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In recent decades, methods of metabolic and genetic en-
gineering have been used to increase synthesis indicators, as 
well as to regulate the composition and functional characte-
ristics of microbial exopolysaccharides. Metabolic 
engineering techniques are used to analyze the producer’s 
metabolic pathways, determine potential limiting reactions 
("bottlenecks" of metabolism) and their impact on the 
synthesis of the final product, followed by the use of genetic 
engineering tools to eliminate these limitations.  

One of the strategies to increase exopolysaccharides syn-
thesis indicators is to direct metabolism to the biosynthesis of 
the final product by eliminating competing metabolic 
pathways. Quite often, the "bottleneck" of polysaccharides 
synthesis is an insufficient level of nucleoside diphosphate 
saccharides. That’s why another approach to intensifying 
biosynthesis is to increase the pool of nucleoside diphosphate 
derivatives in producer cells. Increasing the expression of key 
genes of polysaccharide biosynthesis allows to increase 
exopolysaccharides synthesis indicators several times. The 
use of genetic engineering methods also makes it possible to 
design producers with a full cycle of synthesis of practically 
valuable biopolymers that are not characteristic of them. 

The analyzed literature data on the improvement of mic-
robial polysaccharides producers by methods of metabolic 
and genetic engineering indicate that the synthesis indicators 
of the final product by recombinant microorganisms are 2—20 
times higher than the original strains. In addition, recombi-
nant producers are able to synthesize polysaccharides of dif-
ferent composition and molecular weight, which allow to re-
gulate their rheological properties depending on the field of 
practical application. 
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ШЛЯХИ ПІДВИЩЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ТЕХНОЛОГІЙ 

СИНТЕЗУ МІКРОБНИХ ЕКЗОПОЛІСАХАРИДІВ. ЧАСТИНА 2. 

УДОСКОНАЛЕННЯ ШТАМІВ-ПРОДУЦЕНТІВ МЕТОДАМИ 

МЕТАБОЛІЧНОЇ ТА ГЕНЕТИЧНОЇ ІНЖЕНЕРІЇ 

 
Т. П. Пирог, А. А.Вороненко 
Національний університет харчових технологій 

Упродовж останніх десятиліть для підвищення показників синтезу, а також 
регуляції складу та функціональних характеристик мікробних екзополісахаридів 
використовуються методи метаболічної та генетичної інженерії. Прийоми 
метаболічної інженерії застосовуються для проведення аналізу метаболічних 
шляхів продуцента, визначення потенційних лімітуючих реакцій («вузьких» місць 
метаболізму) та їх впливу на синтез цільового продукту з подальшим 
використання інструментарію генетичної інженерії для усунення цих обмежень. 

Однією зі стратегій підвищення показників синтезу є спрямування метабо-
лізму на біосинтез цільового продукту за рахунок усунення конкуруючих метабо-
лічних шляхів. Доволі часто «вузьким місцем» біосинтезу полісахаридів є недо-
статній рівень нуклеозиддифосфатсахаридів, тому ще один підхід до інтенси-
фікації біосинтезу полягає в підвищенні у клітинах продуцента пулу нуклеозид-
дифосфат-похідних. Підвищення рівня експресії ключових генів біосинтезу полі-
сахаридів дає змогу підвищити показники синтезу в кілька разів. Застосування 
методів генетичної інженерії надає можливість також конструювати проду-
центи з повним циклом синтезу невластивих їм практично цінних біополімерів.  

Проаналізовані літературні дані щодо вдосконалення продуцентів мікробних 
полісахаридів методами метаболічної та генетичної інженерії свідчать про те, 
що показники синтезу цільового продукту рекомбінантними мікроорганізмами в 
2—20 разів вищі, ніж вихідні штами. Крім того, рекомбінантні продуценти 
здатні синтезувати полісахариди різного складу і молекулярної маси, що дає 
змогу регулювати їхні реологічні властивості залежно від галузі практичного 
застосування.  

Ключові слова: мікробні екзополісахариди, рекомбінантні продуценти, ін-
тенсифікація біосинтезу, модифікація складу і властивостей. 

Постановка проблеми. У нещодавно опублікованому огляді (Пирог, & Во-
роненко, 2023) ми зазначали, що натепер відкрито та досліджено значну кількість 
мікробних екзополісахаридів (ЕПС) з різноманітними фізико-хімічними та 
біологічними властивостями, проте лише деякі виробляються у промисловому 

масштабі. Організація виробництва нових полімерів, навіть з унікаль-

ними властивостями, часто стримується високою собівартістю та недостатньо 
високою концентрацією цільового продукту. Основними шляхами вирішення 
цих проблем є використання дешевих субстратів, підвищення ефективності їх 
конверсії в цільовий продукт і проведення загальної оптимізації процесу біосин-
тезу (Пирог, & Вороненко, 2023).  
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Крім того, одним із визначальних факторів, що безпосередньо впливає на син-
тез мікробних полісахаридів, є генетична «природа» продуцента — унікальна 
характеристика певного ЕПС-синтезувального штаму (Schmid, Sieber, & Rehm, 
2015; Sun, & Zhang, 2021). Зважаючи на це, вплив на рівні генів є потужним 
інструментом для інтенсифікації синтезу та модифікації властивостей ЕПС. 

