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МЕТАБОЛИЗМ ГЛЮКОЗЫ У ПРОДУЦЕНТА 
ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ NOCARDIA 

VACCINII IМВ В-7405

В клетках продуцента поверхностно-активных веществ (ПАВ) Nocardia vacсinii 
IМВ В-7405, выращенного на глюкозе, определены ключевые ферменты метаболизма 
этого субстрата.

Установлено, что у штамма IМВ В-7405 катаболизм глюкозы осуществляется 
через глюконат (активность ФАД+-зависимой глюкозодегидрогеназы  
698±35 нмоль·мин–1·мг–1 белка). Окисление глюконата до 6-фосфоглюконата 
катализируется глюконокиназой (178±9 нмоль·мин–1·мг–1 белка). Вовлечение 
6-фосфоглюконата в пентозофосфатный цикл осуществляется при участии 
конститутивной НАДФ+-зависимой 6-фосфоглюконатдегидрогеназы (активность 
357±17 нмоль·мин–1·мг–1 белка).

Полученные данные являются основой для теоретических расчетов 
оптимального молярного соотношения концентраций энергетически неравноценных 
субстратов для повышения синтеза ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405 на их смеси.

К л ю ч е в ы е   с л о в а: Nocardia vacсinii IМВ В-7405, поверхностно-активные 
вещества, метаболизм глюкозы, активность ферментов.

В предыдущих исследованиях [1, 3, 4, 7, 19, 20] была показана возможность 
интенсификации синтеза поверхностно-активных веществ (ПАВ) при культиви-
ровании Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ 
Ас-5017 и Nocardia vacсinii IМВ В-7405 на смеси ростовых субстратов. В рабо-
тах [3, 4, 7, 19, 20] было установлено, что образование ПАВ R. erythropolis ІМВ 
Ас-5017  и  A. calcoaceticus ІМВ В-7241 на смеси энергетически избыточного 
(гексадекан) и энергетически дефицитных (глицерин, этанол) субстратов зави-
сит от способа подготовки инокулята, концентрации моносубстратов в смеси, а 
также их молярного соотношения. 

В работе [1] исследовали синтез ПАВ при культивировании N. vaccinii ІМВ 
В-7405 на смешанных субстратах (гексадекан и глюкоза, этанол и глюкоза, гекса-
декан и глицерин, глюкоза и глицерин). Установлено, что условная концентрация 
ПАВ в таких условиях выращивания штамма ІМВ В-7405  была в 2–3,5 раза 
выше, чем на соответствующих моносубстратах, а максимальные показатели 
синтеза ПАВ наблюдались на смеси глицерина и глюкозы.

При культивировании микроорганизмов на смешанных субстратах для обес-
печения максимальной конверсии углерода в целевой продукт необходимо уста-
новление оптимального для его синтеза молярного соотношения концентраций 
моносубстратов в смеси [4, 5, 7, 19]. А это, в свою очередь, требует проведения 
теоретических расчетов энергетических потребностей синтеза ПАВ и биомассы 
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на энергетически дефицитном субстрате с последующим определением концен-
трации энергетически избыточного субстрата, восполняющей энергетические 
расходы на этот процесс, как было установлено нами ранее для микробного по-
лисахарида этаполана и поверхностно-активных веществ R. erythropolis ІМВ 
Ас-5017 и  A. calcoaceticus ІМВ В-7241 [5, 7, 19]. Для осуществления таких те-
оретических расчетов необходимо знать пути метаболизма соответствующих 
моносубстратов у продуцентов ПАВ.  В предыдущих исследованиях [2] мы по-
казали, что у  N. vaccinii ІМВ В-7405 метаболизм глицерина до дигидроксиаце-
тонфосфата (интермедиат гликолиза) может осуществляться двумя путями: через 
глицерин-3-фосфат и дигидроксиацетон.

Цель данной работы – исследовать пути метаболизма глюкозы у штамма  
N. vacсinii IМВ В-7405.

Материалы и методы. Объектом исследований являлся выделенный 
нами из загрязненных нефтью образцов почвы штамм Nocardia vaccinii K-8, 
зарегистрированный в Депозитарии микроорганизмов Института микробиоло-
гии и вирусологии им. Д.К. Заболотного Национальной академии наук Украины 
под номером IМВ В-7405.

Штамм N. vaccinii IМВ В-7405 выращивали на жидкой минеральной 
среде (г/л): NaNO3 – 0,5, MgSO4∙7H2O – 0,1, СaCl2∙2H2O – 0,1, KH2PO4 – 0,1, 
FeSO4∙7H2O – 0,001, дрожжевой автолизат – 0,5 (по объему). В качестве источ-
ника углерода и энергии использовали глюкозу в концентрации 1 %. 

В качестве инокулята использовали культуру из экспоненциальной фазы рос-
та, выращенную на среде указанного выше состава, содержащей 0,5 % субстра-
та. Количество посевного материала (104–105 кл/мл) составляло 5 % от объема 
питательной среды. Культивирование бактерий осуществляли в колбах объемом 
750 мл со 100 мл среды на качалке (220 об/мин) при 28–30ºС в течение 28−32 ч 
(до середины экспоненциальной фазы роста).

Для получения бесклеточных экстрактов культуральную жидкость, получен-
ную после выращивания N. vaccinii IМВ В-7405 в жидкой минеральной среде 
с глюкозой, центрифугировали (4000 g, 15 мин, 4 оС). Осадок клеток дважды 
отмывали от остатков среды  0,05 М К+-фосфатным  буфером (рН 7,0), центри-
фугируя  (4000 g, 15 мин, 4 оС). Отмытые клетки ресуспендировали в 0,05 М  
К+-фосфатном буфере (рН 7,0) и разрушали ультразвуком (22 кГц) 3 раза по 60 с 
при 4 оС на аппарате УЗДН-1. Дезинтеграт центрифугировали (12000 g, 30 мин, 
4 оС), осадок отбрасывали, надосадочную жидкость использовали в качестве бе-
склеточного экстракта. 

