
УДК 579.871.1:579.8.012/018+579.234+547.96

Фуртат І. М. 

ОТРиМАННЯ ТА хАРАКТЕРисТиКА пРЕпАРАТІВ  
пОВЕРхНЕВих БІОпОЛІМЕРІВ КЛІТиННОї сТІНКи  

НЕпАТОГЕННих КОРиНЕБАКТЕРІй

У роботі отримано та охарактеризовано препарати поверхневих біополімерів клітинної стінки 
непатогенних коринебактерій. Показано, що застосування методу екстрагування із цілих клітин 
1 % розчином додецилсульфату натрію є ефективним для отримання препаратів поверхневих біо-
полімерів клітинної стінки представників роду Corynebacterium. Встановлено, що внаслідок екс-
трагування поверхневих біополімерів клітини коринебактерій не зазнають лізису та зберігають 
життєздатність, здатність позитивно зафарбовуватися за Грамом і містять основний струк-
турний компонент КС – комплекс пептидоглікан-арабіногалактан-міколові кислоти. З’ясовано та-
кож, що в препаратах поверхневих біополімерів клітинної стінки переважали кислі амінокислоти, 
а також у меншій кількості містились нейтральні та основні амінокислоти. Сірковмісні амінокис-
лоти (цистеїн і метіонін) наявні у SDS-екстрактах у слідовій кількості, що притаманно переваж-
ній більшості поверхневих білків бактерій. Досліджено електрофоретичні спектри поверхневих  
біополімерів клітинної стінки, на підставі чого препарати 24-годинних культур, які найповніше  
відображають індивідуальність спектрів досліджених штамів, рекомендовано використовувати 
для порівняльних досліджень складу поверхневих біополімерів КС різних видів актинобактерій.
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рати поверхневих біополімерів КС, амінокислотний склад, поверхневі білки, електрофоретичні 
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Вступ

Відомо, що хімічний склад окремих компо-
нентів клітинної стінки (КС) прокаріот є однією 
із діагностично значимих хемотаксономічних 
ознак, що використовуються для класифікації та 
систематики бактерій. Так, на підставі експери-
ментальних даних щодо структури і функцій 
окремих компонентів КС актинобактерій було 
створено модель організації клітинної стінки 
представників цього класу. Відповідно до цієї 
моделі актинобактерiям притаманна складна ба-
гатошарова структура клітинної стінки та своє-
рідний хімічний склад, за якими вони значно 
відрізняються від інших грампозитивних бакте-
рій. Зокрема, основним компонентом КС роду 
Corynebacterium та інших близькоспоріднених 
їм представників класу Actinobacteria є комп-
лекс, утворений із ковалентно зв’язаних між со-
бою пептидоглікану, арабіногалактану та міко-
лових кислот [1–4]. Унікальною особливістю КС 
цієї групи прокаріотів є формування зовнішньої 
атипової двошарової мембраноподібної структу-
ри, що складається із міколових кислот і гліколі-
підів [5; 6]. Цей ліпідний бішар пронизують по-
риноподібні білки, що формують канали [7; 8]. 
Окрім того, білки можуть бути локалізовані у 

шарі КС, що примикає до ліпідного бішару, а та-
кож у S-шарах (Surface layers), розташованих на 
зовнішній поверхні бактеріальних клітин. 
Останні можуть бути сформовані з однотипних 
білків чи глікопротеїдів [3; 9–13]. Серед пред-
ставників роду Corynebacterium поверхневі біл-
ки КС активно вивчаються як у патогенних кори-
небактерій (наприклад, C. diphtheriae), так і не-
патогенних видів – продуцентів амінокислот 
виду C. glutamicum. Зокрема, у згаданих бакте-
рій описано порини [7; 8], адгезини білкової 
природи [14–16], білок PS1, що виявляє мікол-
трансферазну активність [3; 17], та білок PS2, 
що формує S-шар [11–13].

Переважна більшість методів, що традиційно 
застосовувалися для виділення й очищення по-
верхневих білків КС, у тому числі й S-шарів, 
бактерій передбачала механічне руйнування 
клітин із подальшим очищенням препаратів 
клітинної стінки ферментами чи екстрагування 
детергентами. Нині для отримання препаратів 
поверхневих біополімерів клітинної стінки за-
пропоновано методичні підходи селективного 
екстрагування із цілих клітин поверхневих біл-
ків КС бактерій, зокрема S-шарів, за допомогою 
різноманітних детергентів [11–13, 18–20]. Поза-
як останні виявляють здатність дезінтегрувати 
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мембрани, а також вилучати з клітинної стінки 
й утримувати у розчинному стані протеїни, не 
порушуючи їхньої структури. Як детергент за 
такого підходу поряд із іншими часто викорис-
товується додецилсульфат натрію (SDS). Цей 
детергент, взаємодіючи переважно з гідрофоб-
ними ділянками білкових молекул, екстрагує з 
інтактних клітин бактерій поверхневі білки та 
глікопротеїди, асоційовані нековалентними 
зв’язками з іншими структурними компонента-
ми КС [11–13; 19]. Крім того, біополімери білко-
вої природи, локалізовані на поверхні клітин 
грампозитивних бактерій, як правило, характе-
ризуються ізоелектричними точками в кислій 
зоні рН, що, у свою чергу, полегшує їхнє вивіль-
нення буфером із рН у цьому діапазоні [21–24]. 