Мета статті: узагальнення даних  літератури про використання методів мета-
болічної та генетичної інженерії для підвищення показників синтезу, а також 
регуляції складу  і функціональних характеристик мікробних екзополісахаридів. 

Матеріали і методи. Матеріалами дослідження стали наукові публікації за-
рубіжних учених у провідних періодичних і спеціалізованих світових виданнях, 
що стосуються вдосконалення ЕПС-синтезувальних штамів методами метаболіч-
ної та генетичної інженерії. 

Викладення основних результатів дослідження. Основні підходи до регуля-
ції метаболізму продуцентів мікробних полісахаридів. Біосинтез мікробних екзо-
полісахаридів є складним комплексним процесом, який розпочинається з погли-
нання субстрату, його трансформації в центральних метаболічних шляхах з утво-
ренням попередників і закінчується синтезом та екскрецією полісахаридів (Frei-
tas, Alves, & Reis, 2011; Donot, Fontana, Baccou, & Schorr-Galindo, 2012; Rana, & 
Upadhyay, 2020). Усі ці метаболічні перетворення каталізуються певними фер-
ментами, що кодуються відповідними генами. Пов’язані з синтезом ЕПС гени 
можна розділити на три основні групи (Rehm, 2010; Ates, 2015; Schmid, Sieber, & 
Rehm, 2015; Schmid, 2018; Schilling та ін., 2020): 1) гени, що беруть участь в 
активації та послідовному перетворені субстратів на нуклеозиддифосфат-похідні 
вуглеводів, що є вихідними сполуками для біосинтезу ЕПС, а також в утворенні 
інших складових частин полісахаридів; 2) гени, відповідальні за синтез глікозил-
трансфераз, що здійснюють перенесення активованих нуклеозиддифосфат-похід-
них вуглеводів до полісахаридного ланцюга; 3) гени, залучені до полімеризації 
полісахаридів та їх екскреції з клітин. 

Переважна більшість генів, які відповідають за безпосередній синтез ЕПС, 
зазвичай, організовані у вигляді кластера, розміщеного на хромосомній або плаз-
мідній ДНК (Rehm, 2010; Schmid, Sieber, & Rehm, 2015). Така організація генів, 
пов’язаних з синтезом екзополісахаридів, значно полегшує відкриття нових 
ЕПС-синтезувальних штамів і відповідних полісахаридних оперонів (Schmid, Sie-
ber, & Rehm, 2015; Xiong та ін., 2022). Незважаючи на те, що оперони та шляхи 
синтезу мікробних полісахаридів відомі вже впродовж десятиліть, функції 
більшості цих генів, а також особливості відповідних регуляторних механізмів 
досі повністю не з’ясованi (Rehm, 2010; Becker, 2015; Schmid та ін., 2016; 
Anderson, Islam, & Prather, 2018). Окрім цього, рівень залучення певних генів 
у біосинтез цих полімерів може значною мірою відрізнятися в різних ЕПС-син-
тезувальних штамів, що зумовлює необхідність розробки індивідуальних підходів 
до вдосконалення продуцентів. 

Вирішення цих проблем передбачає застосування підходів метаболічної інже-
нерії для проведення аналізу метаболічних шляхів продуцента, визначення по-
тенційних лімітувальних реакцій («вузьких» місць метаболізму) та їх впливу на 
синтез цільового продукту, з подальшим використанням інструментарію гене-
тичної інженерії для усунення цих обмежень (Oesterle, Wuethrich, & Panke, 2017; 
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Sun, Zhang, 2021). При цьому доцільним є послаблення або повне усунення неба-
жаних побічних реакцій чи конкуруючих метаболічних шляхів, що спрямовує 
потік вуглецю субстрату й енергетичного метаболізму на синтез ЕПС (Schilling та 
ін., 2020; Sun, & Zhang, 2021), а також унеможливлює інгібування кінцевим 
продуктом (ретроінгібування) (Ruiz-Villafán та ін., 2021). 

Модифікацію метаболізму можна здійснювати за рахунок впливу на рівні 
ферментів і регуляції їх активності експресією відповідних генів у рекомбінант-
них мікробних клітинах (Oesterle, Wuethrich, & Panke, 2017; Wang, Salem, & Sani, 
2019). Для кожного ЕПС-синтезувального штаму існує велика кількість можливих 
підходів для регулювання його метаболізму, проте, зазвичай, відсутнє всебічне 
розуміння того, які елементи підвищують або знижують ефективність цільових 
метаболічних шляхів. У той же час велика кількість метаболічних взаємодій ма-
ють нелінійний характер, що може призводити до непередбачуваних наслідків 
при налаштуванні якогось певного елемента метаболізму та зумовлює необхід-
ність використання комплексного підходу до їх оптимізації. При цьому також не 
варто забувати про важливість встановлення для кожного продуцента індивідуа-
льних оптимальних умов культивування (Freitas, Torres, & Reis, 2017; Barcelos, 
Vespermann, Pelissari, & Molina, 2020; Пирог, & Вороненко, 2023). 

