде, содержащей (г/л): КН2РО4 – 
6,8; КОН – 0,9; MgSO4×7H2O – 0,4; CaCl2×2H2O – 0,1; NH4NO3 – 0,6; FeSO4×7H2O – 0,001; рН 6,8–
7,0. В среду дополнительно вносили 0,5 % (по объему) дрожжевого автолизата и в качестве 
источника пантотената (витамин В5) – мультивитаминный комплекс «Комплевит» в концентра-
ции 0,00095 % (в пересчете на пантотенат), поскольку Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 является 
ауксотрофом по пантотенату.

В качестве источника углерода и энергии использовали рафинированные и отработанные 
после жарки картофеля и мяса масла: подсолнечное (ТМ «Олейна», Днепропетровский масло- 
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экстракционный завод, Украина), кукурузное (ООО «КАМА», Полтава, Украина), рапсовое 
(ТМ “Bio Planete”, Франция) и оливковое масло холодного отжима (ТМ “Salvadori”, Италия),  
а также подсолнечное масло холостой жарки. Концентрация масла в среде составляла 5 %  
(по объему), поскольку ранее [8, 9] показано, что при таком содержании субстрата показатели 
синтеза этаполана  максимальны. Пережаренное подсолнечное масло получали из сети ресто-
ранов быстрого питания Mcdonald’s (г. Киев), другие масла – в домашних условиях после трех-
кратной жарки в течение 20 мин.

Содержание поли- и мононенасыщенных жирных кислот в маслах представлено в табл. 1 
[http://www.argo-shop.com.ua/article-9182.html].

Т а б л и ц а  1. Характеристика растительных масел, используемых в качестве субстратов

T a b l e  1. Characteristic of vegetable oils, used as substrates

Масло
Содержание жирных кислот (в % от общего количества)

полиненасыщенных мононенасыщенных

Подсолнечное 60 33
Кукурузное 54 27
Оливковое 12 87
Рапсовое 28 63

В качестве инокулята использовали культуру в экспоненциальной фазе роста, выращенную  
в среде указанного выше состава, содержащей 0,5 % (по объему) масла, а также 0,5 % (по углеводам) 
мелассы. Количество посевного материала составляло 10 % от объема питательной среды. 
Культивирование бактерий осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке 
(320 об/мин) при 28–30 ºС в течение 5 сут.

Биомассу определяли по оптической плотности клеточной суспензии, которую пересчи- 
тывали на сухую биомассу по калибровочному графику.

Количество синтезированных ЭПС устанавливали весовым методом. Для этого к 10–15 мл 
культуральной жидкости добавляли 1,5–2,0 объема изопропанола, осадок ЭПС промывали  
в чистом изопропаноле и высушивали при комнатной температуре в течение 24 ч. Синтези- 
рующую способность определяли как отношение количества синтезированного ЭПС к биомассе 
и выражали в граммах ЭПС на 1 г биомассы.

Все опыты проводили в трех повторностях, количество параллельных определений состав- 
ляло от 3 до 5. Статистическую обработку данных проводили по Лакину [13]. Различия средних 
показателей считали достоверными при уровне значимости р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. На первом этапе исследовали синтез этаполана на отработанных 
подсолнечном и кукурузном маслах (табл. 1), в составе которых преобладали полиненасыщенные 
жирные кислоты. В ходе экспериментов посевной материал выращивали на соответствующем 
рафинированном или отработанном масле (табл. 2).

Согласно представленным в табл. 2 данным, при использовании инокулята, выращенного на 
рафинированном масле, наиболее высокие показатели синтеза этаполана наблюдались при 
культивировании Acinetobacter sp. ИМВ В-7005 на рафинированном и отработанном после жар-
ки мяса подсолнечном масле. Замена подсолнечного масла в среде культивирования продуцента 
на кукурузное сопровождалось некоторым снижением концентрации ЭПС (до 10‒11 г/л), при 
этом ЭПС-синтезирующая способность оставалась без изменений и составляла 6,3‒7,6 г ЭПС/г 
биомассы. Таким образом, закономерности синтеза полисахарида при выращивании продуцента 
в среде, содержащей отработанные масла с высоким содержанием полиненасыщенных жирных 
кислот, оказались достаточно похожими.