Отже, застосування методу екстрагування з 
цілих клітин є зручнішим, швидшим, а також 
менш трудомістким, оскільки виключає багато-
стадійні процедури механічної руйнації бактері-
альних клітин та додаткового очищення препа-
ратів. Разом із тим зазначений спосіб отримання 
поверхневих біополімерів потребує індивідуаль-
ного підбору оптимальних умов екстрагування 
для певного виду бактерій. Наприклад, для виді-
лення поверхневих білків КС представників ви-
ду C. diphtheriae автори випробовували детер-
гент NP-40, дезоксихолат Na або веронал-мета-
ноловий буфер [25; 26]. Причому за умов 
застосування 0,5 % розчину дезоксихолату Na 
чи веронал-метанолового буферу з клітин 
C. diphtheriae екстрагувалося близько 5–6 % речо-
вини від сухої ваги бактеріальних клітин, тоді як 
за обробітку розчином SDS тієї ж концентрації – 
10 % [25]. Поверхневі білки Peptostrеptococcus 
anaerobicus ефективно виділялися розчинами, 
що містили 1 % SDS або 6 М сечовини, тоді як 
при застосуванні 0,1 % SDS чи 0,1–2,1 % дезок-
сихолату Na їх практично не одержували [21]. 
Дослідження складу екстрактів КС Actinomadura 
polychroma, отриманих після обробітку клітин 
різноманітними детергентами, які руйнують не-
ковалентні зв’язки, засвідчило, що найповніше 
виділення біополімерів білкової природи відбу-
валося за обробітку 1 % SDS або гуанідиндигі-
дрохлориду [27]. Слід підкреслити, що ефектив-
ність застосування SDS із метою отримання пре-
паратів поверхневих біополімерів КС також було 
підтверджено й для інших грампозитивних бак-
терій [28; 29]. 

З огляду на вищевикладене метою роботи бу-
ло отримання препаратів поверхневих біополі-
мерів КС непатогенних коринебактерій шляхом 
екстрагування з інтактних клітин додецилсуль-
фатом натрію та їхня характеристика.

Матеріали та методи

Об’єктами дослідження були штами непато-
генних коринебактерій – представники виду 
Corynebacterium glutamicum УКМ Ас-673, 
УКМ Ас-674 і УКМ Ас-675, що підтримуються 
в Українській колекції мікроорганізмів (УКМ) 
Інституту мікробіології і вірусології ім. Д. К. За-
болотного НАН України. Культури вирощували 
в рідкому живильному середовищі – м’ясо-
пептонному бульйоні (МПБ, Himedia, Індія), що 
містило 1 % глюкози і 0,5 % дріжджового екс-
тракту (Difco, США), за температури 28 °С та 
постійного перемішування (n = 240 об/хв). 

Динаміку росту досліджених штамів вивчали 
за умов періодичного культивування в рідкому 
живильному середовищі за вищеописаних умов 

упродовж трьох діб. Рідке живильне середовище 
інокулювали стандартизованими суспензіями 
клітин добових культур бактерій (5 % від загаль-
ного об’єму середовища) та синхронізували 
шляхом охолодження упродовж 30 хв за темпе-
ратури +4 °С. Про накопичення біомаси бактері-
альних клітин судили за зміною оптичної густи-
ни культуральної рідини, яку реєстрували за до-
помогою фотоелектрокалориметра КФК-2МП за 
довжини хвилі 590 нм. Зразки культуральної рі-
дини упродовж лаг-фази відбирали через кожні 
30 хв, а починаючи зі стадії логарифмічного рос-
ту – через кожні 2 години.

Поверхневі біополімери КС одержували шля-
хом екстрагування з інтактних клітин коринебакте-
рій, що перебували на різних фазах росту періо-
дичної культури, а саме на 3, 12, 24, 48 та 72 годи-
ни культивування. Позаяк обрані нами для 
дослідження часові проміжки репрезентували різ-
ні фази розвитку культури [30]. Клітини бактерій 
осаджували з культуральної рідини шляхом цен-
трифугування за 8 тис. об/хв протягом 20 хв і три-
чі відмивали стерильним фізіологічним розчином 
NaCl у тому ж режимі. Відмиті клітини ресуспен-
дували у 0,15 М розчині NaCl, pH 4,5, що містив 
1 % SDS (Serva, Німеччина). Екстрагування по-
верхневих біополімерів КС здійснювали за постій-
ного перемішування упродовж 2 год за кімнатної 
температури. Після центрифугування (8 тис. об/хв, 
20 хв) одержаного гомогенату отримували два ти-
пи препаратів, а саме: препарати поверхневих біо-
полімерів КС (ПБКС) коринебактерій, що містили-
ся у надосадовій рідині, та препарати клітин після 
екстрагування з них поверхневих біополімерів,  
які в подальшій роботі відповідно позначали як 
SDS-екстракти ПБКС та SDS-клітини. 