Спрямування метаболізму на біосинтез цільового продукту за рахунок усу-
нення конкуруючих метаболічних шляхів. Біосинтез полісахаридів є енергови-
тратним процесом, який потребує безперервного надходження значної кількості 
вуглецю, що призводить до конкурування з основними шляхами конструктивного 
метаболізму за доступні джерела вуглецю та енергії (Rehm, 2010; Ates, 2015; 
Schmid, Sieber, & Rehm, 2015; Schmid, 2018; Schilling та ін., 2020). Таким чином, 
однією зі стратегій підвищення показників синтезу ЕПС є збільшення пулу вуг-
лецю в клітинах продуцента або його перерозподілу в різних метаболічних шля-
хах. 

У праці (Velmurugan, & Incharoensakdi, 2021) з метою підвищення синтезу 
ЕПС у ціанобактерій Synechocystis sp. PCC 6803 було порушено функціонування 
гену glgC, який кодує синтез глюкозо-1-фосфатаденілтрансферази, що бере 
участь у синтезі глікогену, а також підвищено експресію гену gpi (кодує глюкозо-
6-фосфат ізомеразу). Такий підхід сприяв спрямуванню потоків вуглецю на синтез 
вуглеводних мономерів, що входять до складу ЕПС. Отриманий рекомбінантний 
штам Δgpi-ΔglgC синтезував 1,3 г/л ЕПС, який характеризувався підвищеним 
вмістом у його складі глюкози, галактози, ксилози, манози, рамнози, фукози та 
уроновних кислот порівняно з ЕПС вихідного штаму. 

Інші дослідники (Han та ін., 2021) використовували комплексний підхід для 
інтенсифікації синтезу коланової кислоти Escherichiacoli JM109(DE3). Спершу 
завдяки видаленню гену waaF, який відіграє ключову роль у синтезі ліпополіса-
хариду, було частково порушено функціонування клітинної мембрани та створе-
но стресові умови, в яких синтез коланової кислоти підвищувався майже в 6 разів. 
Далі встановлювали умови культивування отриманого рекомбінантного штаму, 
що забезпечують максимальний синтез ЕПС. Так, в оптимальних умовах 
культивування концентрація ЕПС досягала 1,9 г/л ЕПС, що у 12 разів більше, ніж 
синтезована вихідним  штамом. 

У праці (Li та ін., 2015, а) з метою підвищення показників синтезу ЕПС у 
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молочнокислих бактерій проводили клонування генів НАДН-оксидази Strepto-
coccusmutans у Lactobacillus casei LC2W під контролем конститутивного промо-
тора P23. У рекомбінантного штаму LC-nox активність цього ферменту підвищу-
валася майже у 20 разів порівняно з такою у вихідного штаму, що супроводжу-
валось зниженням показників росту й утворенням лактату. Загалом, це сприяло 
додатковому спрямуванню вуглецю на синтез ЕПС, концентрація якого становила 
0,2 г/л, що на 46% вище, ніж утворювана вихідним штамом. Ці ж автори в іншій 
праці (Li та ін., 2015, b) продемонстрували, що підвищення рівня експресії саме 
генів nox спричиняє найбільший вплив на синтез ЕПС штамом LC2W порівняно з 
іншими досліджуваними генами (pfk, rfbB, galT). 

Ще одним прикладом підвищення показників синтезу ЕПС за рахунок усу-
нення конкуруючих метаболічних шляхів є дослідження одночасного утворення 
полісахариду санксану та полі-3-гідроксибутирату штамом Sphingomonas sanxa-
nigenens NX02 (Wu та ін., 2018). Незважаючи на різну локалізацію полімерів 
(полісахарид екзо-, а полі-3-гідроксибутират ендогенний), максимальний їх син-
тез досягався в однакових умовах культивування. Експерименти показали, що 
повне видалення гену phbB, який кодує ацетоацетил-КоАредуктазу (ключовий 
фермент синтезу полі-3-гідроксибутирату), супроводжувалося суттєвим знижен-
ням синтезу ЕПС штамом NX02-dPHB. На наступному етапі цей штам піддавали 
плазмовому мутагенезу, в результаті якого концентрація синтезованого ним санк-
сану підвищувалася до 21,2 г/л, що у 1,4 раза вище за показники синтезу вихідного 
штаму (14,9 г/л). Важливо, що мутантний штам NXdP характеризувався нижчим 
у три рази рівнем біомаси (3,1 г/л). 

He зі співавт. (He та ін., 2018) в результаті опромінення штаму Bacillus subtilis 
NJ509 іонами азоту отримали мутантний штам NJ308, який синтезув у процесі 
культивування на крохмалі у 5,4 раза більше ЕПС (3,41 г/л), ніж вихідний штам. 
Подальші дослідження показали, що в результаті мутагенезу було порушено 
експресію генів, які кодують ключові ферменти біосинтезу полісахариду. 