Отметим, что при использовании отработанных подсолнечного и кукурузного масел для 
получения инокулята и биосинтеза ЭПС наблюдали снижение концентрации образуемого этапо- 
лана по сравнению с его концентрацией при применении посевного материала, выращенного на 
соответствующем рафинированном масле (табл. 2).
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Т а б л и ц а  2. Синтез этаполана на растительном масле с высоким содержанием  
полиненасыщенных жирных кислот

T a b l e  2. Ethapolan synthesis on vegetable oils with a high content of polyunsaturated fatty acids

Масло Масло в среде 
для получения инокулята

Масло в среде 
для биосинтеза ЭПС ЭПС, г/л г ЭПС/г биомассы

Подсолнечное рафинированное рафинированное 13,1 ± 0,66 7,5 ± 0,38
после жарки мяса 14,4 ± 0,72 6,3 ± 0,32
после жарки картофеля 4,2 ± 0,21 3,3 ± 0,10

после жарки мяса после жарки мяса 9,7 ± 0,49 5,9 ± 0,29
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,1 ± 0,41 4,3 ± 0,2

Кукурузное рафинированное рафинированное 10,0 ± 0,50 7,6 ± 0,38
после жарки мяса 11,2 ± 0,56 6,3 ± 0,32
после жарки картофеля Н. о. Н. о.

после жарки мяса после жарки мяса 8,5 ± 0,43 7,4 ± 0,37
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,1 ± 0,41 7,8 ± 0,39

Подсолнечное холостой жарки холостой жарки 3,0 ± 0,15 6,5 ± 0,33

П р и м е ч а н и е. Н. о. – не определяли. 

Представляют интерес данные о синтезе этаполана на подсолнечном масле холостой жарки 
(табл. 2). При культивировании штамма ИМВ В-7005 на таком субстрате концентрация ЭПС 
составляла всего 3,0 г/л. Полученные результаты подтверждают литературные данные о том, что 
целесообразность использования отработанного масла в качестве субстрата обусловливается 
наличием в нем питательных веществ, переходящих из пищи в процессе жарки [11, 14]. Кроме 
того, при холостом нагреве масла образуется в 2 раза больше токсичных альдегидов, поскольку 
при жарке продуктов эти соединения частично удаляются вместе с паром [11, 14].

На следующем этапе изучали возможность применения отработанных масел с высоким 
содержанием мононенасыщенных жирных кислот (оливкового, рапсового) для синтеза этаполана 
(табл. 3).

Т а б л и ц а  3. Синтез этаполана на масле с высоким содержанием мононенасыщенных жирных кислот

T a b l e  3. Ethapolan synthesis on oils with a high content of monounsaturated fatty acids

Масло Масло в среде для получения инокулята Масло в среде для биосинтеза ЭПС ЭПС, г/л г ЭПС / г биомассы

Оливковое рафинированное рафинированное 7,7 ± 0,39 14,0 ± 0,70
после жарки мяса 9,6 ± ,48 14,8 ± 0,74
после жарки картофеля 9,0 ± 0,45 13,8 ± 0,69

после жарки мяса после жарки мяса 8,3 ± 0,42 10,2 ± 0,51
после жарки картофеля после жарки картофеля 8,0 ± 0,40 8,4 ± 0,42

Рапсовое рафинированное рафинированное 8,1 ± 0,41 9,3 ± 0,47
после жарки мяса 8,9 ± 0,45 10,2 ± 0,51
после жарки картофеля 8,6 ± 0,43 10,3 ± 0,52

после жарки мяса после жарки мяса 7,8 ± 0,39 9,6 ± 0,48
после жарки картофеля после жарки картофеля 6,1 ± 0,31 6,8 ± 0,34

Эксперименты показали, что независимо от качества масла в среде для получения инокулята 
(рафинированного или отработанного) концентрация этаполана, синтезированного на отрабо- 
танном оливковом или рапсовом масле (9–10 г/л), несколько ниже, чем на подсолнечном или 
кукурузном (11–14 г/л) (см. табл. 2), однако его ЭПС-синтезирующая способность (10–15 г ЭПС/г 
биомассы) превышала в 1,6–2,4 раза таковую при применении подсолнечного и кукурузного 
масел (см. табл. 2, 3). 