Для контролю життєздатності SDS-клітини 
висівали на щільне живильне середовище 
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м’ясопептонний агар (МПА, Difco, США) та 
фарбували за Грамом. Цілісність клітин контро-
лювали із застосуванням світлової та електрон-
ної мікроскопії. Для останньої препарати інтак-
тних та SDS-клітин виготовляли методом, опи-
саним у працях [31; 32], та аналізували за 
робочого збільшення 20 000 із застосуванням мі-
кроскопа JEM-1200 ЕХ (JEOL, Японія). Наяв-
ність діагностичних амінокислот, що входять до 
складу пептидоглікану КС коринебактерій, міко-
лових кислот та моносахаридний склад гідролі-
затів SDS-клітин визначали із застосуванням за-
гальноприйнятих методів [33]. 

Вміст білків у SDS-екстрактах визначали ме-
тодом Лоурі, а вуглеводвмісних сполук антроно-
вим методом [34]. Амінокислотний склад препа-
ратів ПБКС вивчали із застосуванням автоматич-
ного аналізатора Т-339 (Mikrotechn, Чехія) на 
сульфополістиролових іонообмінних смолах 
«Ostion LYANB» у Li-цитратному буферному роз-
чині та одноколонковому режимі. Зразки препа-
ратів ПБКС об’ємом, еквівалентним 2 мг сухого 
білка, гідролізували у скляних ампулах за темпе-
ратури 106 ± 1 °С і розчиняли у 0,3 н Li-цитратному 
буфері рН 2,2 ± 0,02. Амінокислоти (АМК) визна-
чали за допомогою  нінгідринового реактиву на 
проточному фотометрі з довжиною хвилі 560 нм. 
Кількісну оцінку хроматограм здійснювали щодо 
стандартної суміші амінокислот (Bio-Rаd, США). 
Електрофорез SDS-екстрактів ПБКС проводили у 
системі ПААГ-SDS за Laemmli [35] із застосуван-
ням 14 % гелів, як описано в роботі [36]. Для візу-
алізації електрофореграм застосовували фарбу-
вання гелів кумасі блакитним R-250 (Serva, Ні-
меччина) та AgNO3 (Sigma, США) [37]. Для 
визначення молекулярних мас (ММ) використо-
вували комерційний набір маркерних білків 
LMW (Bio-Rad, США): фосфорилаза В (97,4 кДа), 
альбумін (66,2 кДа), овальбумін (45,0 кДа), карбо-
натангідраза (31,0 кДа), інгібітор трипсину 
(21,5 кДа), лізоцим (14,4 кДа). Розрахунок ММ 
білків після сканування гелів здійснювали за до-
помогою комп’ютерної програми TotalLab v1.10. 
Для проведення порівняльного аналізу білкового 
складу препаратів використовували значення мо-
лекулярних мас, розрахованих із трьох-п’яти ге-
лів. Перед проведенням аналізу дані стандартизу-
вали і нормалізували: ММ поліпептидів зводили, 
виходячи зі стандартної похибки, яку вираховува-
ли для кожного гелю за шириною смуг.

Результати та обговорення

Відомо, що до складу КС коринебактерій вхо-
дять різноманітні структурні компоненти: білки, 

полісахариди, ліпіди та комплекси білково-полі-
сахаридної природи. У дослідженнях, присвяче-
них вивченню складу  та властивостей цих біопо-
лімерів, автори, як правило, застосовували різно-
манітні методичні підходи їх одержання з 
бактеріальних клітин. Однак, зважаючи на низку 
переваг, найуживанішим серед них вважається 
екстрагування розчинами детергентів, оскільки 
вони володіють здатністю дисоціювати ліпід-біл-
кові комплекси; дезінтегрувати мембрани й утри-
мувати білки у солюбілізованому стані, не пору-
шуючи їхньої структури та антигенних власти-
востей; розщеплювати гідрофобні зв’язки між 
окремими компонентами КС та викликати деток-
сикацію деяких бактеріальних ендотоксинів. Об-
раний нами методичний підхід отримання по-
верхневих біополімерів КС із застосуванням 1 % 
розчину SDS був обумовлений його успішним ви-
користанням для багатьох груп мікроорганізмів 
[19; 21; 27; 28], ефективністю та простотою одер-
жання за його допомогою з інтактних клітин різ-
них структурних компонентів КС бактерій, на-
самперед білкової природи чи глікопротеїдів. 

Після екстрагування поверхневих біополіме-
рів клітинної стінки із застосуванням детергенту 
насамперед аналізували препарати SDS-клітин.  
У результаті порівняння інтактних клітин дослі-
джених штамів C. glutamicum та клітин після екс-
трагування було з’ясовано, що клітини корине-
бактерій до і після обробітку детергентом не від-
різнялися між собою за розмірами та морфологією. 
Відповідно до даних світлової та електронної мі-
кроскопії препаратів SDS-клітин було показано, 
що застосоване нами екстрагування поверхневих 
біополімерів КС із інтактних клітин коринебакте-
рій 1 % розчином SDS не призводило до лізису 
клітин коринебактерій (рис.1). 