Доволі часто «вузьким місцем» біосинтезу ЕПС є недостатній рівень нуклео-
зиддифосфатсахаридів (Wang, Salem, & Sani, 2019; Schilling та ін., 2020; Sun, & 
Zhang, 2021). Особливо актуальним такий стан речей є у грамнегативних бакте-
рій, в яких ці попередники використовуються для синтезу полісахаридів зовніш-
ньої мембрани. Отже, ще одна стратегія інтенсифікації біосинтезу ЕПС полягає у 
підвищенні в клітинах продуцента пулунуклеозиддифосфат-похідних. 

Бактерії Aureobasidium pullulans одночасно з пулуланом синтезують ще один 
практично цінний полісахарид — β-глюкан. Для утворення обох полімерів вико-
ристовується один і той самий попередник (уридиндифосфат-глюкоза). У резуль-
таті Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої трансформації отримано штам 
A. Pullulans CGMCC 19650, здатний синтезувати на 78,6% більше β-глюкану, ніж 
вихідний штам CCTCC M 2012259 (Chen та ін., 2021). При трансформації тран-
сферну ДНК було вбудовано в кодуючий регіон гену mal31, відповідального за 
утворення задіяного в синтезі пулулану вуглеводного транспортеру, що привело 
до підвищення рівня транскрипції генів pgm2, ugp, fks1 та kre6; активності 
ключових ферментів, пов’язаних з біосинтезом уридиндифосфат-глюкози і β-глю-
кану, та внутрішньоклітинного пулууридиндифосфат-глюкози. У той же час спо-
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стерігалося зниження рівня транскрипції генів ags2, які кодують α-глюкансинта-
зу — ключовий фермент синтезу пулулану. Загалом, порушення функціонування 
гену mal31 призвело до зниження концентрації пулулану на 41,7%. 

Ще одним прикладом спрямування метаболічних шляхів на синтез цільового 
продукту є дослідження (Cheng, Yu, & Stephanopoulos, 2019), в якому на основі 
моделі геному iCW773 було визначено цільові гени та здійснено відповідні гене-
тичні маніпуляції, спрямовані на інтенсифікацію синтезу гіалуронової кислоти у 
Corynebacterium glutamicum. У результаті проведених досліджень: 1) підвищено 
експресію гену hasB, кодуючого УДФ-глюкозо-6-дегідрогеназу, яка каталізує пе-
ретворення УДФ-глюкози на попередник гіалуронової кислоти — УДФ-глюку-
ронову кислоту; 2) знижено метаболічну активність гліколізу за рахунок asRNA-опо-
середкованого послаблення гену fba, який кодує фруктозо-1,6-дифосфат альдо-
лазу; 3) знижено метаболічну активність пентозофосфатного шляху завдяки де-
леції гену zwf, який кодує глюкозо-6-фосфатдегідрогеназу; 4) знижено активність 
піруватдегідрогенази в результаті комплексного asRNA-опосередкованого послаб-
лення гену aceE та мутації ініціюючого кодону); 5) заблоковано шляхи синтезу 
лактату та ацетату завдяки видаленню ключових генів відповідних метаболічних 
шляхів (ldh, ackA-pta, cat та poxB). Загалом, такий комплексний підхід сприяв 
максимальному спрямуванню пулу вуглецю на синтез цільового продукту. При 
реалізації культивування з підживленням отриманий рекомбінантний штам нако-
пичував 28,7 г/л гіалуронової кислоти, що у 22 рази вище за показники синтезу 
вихідного штаму. 

Інші дослідники (Woo, Seong, Lee, & Jang, 2019) в результаті комплексних 
рекомбінацій (делеція репресорів галактозного оперону galR та galS, підвищення 
активності кластеру генів galU-ugd біосинтезу гіалуронової кислоти, зниження 
рівня споживання глюкози за рахунок видалення генів pfkA та zwf) отримали ре-
комбінантний штам Escherichia coli, здатний синтезувати гіалуронову кислоту 
(0,03 г/л) на суміші глюкози та галактози. Зазначимо, що ця праця є однією з 
перших, в якій повідомляється про можливість синтезу гіалуронової кислоти з 
галактози. 

Підвищення рівня експресії ключових генів біосинтезу полісахаридів. Gu зі 
співавт. (Gu та ін., 2017) досліджували можливість підвищення експресії гену 
sacB, що кодує левансахаразу у штаму Bacillus amyloliquefaciens NK-ΔLP. Серед 
усіх рекомбінантів штам ΔLP-Y, у якому використано гетерологічний промотор 
Pgrac та сигнальний пептид yncM, характеризувався найвищими показниками 
синтезу полісахариду. Так, при культивуванні з підживленням на середовищі з 
сахарозою (200 г/л) штам ΔLP-Y накопичував 102 г/л ЕПС впродовж 48 год 
культивування, що більш ніж у 7 разів вище порівняно з показниками синтезу 
вихідного штаму. Зазначимо, що така концентрація левану є порівнянною з най-
вищою відомою натепер (Bacillus subtilis (natto) CCT7712 синтезував 112 г/л 
полісахариду) (Öner, Hernández, & Combie, 2016).  