Данные, представленные в табл. 3, свидетельствуют о том, что показатели синтеза этаполана 
на оливком и рапсовом маслах, характеризующихся высоким содержанием мононенасыщенных 
жирных кислот, являются практически одинаковыми. 
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Полученные результаты (см. табл. 2, 3) оказались неожиданными, поскольку из литературы 
известно, что в отработанном масле с высоким содержанием полиненасыщенных жирных кислот 
(подсолнечное или кукурузное) количество токсичных соединений (потенциальных ингибиторов 
роста микроорганизмов и синтеза целевого продукта) выше, чем в масле, содержащем в основном 
мононенасыщенные кислоты (оливковое или рапсовое) [11]. В то же время оливковое и рапсовое 
масла характеризуются наличием фенольных соединений [15], которые, очевидно, также влияют 
на накопление биомассы и ЭПС.

В последующих экспериментах исследовали синтез этаполана на отработанном кукурузном, 
оливковом и рапсовом маслах с использованием инокулята, выращенного на мелассе (см. рису- 
нок). Это было обусловлено тем, что углеводы мелассы, внесенные вместе с инокулятом в среду 
культивирования, могут являться предшественниками синтеза ЭПС и непосредственно вклю-
чаться в его состав. Однако концентрация этаполана, синтезированного на всех субстратах, 
практически не зависела от способа получения посевного материала (см. рисунок). В то же время 
в работе [9] нами показано, что замена подсолнечного масла в среде для получения посевного 
материала на мелассу сопровождалась некоторым снижением синтеза ЭПС на этом отработан-
ном масле. 

Ранее [9, 16] нами отмечалось, что данные о синтезе микробных полисахаридов на отходах 
различных производств (не только маслосодержащих) весьма немногочисленны. В последнее 
время в литературе появились новые сведения. Так, штамм Komagataeibacter sucrofermentans 
DSM 15973 при культивировании в среде, содержащей 17 г/л технического глицерина (отход про-
изводства биодизеля), синтезировал 13,3 г/л целлюлозы [17]. При выращивании Rhizobium legu- 
minosarum ATCC 10004 в среде со сточными водами после переработки рыбы концентрация 
ЭПС достигала 11 г/л [18]. Отметим, что отработанные растительные масла являются подхо- 
дящими субстратами для синтеза микробных поверхностно-активных веществ [19, 20], однако  
в литературе нам не удалось обнаружить сведений о влиянии качества и состава таких субстратов 
на образование целевого продукта.

Заключение. Таким образом, в результате проведенной работы впервые показана возможность 
применения для синтеза микробного полисахарида этаполана не только отработанного подсол- 
нечного, но также кукурузного, рапсового и оливкового масел.

Результаты исследования свидетельствуют о том, что масло любого состава и качества может 
быть использовано для получения этого ЭПС, что позволяет разработать универсальную техно- 
логию его производства независимо от региона, типа отработанного масла и его поставщика.

Синтез этаполана на отработанном после жарки мяса масле в зависимости от способа получения инокулята.  
Масло для биосинтеза ЕПС: а – кукурузное, b – оливковое, c – рапсовое. Источник углерода в среде  

для получения инокулята: 1 – меласса, 2 – соответствующее рафинированное масло

Ethapolan synthesis on waste after frying meat oil, depending on the inoculum preparation method Oil  
for the EPS biosynthesis: а – corn, b – olive, c – rapeseed. The carbon source in the medium for inoculum preparation:  

1 – molasses, 2 – corresponding refined oil
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