Окрім того, було встановлено, що SDS-клітини 
досліджених штамів коринебактерій зберігали 
здатність позитивно зафарбовуватися за Грамом, 
рости на щільному живильному середовищі МПА, 
не втрачаючи культуральних характеристик, при-
таманних виду C. glutamicum, а також залишали-
ся життєздатними впродовж тривалого часу під 
час зберігання за температури +4 °С. 

Аналіз гідролізатів клітин коринебактерій 
(після екстрагування із них ПБКС) дозволив 
встановити, що SDS-клітини аналогічно до ін-
тактних клітин містили діагностично значимі 
компоненти клітинної стінки коринебактерій, а 
саме пептидоглікану (мезо-диамінопімелінова 
кислота, глутамінова кислота і аланін у співвід-
ношенні 1 : 1 : 2) та арабіногалактану (арабіноза 
й галактоза) [1–4; 38]. Наявність у гідролізатах 
SDS-клітин мезо-диамінопімелінової кислоти, 
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яка є єдиною із відомих амінокислот, що зустрі-
чається виключно у складі пептидоглікану КС 
бактерій [38], є беззаперечним доказом присут-
ності цього компонента в досліджених препа-
ратах клітин після екстрагування поверхневих 
біополімерів. Наявність у гідролізатах цих клі-
тин таких діагностичних моносахаридів, як 
арабіноза та галактоза, які, у свою чергу, вхо-
дять до складу основного полісахариду КС ко-
ринебактерій – арабіногалактану, свідчить на 
користь його присутності на поверхні SDS-
клітин. У метанолізатах SDS-клітин також було 
виявлено коринеміколові кислоти, які, як зазна-
чалося, складають основну частину ліпідів клі-
тинних стінок коринебактерій [3; 5; 6]. Таким 
чином, враховуючи те, що SDS-клітини не ли-
ше зафарбовувалися за Грамом, залишалися 
життєздатними, а й містили характерні компо-
ненти КС актинобактерій, ми дійшли висновку, 
що після екстрагування поверхневих біополі-
мерів КС клітини коринебактерій зберегли 
основний структурний компонент їхньої клі-
тинної стінки – комплекс пептидоглікан-арабі-
ногалактан-міколові кислоти.

На наступному етапі роботи досліджували 
склад препаратів поверхневих біополімерів КС, 
отриманих із інтактних клітин коринебактерій 
шляхом екстрагування 1 % розчином SDS. Зва-
жаючи на те, що кількість біополімерів клітин-
ної стінки може залежати не лише від штаму та 
умов культивування, а й від фази розвитку бак-
терій [39–42], вміст поверхневих біополімерів 
КС визначали на різних стадіях росту дослі-
джених штамів C. glutamicum (рис. 2) з метою 
визначення оптимального часу відбору клітин 
коринебактерій для отримання препаратів 
ПБКС. При вивченні складу препаратів поверх-
невих біополімерів клітинної стінки коринебак-
терій було показано, що вміст білків у препара-

тах ПБКС практично не відрізнявся у штамів 
C. glutamicum УКМ Ас-673 та УКМ Ас-674 й 
був дещо вищим у C. glutamicum УКМ Ас-675 
(табл. 1). Незначні відмінності у SDS-екстрактах 
за цим показником спостерігали у культур на 
різних фазах росту. Так, найбільшу кількість біо-
полімерів білкової природи було виявлено у 
препаратах ПБКС добових культур штамів 
УКМ Ас-673, УКМ Ас-674 та УКМ Ас-675, яка 
відповідно становила 5,5, 5,7 та 6,6 мг/г. Най-
нижчою вона, як правило, була в препаратах по-
верхневих біополімерів КС, отриманих із куль-
тур, що перебували у лаг-фазі та фазі відмиран-
ня культури, тобто на третю і 72-гу години 
культивування (рис. 2).

Суттєвіші відмінності в препаратах поверхне-
вих біополімерів  КС спостерігали при визначен-
ні компонентів вуглеводної природи. Насамперед 
їхній вміст у препаратах ПБКС, порівняно з біо-
полімерами білкової природи, був вищим і біль-
шою мірою залежав від фази росту культур. Так, 
аналогічно до білкових компонентів, кількість 
вуглеводних компонентів була найменшою у 

Рис. 1. Електронні мікрофотографії клітин штаму C. glutamicum УКМ Ас-673: А – інтактні клітини;  
Б – клітини після екстрагування з них поверхневих біополімерів КС

Рис. 2. Динаміка росту штаму C. glutamicum  
УКМ Ас-673 за умов періодичного культивування. 