Інші дослідники (Huang та ін., 2013) вивчали вплив підвищення експресії гену 
pgmG, який кодує синтез біфункціонального білка з фосфоглюкомутазною та 
фосфоманомутазною активністю, на синтез полісахариду сфінгану бактеріями 
S.sanxanigenens. Експерименти показали, що рекомбінантний штам синтезує на 
17% більше ЕПС (12,6 г/л), ніж вихідний. 
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У праці (Jones, 2012) встановлено, що мутантний штам Sinorhizobium meliloti 
з підвищеною експресію гену exoY, утворював в 2,3—2,5 раза більше полісаха-
риду сукциноглюкану порівняно з вихідним штамом. Ген exoY кодує фермент 
фосфотрансферазу ундекапреніл-фосфат галактози, який каталізує приєднання га-
лактози до ліпідного переносника та бере участь у початкових етапах синтезу 
сукциноглюкану. 

У праці (Svensson, Waak, Svensson, & Rådström, 2005) показано, що підвищен-
ня експресії генів galE, galT та galK, кодуючи УДФ-глюкозо-4-епімеразу, галак-
тозо-фосфатазо-уридилтрансферазу та галактокіназу відповідно, у рекомбінантно-
го штаму Streptococcus thermophilus TMB 6013 супроводжувалося збільшенням 
виходу ЕПС від субстрату у 3,3 раза (до 0,5 г ЕПС/ г лактози) порівняно з вихідним 
штамом LY03. 

Однією з проблем синтезу пулулану Aureobasidium spp. під час росту на сере-
довищах з високим вмістом глюкози єкатаболітна репресія. Для зниження такого 
впливу Wang зі співавт. (Wang та ін., 2017) у штаму Aureobasidium melanogenum 
P16 видалили ген, який кодує катаболітний вуглецевий реп ресор CreAта відіграє 
ключову роль у репресії глюкозою. Отриманий штам DG41 з порушеним функ-
ціонуванням гену CREA характеризувався підвищеним транскрипційним рівнем 
генів, кодуючи глікозилтрансферазу, трьох генів транспортерів глюкози, глюко-
зо-6-фосфаткінази, α-амілази, глюкоамілази та пулуланази. У той же час було 
суттєво знижено рівень експресії генів CreA та двох транспортерів глюкози. У 
процесі культивування на середовищі з високим вмістом глюкози (120 г/л) штам 
DG41 накопичував майже 65 г/л пулулану, що було в 1,25 раза вищим за по-
казники синтезу вихідного штаму P16. 

Зазначимо, що в деяких випадках надмірна експресія генів, пов’язаних з біо-
синтезом полісахаридів, не завжди спричиняє однозначний позитивний ефект. 
Штам Bacillus licheniformis CGMCC 2876 одночасно синтезує полісахарид та 
полі-γ-глуматінову кислоту, яким притаманні флокулювальні властивості (Liu та 
ін., 2017). Експерименти показали, що підвищена експресія гену epsB, відповіда-
льного за негативну регуляцію синтезу полісахариду, приводила до підвищення 
концентрації біофлокулянту до 10,26 г/л та його флокулювальної активності до 
9612 Од/мл (на 36,6 та 224% відповідно). При цьому спостерігалося зниження 
вмісту вуглеводної складової біофлокулянту майже на 25% і підвищення вмісту 
полі-γ-глуматінової кислоти на 10%. У той же час одночасне підвищення рівня 
експресії ключових генів біосинтезу ЕПС у бактерій роду Bacillus (pgcA і gtaB1, 
що кодують фосфоглюкомутазу та УДФ-глюкозо- пірофосфорилазу), супрово-
джувалося підвищенням синтезу біофлокулянту лише на 21%. Зазначимо, що в 
цих дослідженнях продуцент вирощували в середовищі з глюкозою, в якому, на 
відміну від культивування на цитраті натрію та гліцерині, переважно синтезується 
полісахарид. 

Оптимізація умов культивування вдосконалених штамів-продуцентів. Окремо 
варто виділити вдосконалення продуцентів з метою оптимізації біотехноло-
гічного процесу одержання практично цінних метаболітів. Так, у праці (Liu та ін., 
2016) повідомляється про оптимізацію біосинтезу велану штамом Sphingomo-
nas sp. за рахунок гетерологічної експресії гену гемоглобіну (vgb) бактерій Vit-
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reoscilla. Використання такого підходу дало змогу мінімізувати лімітування ки-
снем, що має місце при підвищенні в’язкості культуральної рідини у процесі 
накопичення ЕПС, та підвищити синтез велану з 25,3 г/л до 34,6 г/л без суттєвої 
зміни його реологічних властивостей.  

Інші дослідники (Sun та ін., 2011) в результаті електротрансформації Entero-
bacter cloaceae JD генетичним матеріалом, виділеним з термофільного штаму Geo-
bacillus sp. GW3, отримали трансформант GW3-3.0, здатний синтезувати 8,83 г/л 
ЕПС на середовищі з мелясою при температурі 54 °С. У той же час при підви-
щенні температури до 59 °С синтез полісахариду майже повністю припинявся. 
Такі властивості отриманого трансформанту роблять перспективним викорис-
тання синтезованого ним ЕПС для контрольованої інтенсифікації вторинного ви-
добутку нафти. 

Зазначимо, що термофільні та інші екстремофільні організми, зокрема психро- 
та галофіли, можуть бути не тільки джерелом генів підвищеної стійкості до 
несприятливих факторів навколишнього середовища, а й слугувати перспектив-
ною біологічною моделлю для створення нових промислово важливих проду-
центів ЕПС (Wang, Salem, & Sani, 2019). Незважаючи на те, що полісахаридам 
екстремофілів можуть бути притаманні унікальні властивості, їхнє комерційне 
впровадження є дуже обмеженим через низьку ЕПС-синтезувальну здатність 
(Pirog, Voronenko, & Ivakhniuk, 2018). 

Зазначимо, що у переважній більшості досліджень рекомбінантні штами про-
дуцентів отримано з використанням як векторів для перенесення генетичної ін-
формації відповідних плазмід. Оскільки плазміди та інші мобільні генетичні еле-
менти можуть бути легко сконструйовані, перенесені та експресовані в організмі 
господаря, вони є зручним інструментом для проведення тестувань і досліджень 
(Oesterle, Wuethrich, & Panke, 2017). У той же час існує ряд недоліків при вико-
ристанні рекомбінантних штамів у біотехнологічному виробництві. Так, для від-
бору рекомбінантів плазміда, зазвичай, місить гени стійкості до певних антибіо-
тиків. При промисловому одержанні цільового продукту наявність антибіотиків у 
середовищі культивування рекомбінантних продуцентів є додатковим фактором 
витрат, а потенційне забруднення продукту антибіотиками є ризиком і викликає 
занепокоєння з екологічної точки зору. Окрім цього, генетична нестабільність 
може призвести до елімінації плазміди чи зниження кількості копій, а отже, й 
втрати продуктивності. 

Модифікація функціональних характеристик мікробних полісахаридів. Окрім 
інтенсифікації синтезу ЕПС, методи генетичної інженерії використовуються для 
регуляції складу і властивостей полісахаридів.  

Ще в 1990 р. було встановлено, що модифікований тетраметр ксантану, з якого 
завдяки інактивації гену, кодуючи гоглікозилтрансферазу, видалено термінальну 
манозу, характеризувався нижчою в’язкістю, ніж ЕПС вихідного штаму (Hassler, 
& Doherty, 1990). 

Пізніші дослідження, проведені у другій половині 90-х ХХ ст.—початку 2000-х 
років, підтвердили, що зміни у хімічному складі ЕПС за різних умов культиву-
вання продуцентів можуть бути зумовлені зміненням активності або інактивацією 
ферментів (зокрема, глікозилтрансфераз), які беруть участь в утворенні 
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нуклеозиддифосфатсахаридів — попередників синтезу ЕПС. Зокрема, у Rhizobi-
um leguminosarum мутації в exoB гені (аналог galE), який кодує синтез УДФ-га-
лактозоепімерази, супроводжувались відсутністю галактози у складі ЕПС (San-
chez-Andujar та ін., 1997). У galE мутантів Erwinia amylovora змінювався склад 
синтезованого ліпополісахариду (Metzer, Bellemann, Bugert, & Geider, 1994). У той 
же час у молочнокислих бактерій Lactococcus lactis мутації у galE гені не впливали 
на склад ЕПС, зокрема, на вміст галактози (Boels, Ramos, Kleerebezem, & de Vos, 
2001). Було встановлено, що в цих бактерій утворення УДФ-галактози (як і УДФ-
глюкози) контролюється іншим ферментом — УДФ-глюкозопірофосфорилазою, 
синтез якого кодується galU геном. 

У ЕПС-синтезувальних стрептококів групи В визначено гени (cpsIaC і 
cpsIaD), відповідальні за полімеризацію ЕПС (Cieslewicz, Kasper, Wang, & Wes-
sels, 2001). Мутанти, дефектні за цими генами, синтезували ЕПС, склад яких був 
ідентичний складу ЕПС вихідного штаму, проте з нижчою молекулярною масою 
(41000—45000 проти 90000—100000 у ЕПС вихідного штаму). Автори зазнача-
ють, що білки CpsC та CpsD є схожими за амінокислотним складом до білків 
грамнегативних бактерій (ExoP у Rhizobium meliloti та Wzz у ентеробактерій), які 
також є відповідальними за довжину синтезованого полісахаридного ланцюга. Ці 
білки у стрептококів піддані регуляції шляхом фосфорилювання-дефосфори-
лювання.  

У різних видів бактерій роду Rhizobium (Sinorhizobium) кластери генів exo-
exc та exp залучені до синтезу сукциноглюкану та галактоглюкану відповідно 
(Mendrygal, & Gonzalez, 2000; Becker та ін., 2002). Концентрація фосфатів у сере-
довищі культивування є важливим фактором, який впливає на експресію exp генів 
(Mendrygal, & Gonzalez, 2000; Becker та ін., 2002). Встановлено, що регуляторами 
транскрипції кластера exp генів, який забезпечує синтез галактоглюкану, є білки 
MucR MucS (Lloret та ін., 2002). 