Стрілками позначено час відбору клітин для аналізу

А Б
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SDS-екстрактах 3- та 72-годинних культур непа-
тогенних коринебактерій. У логарифмічній фазі 
росту вміст біополімерів вуглеводної природи в 
препаратах ПБКС, порівняно із лаг-фазою, стрім-
ко  зростав, а саме: у 2,6 раза у штаму C. glutamicum 
УКМ Ас-674 та 4,6 і 5,6 раза у штамів 
C. glutamicum УКМ Ас-675 і УКМ Ас-673 відпо-
відно (табл. 1). Слід підкреслити, що для всіх 

трьох досліджених штамів коринебактерій було 
встановлено однакову тенденцію – максимальну 
кількість вуглеводних компонентів у препаратах 
поверхневих біополімерів КС виявляли у культур 
наприкінці логарифмічної фази росту, спостеріга-
ли їхнє поступове зменшення, після 24-ї години 
культивування, тоді як мінімальною вона була в 
препаратах ПБКС, отриманих із 3- та 72-годин-
них культур. Таким чином нами було встановле-
но, що препарати поверхневих біополімерів КС 
досліджених штамів коринебактерій містили біо-
полімери як білкової, так і вуглеводної природи, 
співвідношення між якими залежало від штаму та 
години культивування. 

При дослідженні амінокислотного складу пре-
паратів поверхневих біополімерів КС непатоген-
них коринебактерій, що перебували на різних фа-
зах росту культури, у всіх штамів С. glutamicum 
було ідентифіковано 18 амінокислот, хоча деякі з 
них (гістидин, тирозин, цистеїн і метіонін)  були 
присутні у незначній  кількості (табл. 2). 

У препаратах ПБКС досліджених нами шта-
мів коринебактерій переважали такі кислі аміно-
кислоти: глутамін, аланін, аспарагін, треонін, се-
рин, гліцин і пролін (рис. 3). У середньому на їх-
ній вміст у SDS-екстрактах припадало: 74 % у 
штаму УКМ Ас-673 та 73 й 71 % у штамів УКМ 
Ас-674 і УКМ Ас-675 відповідно. Причому на 

аспарагін, треонін, серин, гліцин і пролін у се-
редньому припадало від 23 до 27 % загальної 
кількості АМК. 

Аналіз амінокислотного складу SDS-
екстрактів засвідчив, що в препаратах поверхне-
вих біополімерів КС були наявні амінокислоти, 
які традиційно відносять до так званих пептидо-
гліканових, а саме глутамін і аланін [38]. Зокре-

ма, у штаму С. glutamicum УКМ Ас-673 їхній 
вміст на різних фазах росту коливався в межах 
43,3–47,9 %; штаму С. glutamicum УКМ Ас-674 – 
34,6–47,6 % та штаму С. glutamicum УКМ Ас-675 – 
34,7–44,3 % загальної кількості виявлених 
у зразках амінокислот. Однак нами було 
з’ясовано, що співвідношення аланіну до глута-
міну в досліджених препаратах ПБКС непато-
генних коринебактерій відрізнялося від такого 
у пептидоглікані (1 : 2) й у середньому станови-
ло 1 : 3,9 у штаму УКМ Ас-673, 1 : 3,8 у штаму 
УКМ Ас-675 та 1 : 3,1 у штаму УКМ Ас-674. Отже, 
отримані дані свідчать, що кількість глутаміну у 
SDS-екстрактах перевищувала його вміст у препа-
ратах пептидоглікану коринебактерій [1–4; 38]. 
Окрім того, у SDS-екстрактах було виявлено 
амінокислоти, які не входять до складу ПГ кори-
небактерій, зокрема аспарагін, лейцин, гліцин, 
валін і лізин (табл. 2). Кількість цих амінокислот 
становила від 50 до 57 % від загальної кількості 
АМК, причому вміст більшості з них практично 
не залежав від стадії розвитку культури.

Крім кислих амінокислот, препарати поверх-
невих біополімерів КС також містили нейтраль-
ні (валін, лейцин, ізолейцин, тирозин) та основні 
(лізин, гістидин, аргінін) АМК. Їх кількість  
у SDS-екстрактах становила 17–19 % та 8–10 % 
відповідно. Серед неполярних амінокислот  

Таблиця 1. Вміст білкових та вуглеводних компонентів у препаратах поверхневих біополімерів  
Кс досліджених штамів коринебактерій

Вид, штам
Час відбору зразків  

культур за періодичного 
культивування

Вміст
білкових компонентів

(мг/г)

Вміст вуглеводних 
компонентів

(мг/г)

Співвідношення  
білки/вуглеводи 

C. glutamicum  
УКМ Ас-673

3
12
24
48
72

5,0
5,4
5,5
5,3
5,1

2,7
15,0
13,6
4,9
3,4

1 : 0,5
1 : 2,7
1 : 2,5
1 : 0,9
1 : 0,7

C. glutamicum  
УКМ Ас-674

3
12
24
48
72

5,4
5,5
5,7
5,5
4,8

6.3
16,2
15,1
14,4
0,8

1 : 1,2
1 : 3,0
1 : 2,6
1 : 2,6
1 : 0,2

C. glutamicum  
УКМ Ас-675

3
12
24
48
72

5,8
5,9
6,6
6,3
5,4

3,1
14,4
13,4
10,9
9,6

1 : 0,5
1 : 2,4
1 : 2,0
1 : 1,8
1 : 1,7
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у препаратах ПБКС, окрім аланіну, виявляли до-
сить високий вміст гліцину (4–5 %) і лейцину 
(6 %). Натомість кількість ароматичних АМК, 
зокрема фенілаланіну і тирозину, була незнач-
ною (рис. 3). Причому фенілаланін у дослідже-
них нами препаратах ПБКС виявляли у кількос-
тях, близьких за вмістом до білків, що формують 
S-шари бактерій. Сірковмісні амінокислоти 