Stingele зі співавт. (Stingele та ін., 1999) досліджували гетерологічну експрес-
сію кластеру генів Streptococcust hermophilus Sfi6, які кодують синтез ЕПС, у мо-
лочнокислих бактерій L. lactis MG1363, нездатних до синтезу полісахариду. Отри-
маний рекомбінатний штам через низьку активність УДФ-N-ацетоглюкозамін-С4-
епімерази синтезував полісахарид, у складі якого N-ацетилгалактозамін був 
замінений на галактозу. 

Нещодавно з’явилася праця (Wu та ін., 2019), в якій, окрім впливу термі-
нальної манозина реологічні характеристики ксантану Xanthomonas campestris 
CGMCC 15155, додатково досліджували вплив наявності залишків ацетату та 
пірувату на властивості цього ЕПС. З цією метою було сконструйовано 8 реком-
бінантних штамів з делецією або підвищеною експресією генів gumF, gumG, 
gumL та gumI. Аналогічно даним, викладеним у праці (Hassler, & Doherty, 1990), 
полісахарид з відсутньою термінальною занозою у складі тетрамеру характери-
зувався низькою в’язкістю при нульовій швидкості зсуву. У той же час встано-
влено, що наявність залишків ацетату (на відміну від пірувату), у складі 
повторюваної одиниці ксантану сприяла стабілізації подвійної спіралі полімеру, а 
розчинам полісахариду, з складу якого було вилучено глюкуронову кислоту, була 
притаманна підвищена в’язкість. Є дані про можливість регулювання моле-
кулярної маси ксантану комбінованим підвищенням експресії генів gumB та gumC 
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(Galván та ін., 2013). 
Інші автори (Díaz-Barrera, Soto, & Altamirano, 2021) продемонстрували мож-

ливість збільшення молекулярної маси альгінату Azotobacter vinelandii в резуль-
таті підвищення експресії гену alg8, який кодує синтез каталітичної субодиниці 
альгінат-полімеразного комплексу. У той же час в експериментах з рекомбінант-
ним штамом Pseudomonas aeruginosa PDO300Δalg8, нездатними до синтезу ЕПС, 
встановлено, що додаткове введення гену alg8 супроводжувалося підвищенням 
кількості синтезованого альгінату в 15 разів порівняно з показниками для вихід-
ного штаму PDO300 (Remminghorst, & Rehm, 2006). 

Зазначимо, що використання методів генетичної інженерії надає можливість 
конструювати продуценти з повним циклом синтезу не властивих їм практично 
цінних біополімерів (Becker, 2015; Wu та ін. 2019; Badri та ін. 2021). Так, Gu зі 
співавт. (Badri та ін. 2021) сконструювали рекомбінантний штам E. coli 
MG1655ΔcysH(DE3) pETM6-PCAFSw, здатний синтезувати приблизно 27 мкг/г 
біомаси низькомолекулярного хондроїтин сульфату з високим рівнем сульфату-
вання (96%). Етапи конструювання штаму такі: 1) з використанням як вектора 
плазміди pETM6-Sw введено гени синтезу сульфотрансферази; 2) порушено син-
тез фруктозильованого хондроїтину, який входить до складу капсульного поліса-
хариду продуцента; 3) завдяки репресії гену cysH, відповідального за відновлення 
3′-фосфоаденозин-5′-фосфосульфату до неорганічного сульфіту забезпечено до-
статній внутрішньоклітинний пул донору сульфату. 

У праці (Williams та ін., 2019) продемонстровано можливість гетерологічної 
експресії генів Pasteurella multocida, що кодують гепарозан синтазу (PmHS2), в 
бактеріях Bacillus megaterium. Під час культивування з підживленням у середо-
вищі з ксилозою рекомбінантний штам накопичував до 2,74 г/л гепарозану. 

Узагальнені дані щодо синтезу ЕПС продуцентами, вдосконаленими методами 
генетичної та метаболічної інженерії, наведено в таблиці. 

Таблиця. Синтез екзополісахаридів рекомбінантними штамами мікроорганізмів 

Вихідний штам 
продуцента 

Генетична 
модифікація 
продуцента 

Результат генетичної 
модифікації  

Література 

Aureobasidium 
melanogenum P16 

Делеція гену CREA 
Підвищення синтезу 
пулулану у 1,25 раза 

(до 65 г/л) 
Wang та ін., 2017 

Aureobasidium 
pullulans 

Підвищення експресії 
генів pgm2, ugp, fks1 

та kre6 

Підвищення синтезу β-
глюкану у 5,4 раза 

(до 3,41 г/л) 
Chen та ін., 2021 

Azotobacter vinelandii 
Підвищення експресії 

гену alg8 
Регуляція молекулярної 

маси альгінату 
Díaz-Barrera, Soto, 
& Altamirano, 2021 

Bacillus amyloliquefaci-
ens NK-ΔLP 

Підвищення експресії 
гену sacB 

Підвищення синтезу 
ЕПС у 7 разів (до 102 г/л) 

Gu та ін., 2017 

Bacillus licheniformis 
CGMCC 2876 

Підвищення експресії 
генів epsB 

Підвищення синтезу 
біофлокулянту на 36,6% 

(до 10,26 г/л). Підви-
щення флокулювальної 
активності на 224 % (до 

9612 Од/мл) 

Liu та ін., 2017 
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Продовження таблиці 