(цистеїн і метіонін) наявні у SDS-екстрактах у 
слідовій кількості (табл. 2), що притаманно пе-
реважній більшості поверхневих білків, зокрема 
S-шарів, як архе-, так і еубактерій, у яких також 
спостерігається незначна кількість чи практично 
повна відсутність АМК, які містять сірку [8–14; 
16; 18; 21; 23]. Також у білків, що формують 
S-шари бактерій, дуже часто домінують дикар-

Рис. 3. Вміст амінокислот у препаратах поверхневих біополімерів клітинних стінок непатогенних коринебактерій: 
А – C. glutamicum УКМ Ас-673; Б – C. glutamicum УКМ Ас-674; В – C. glutamicum УКМ Ас-675



Фуртат І. М. Отримання та характеристика препаратів поверхневих біополімерів клітинної стінки... 49

бонові амінокислоти, наприклад аспарагінова 
кислота [29]. Іншим поверхневим білкам клітин-
ної стінки коринебактерій, зокрема C. diphthеriae, 
притаманний високий вміст таких амінокислот, 
як гліцин, серин, аланін та глутамінова кислота 
[7; 8; 15; 16; 25; 26]. 

Порівняльний аналіз амінокислотного складу 
препаратів поверхневих біополімерів КС клітин 
коринебактерій, які перебували на різних фазах 
розвитку,  дозволив з’ясувати, що вміст переваж-
ної більшості амінокислот у SDS-екстрактах 
практично не змінювався під час росту культур. 
Кількість амінокислот у препаратах ПБКС була 
приблизно однаковою у всіх досліджених штамів 
і відповідала певній годині культивування (табл. 2). 
Наприклад, співвідношення лізину, гліцину, трео-
ніну, валіну і лейцину у досліджених коринебак-
терій було практично однаковим, практично не 
залежало від години культивування й відповідно 
становило 1 : 1,4 : 1,1 : 1,1 : 1,6 у штаму 
С. glutamicum УКМ Ас-673; 1 : 1,1 : 1,1 : 1,4 : 1,6 
у штаму С. glutamicum УКМ Ас-674 та 
1 : 1,1 : 1,0 : 0,9 : 1,4 у штаму С. glutamicum УКМ 
Ас-675. Виняток становив аланін, кількість яко-
го значно зростала на пізніших фазах розвитку 
культур (табл. 2). Відповідно до цього співвідно-
шення глутаміну і аспарагіну щодо аланіну по-
ступово зменшувалось у всіх досліджених шта-

мів у середньому від 5,7 : 1,8 : 1 (третя година 
культивування) до 2,3 : 0,83 : 1 (72-га година 
культивування) (рис. 4).

Таким чином, результати наших досліджень 
щодо амінокислотного складу препаратів ПБКС 
непатогенних коринебактерій узгоджуються із 
результатами інших авторів [27], які показали, 
що SDS-екстракти КС Actinomadura polychroma 
містили 16 амінокислот. Близько 20 % із них ста-
новили кислі амінокислоти, серед яких перева-
жали аспарагін, аланін, глутамінова кислота і 
гліцин. Окрім того, порівняльний аналіз даних, 
наведених у літературних джерелах і отриманих 
нами, дає підстави вважати, що за амінокислот-
ним складом отримані препарати поверхневих 
біополімерів КС непатогенних коринебактерій 
близькі до амінокислотного складу білків по-
верхневих S-шарів клітинних стінок інших бак-
терій. Варто враховувати і той факт, що аміно-
кислотний склад білків, що формують S-шари, 
практично не відрізняється в різних таксономіч-
них групах бактерій, тоді як вуглеводна частина 
глікопротеїдів може бути надзвичайно різнома-
нітною [5; 9–13; 19; 21; 29; 42].

Порівняльний аналіз електрофореграм по-
верхневих біополімерів КС білкової природи до-
сліджених штамів здійснювали із застосуванням 
гелів, зафарбованих кумасі блакитним (рис. 5). 

Рис. 4. Співвідношення глутаміну і аспарагіну до аланіну в препаратах поверхневих  
біополімерів клітинної стінки  досліджених штамів непатогенних коринебактерій
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Загальний склад препаратів, наявність мінорних 
компонентів та природу біополімерів КС уточ-
нювали при фарбуванні гелів нітратом срібла 
(рис. 6), оскільки застосована модифікація фар-
бування дозволяє виявляти біополімери не лише 
білкової, а й змішаної природи, наприклад гліко-
протеїди. Як було показано нами в попередніх 
дослідженнях, такий комплексний підхід до 
фарбування гелів дозволяє [36]: аналізувати в 
препаратах мінорні компоненти, з’ясовувати, що 
деякі смуги на електрофореграмах утворені не 
одним, а кількома біополімерами із близькими 
молекулярними масами, а також визначати при-
роду біополімерів. Позаяк поверхневі біополіме-
ри клітинної стінки бактерій схильні до утворен-
ня комплексів, що, як правило, максимально 
проявляється в екстрактах КС, де білки зазвичай 
можуть бути агреговані з ліпідами, полісахари-
дами чи іншими структурними компонентами 
КС бактеріальної клітини. Причому в агрегова-
ному стані може перебувати до 1 % усіх поверх-
невих білків КС бактерій [24].

Окрім того, під час електрофоретичного 
аналізу препаратів ПБКС непатогенних кори-
небактерій нами було застосовано гелі з роз-
дільною здатністю більшою, порівняно з тими, 
які традиційно використовуються для електро-
форетичного вивчення препаратів поверхневих 
біополімерів КС бактерій, а саме 14 % на відмі-
ну від 7–10 % [22; 23]. Це дало можливість ви-
являти в SDS-екстрактах досліджених штамів 

максимально можливу кількість компонентів 
КС (від 30 до 74 індивідуальних біополімерів, 
молекулярні маси яких коливались у межах 
165,0–10,0 кДа). Так, у препаратах ПБКС шта-
му УКМ Ас-673 залежно від години 

Рис. 5. Електрофореграма препаратів поверхневих біополімерів КС досліджених штамів коринебактерій,  
отриманих із клітин на різних годинах культивування: 1 – маркерні білки; 2, 5, 8, 11, 14 – препарати ПБКС  

штаму C. glutamicum УКМ Ас-675; 3, 6, 9, 12, 15 – препарати ПБКС штаму C. glutamicum УКМ Ас-673;  
4, 7, 10, 13, 16 – препарати штаму C. glutamicum УКМ Ас-674. 3, 12, 24, 48 та 72 години – час відбору зразків.  

Фарбування кумасі блакитним

Рис. 6. Електрофореграма препаратів поверхневих  
біополімерів клітинної стінки штаму C. glutamicum  
УКМ Ас-674, отриманих з клітин на різних годинах  

культивування: 1 – маркерні білки; 2, 7 – препарат ПБКС  
3-годинної культури; 3, 8 – препарат ПБКС 12-годинної 
культури; 4, 9 – препарат ПБКС 24-годинної культури;  
5, 10 – препарат ПБКС 48-годинної культури; 6, 11 –  

препарат 72-годинної культури. А – фарбування кумасі 
блакитним, Б – фарбування нітратом срібла 
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культивування виявляли від 30 до 54 білків з 
молекулярними масами від 90,0 до 12,8 кДа.  
У SDS-екстрактах двох інших досліджених 
штамів було ідентифіковано дещо більшу кіль-
кість біополімерів з ММ від 165,0 до 10,0 кДа, 
зокрема від 43 до 64 у штаму УКМ Ас-674 та 
37–74 у штаму УКМ Ас-675 (рис. 5 і 6). За елек-
трофоретичного визначення складу препаратів 
ПБКС також встановлено, що наявність великої 
кількості біополімерів у досліджених зразках 
не була зумовлена лізисом клітин, оскільки їх 
ідентифікували виключно у SDS-екстрактах. 
Натомість у культуральній рідині після оса-
дження клітин бактерій вони містились у незнач-
ній кількості і взагалі відсутні в рідкому жи-
вильному середовищі, які було використано у 
якості контролю. Наявність незначної кількості 
поверхневих біополімерів з MМ 66,0 і 62,0 кДа 
у культуральній рідині є характерною особли-
вістю представників виду C. glutamicum, 
оскільки відповідно до даних, наведених у літе-
ратурі, секреція поверхневих білків, зокрема 
S-шарів, у КР властива лише небагатьом бакте-
ріям (зокрема виду C. glutamicum) і суттєво за-
лежить від штаму [5;  9; 10; 19; 42].

Порівняння спектрів поверхневих біополі-
мерів КС досліджених штамів коринебактерій, 
що перебували на різних стадіях росту, дозво-
лило насамперед виявити в отриманих  
SDS-екстрактах біополімери білкової і змішаної 
природи, наявність яких не залежала ні від шта-
му, ні від фази росту культури. У досліджених 
штамів C. glutamicum до спільних віднесені біо-
полімери з молекулярними масами 110,0, 85,0, 
67,0–66,0, 63,0–62,0, 52,0, 50,0, 48,0, 44,0, 40,0, 
39,0, 37,0, 33,0, 20,5, 16,0, 15,0 та 13,5 кДа. Окрім 
вищезазначених, у препаратах ПБКС також опи-
сано штамо- та фазоспецифічні біополімери з 
ММ 115,0, 112,0, 100,0, 90,0, 64,0, 49,0, 31,5, 
30,5, 30,0 і 19,5 кДа, детальний аналіз яких наве-
дено в роботі [36]. Причому найбільшу кількість 
біополімерів, що характеризували індивідуаль-
ність білкових профілів досліджених штамів ко-
ринебактерій, виявляли в препаратах ПБКС до-
бових культур. У підсумку треба зазначити, що 
отримані нами дані щодо електрофоретичних 
спектрів препаратів поверхневих біополімерів 
КС непатогенних коринебактерій узгоджуються 
з описаними іншими дослідниками для поверх-
невих білків штаму C. glutamicum АТСС 1318, 
які було екстраговано з цілих клітин із застосу-
ванням детергенту Triton X114 [20]. Автори до-
слідження довели, що електрофоретичні профілі 
цих білків не відрізнялися від отриманих тради-
ційним методом.