Bacillus megaterium 
Експресія генів, які 
кодують гепарозан 
синтазу (PmHS2) 

Синтез гепарозану 
(2,74 г/л) 

Williams та ін., 2019 

Bacillus subtilis NJ509 
Опромінення іонами 

азоту 

Підвищення синтезу 
ЕПС у 5,4 раза 

(до 3,41 г/л) 
He та ін., 2018 

Corynebacterium gluta-
micum 

Підвищення ек-
спресії гену hasB 
Послаблення ек-

спресії генів fba та 
aceE. Делеція генів 

zwf, ldh, ackA-pta, cat 
та poxB 

Підвищення синтезу 
гіалуронової кислоти у 

22 рази (до 28,7 г/л) 

Cheng, Yu, & 
Stephanopoulos, 

2019 

Enterobacter cloaceae JD 

Електротранс-
формація генетичним 

матеріалом 
Geobacillus sp. GW3 

Здатність до синтезу 
ЕПС (8,83 г/л) при 
температурі 54 °С 

Sun та ін., 2011 

Escherichia coli 

Делеція генів galR, 
galS, pfkA та zwf 
Підвищення ек-

спресії генів 
galU-ugd 

Синтез гіалуронової 
кислоти (0,03 г/л) 

на галактозі  

Woo, Seong, Lee, & 
Jang, 2019 

Escherichia coli 

Експресія генів, які 
кодують суль-
фотрансферазу. 

Делеція генів, які 
кодують фрукто-
зилтрансферазу. 

Репресія гену cysH 

Синтез низькомолеку-
лярного хондроїтин 
сульфату з високим 

рівнем сульфатування 
(27 мкг/ г біомаси) 

Badri та ін., 2021 

Escherichia coli 
JM109(DE3) 

Делеція гену waaF 
Підвищення синтезу 

коланової кислоти у 12 
разів (до 1,90 г/л) 

Han та ін., 2021 

Lactobacillus casei LC2W 
Підвищення 

експресії гену nox 
Підвищення синтезу 

ЕПС на 46% (до 0,2 г/л) 
Li та ін., 2015, а 

Lactococcus lactis MG1363 
Експресія кластеру 

ЕПС генів Streptococ-
cus thermophilus Sfi6 

Заміна N-ацетилгалак-
тозамінуу складі ЕПС 
вихідного штаму на 

галактозу  

Stingele та ін., 1999 

Sinorhizobium meliloti 
Підвищення 

експресії гену exoY 
Підвищення синтезу 
ЕПС у 2,3—2,5 раза 

Jones, 2012 

Sphingomonas 
sanxanigenens 

Підвищення 
експресії гену pgmG 

Підвищення синтезу 
ЕПС на 17% 
(до 12,6 г/л) 

Huang та ін., 2013 

Sphingomonas 
sanxanigenens NX02 

Делеція гену phbB. 
Плазмовий мутагенез 

Підвищення синтезу 
ЕПС у 1,4 раза 

(до 21,2 г/л) 
Wu та ін., 2018 

Sphingomonas sp. 
Експресія гену 

гемоглобіну vgb 

Підвищення синтезу 
пулулану у 1,4 раза 

(до 34,6г/л). Мінімізація 
лімітування за киснем 
при глибинному куль-

тивуванні 

Liu та ін., 2016 
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Продовження таблиці 

Streptococcus thermophilus 
TMB 6013 

Підвищення 
експресії генів galE, 

galT та galK 

Підвищення виходу 
ЕПС від субстрату у 

3,3 раза 
(до 0,5 г ЕПС/г лактози) 

Svensson, Waak, 
Svensson, & 

Rådström, 2005 

Synechocystis sp. PCC 6803 
Порушення експресії 
гену glgC. Підвище-

ння експресії гену gpi 

Підвищення синтезу 
ЕПС у 7,4 раза 

(до 1,3 г/л) 

Velmurugan, & 
Incharoensakdi, 2021 

Xanthomonas campestris 
Підвищення 

експресії генів gumB 
та gumC 

Регуляція молекулярної 
маси ксантану 

Galván та ін., 2013 

Xanthomonas campestris 
CGMCC 15155 

Підвищення ек-
спресії або делеція 
генів gumF, gumG, 

gumL та gumI 

Регуляція реологічних 
характеристик ксантану 

Wu та ін., 2019 

Висновки 
Проаналізовані літературні дані останніх років щодо шляхів підвищення 

ефективності технологій мікробних ЕПС засвідчили необхідність комплексного 
підходу для вирішення цього завдання, у тому числі й застосування методів ме-
таболічної та генетичної інженерії. Реалізація цих методів дає змогу виявити та 
усунути «вузькі місця» метаболізму продуцентів екзополісахаридів, інтенсифіку-
вати синтез полісахаридів, модифікувати склад та властивості ЕПС, розширити 
набір субстратів для їхнього синтезу. Основними шляхами регуляції метаболізму 
продуцентів мікробних ЕПС є спрямування вуглецю субстрату на синтез цільо-
вого продукту за рахунок підвищення рівня експресії ключових генів біосинтезу 
полісахаридів і делеції генів конкуруючих метаболічних шляхів. 
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