Висновки

Таким чином, унаслідок проведених дослі-
джень нами показано, що структурні біополімери 
КС непатогенних коринебактерій із високою ефек-
тивністю можна отримувати шляхом екстрагуван-
ня з цілих клітин 1 % розчином додецилсульфату 
натрію (рН 4,5). За таких умов екстрагування не 
відбувається лізису клітин, що дає можливість 
одержувати препарати поверхневих біополімерів 
клітинних стінок коринебактерій, які містять знач-
ну кількість поверхневих білків та біополімерів 
змішаної природи. Препарати ПБКС гетерогенні за 
складом індивідуальних біополімерів і містять біл-
кові та вуглеводні компоненти з молекулярними 
масами від 10,0 до 165,0 кДа. Найбільшу кількість 
біополімерів, що характеризують індивідуальність 
білкових профілів досліджених штамів, було заре-
єстровано у SDS-екстрактах, отриманих із культур 
на 24 годину культивування. 

Аналіз складу SDS-екстрактів дає підстави 
стверджувати, що за низкою характеристик  
(зокрема, відсутність мезо-диамінопімелінової 
кислоти; переважання таких кислих амінокислот, 
як глутамін, аланін та аспарагін; незначний вміст 
сірковмісних амінокислот) досліджені препарати 
ПБКС значною мірою містять білки, локалізовані 
на поверхні бактеріальних клітин, у тому числі й 
ті, що формують S-шари коринебактерій. Відомо, 
що екстрагування поверхневих біополімерів КС 
бактерій, зокрема білків, різноманітними агента-
ми, які руйнують той чи інший тип зв’язків, опо-
середковано дає змогу визначати характер їхньо-
го зв’язку з іншими структурними компонентами 
клітинної стінки. З огляду на те, що принцип дії 
використаного нами детергенту (додецилсульфа-
ту Na) полягає у послабленні гідрофобних зв’язків 
і підвищенні розчинності білків, можна припус-
тити, що поверхневі білки клітинної стінки дослі-
джених штамів коринебактерій зв’язані з іншими 
структурними компонентами клітинної стінки 
шляхом гідрофобної взаємодії.

Під час аналізу клітин коринебактерій після 
вилучення з них розчинних у SDS поверхневих 
біополімерів КС було з’ясовано, що вони збері-
гали життєздатність, здатність зафарбовуватися 
за Грамом та основний структурний компонент 
їхньої клітинної стінки – комплекс пептидоглі-
кан-арабіногалактан-міколові кислоти.

Отже, зважаючи на результати наших дослі-
джень, для отримання шляхом екстрагування з 
цілих клітин препаратів поверхневих біополіме-
рів КС представників роду Corynebacterium та 
інших актинобактерій найбільш інформативним 
є застосування добових культур бактерій.
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I. Furtat 

OBTAINING AND CHARACTERISATION OF CELL WALL SURFACE 
BIOPOLYMERS PREPARATIONS OF NON-PATHOGENIC CORYNEBACTERIA

In this paper we obtain and characterize the cell wall surface biopolymers preparations of non-
pathogenic corynebacteria. The method of extraction from whole cells with 1 % solution of sodium dodecyl 
sulfate was shown to be effective to obtain Corynebacterial cell wall surface biopolymers preparations.  
It has been established, that following the surface biopolymers extraction,Сorynebacterial cells do not lyze, 
remain viable, do not change Gram staining, and contain the main structural component of the cell wall like 
complex of peptidoglycan-arabinogalactan-mycolic acids. It was also shown that acidic amino acids 
weredominant in the cell wall surface biopolymers preparations, neutral and basic amino acids were also 
present, but in smaller numbers. Trace amounts of sulfur-containing amino acids (cysteine and methionine) 
were present in SDS-extracts, which is typical for the vast majority of surface proteins of bacteria. 
Electrophoretic spectra of surface biopolymers were investigated,on the basis of which,  preparations 
obtained from 24 hour cultures were recommended for comparative studies of surface biopolymers  
of different species of actinobacteria.

Keywords: non-pathogenic corynebacteria, Corynebacterium glutamicum, cell wall, preparations of 
surface biopolymers,  amino acid compount, surface proteins, electrophoretic spectra of cell wall surface 
biopolymers.
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