Активность 6-фосфофруктокиназы (КФ 2.7.1.11) анализировали по скорости 
образования фруктозо-1,6-дифосфата, которую определяли по окислению НАДН 
при 340 нм в сопряженной реакции с альдолазой, триозофосфатизомеразой и 
α-глицерофосфатдегидрогеназой [25].

Активность 6-фосфоглюконатдегидратазы (КФ 4.2.1.12) [25] анализировали 
по скорости образования пирувата, которую определяли по окислению НАДН 
при 340 нм в  сопряженной реакции с лактатдегидрогеназой.

Активность глюкозодегидрогеназы (КФ 1.1.1.47) определяли по скорости об-
разования глюконо-1,5-лактона, которую измеряли спектрофотометрически по 
восстановлению НАД(Ф)+ при 340 нм c использованием глюкозы в качестве до-
нора  электронов [17].

Активность глюкозодегидрогеназы (КФ 1.1.1.118 [11] и 1.1.1.119 [9]) анали-
зировали по скорости образования глюконо-1,5-лактона, которую определяли по 
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восстановлению НАД+  и НАДФ+ соответственно при 340 нм c использованием 
глюкозы в качестве донора электронов. 

Активность глюкозодегидрогеназы (КФ 1.1.5.2) анализировали по скорос-
ти образования глюконо-1,5-лактона, которую определяли по восстановлению 
дихлорфенолиндофенола в присутствии феназинметасульфата при 600  нм [8] c 
использованием глюкозы в качестве донора  электронов.

Активность глюкозодегидрогеназы (КФ 1.1.5.9) анализировали по скорос-
ти образования глюконо-1,5-лактона, которую определяли по восстановлению 
дихлорфенолиндофенола при 540 нм [22] c использованием глюкозы в качестве 
донора электронов.

Активность глюконатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.215) определяли по скорости 
образования 2-кетоглюконата, которую измеряли спектрофотометрически по 
восстановлению НАДФ+ при 340 нм c использованием глюконата натрия в каче-
стве донора  электронов [13].

Активность глюконатдегидрогеназы (КФ 1.1.99.3) анализировали по скорости 
образования 2-кетоглюконата, которую определяли по восстановлению дихлор-
фенолиндофенола при 540 нм c использованием глюконата натрия в качестве 
донора  электронов [26].

Активность глюконокиназы (КФ 2.7.1.12) определяли по скорости образо-
вания 6-фосфоглюконата, которую измеряли по восстановлению НАДФ+ при  
340 нм в сопряженной реакции с 6-фосфоглюконатдегидрогеназой [15]. 

Активность 6-фосфоглюконатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.44 [11], КФ 1.1.1.351 
[21] и КФ 1.1.1.343 [18]) анализировали по скорости образования рибулозо-5-
фосфата, которую определяли по восстановлению НАДФ+,  НАД(Ф)+ и НАД+ со-
ответственно при 340 нм c использованием 6-фосфоглюконата натрия в качестве 
донора  электронов. 

Содержание белка в бесклеточных экстрактах рассчитывали по Бредфорд 
[10]; активность ферментов определяли при 28–30 оС – температуре, оптималь-
ной для роста N. vaccinii IМВ В-7405.   

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных опред-
елений в экспериментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку 
экспериментальных данных проводили, как описано ранее  [1, 3, 7, 19, 20].    
Различия средних показателей считали достоверными при уровне значимости 
р < 0,05.

Результаты. Катаболизм глюкозы у микроорганизмов может осуществлять-
ся путем гликолиза (путь Эмбдена−Мейергофа−Парнаса, или фруктозо-1,6-
дифосфатный), Энтнера−Дудорова (2-кето-3-дезокси-6-фосфоглюконатный- 
(КДФГ)-путь), в пентозофосфатном цикле или расщеплением через глюконат 
[6]. Пентозофосфатный цикл не является основным путем катаболизма глюкозы, 
поскольку функционирует у всех живых организмов, выполняя две жизненно 
необходимые функции: синтез восстановительных эквивалентов для процессов 
конструктивного метаболизма и синтез рибозы, необходимой для образования 
нуклеиновых кислот [6].

Наши эксперименты показали, что в бесклеточном экстракте, полученном 
из выращенных на глюкозе клеток N. vaccinii ІМВ В-7405, не обнаружена ак-
тивность ключевых ферментов гликолиза  (6-фосфофруктокиназа) и КДФГ-пути 
(6-фосфоглюконатдегидратаза) (табл. 1). В связи с этим дальнейшие исследова-
ния были посвящены определению активности различных глюкозодегидрогеназ, 
принимающих участие в расщеплении глюкозы через глюконат (рисунок). 
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	 Таблица 1
Активность ключевых ферментов метаболизма глюкозы 

у N. vaccinii IМВ В-7405   
Путь 

катаболизма
Ключевой фермент Активность, 

нмоль·мин–1·мг–1 белка
Гликолиз 6-фосфофруктокиназа

(КФ 2.7.1.11) 0

Энтнера−
Дудорова

(КДФГ-путь)

6-фосфоглюконатдегидратаза (КФ 4.2.1.12)
0

Расщепление 
через глюконат

НАД(Ф)+-зависимая глюкозодегидрогеназа
(КФ 1.1.1.47) 7±0,03

НАД+-зависимая глюкозодегидрогеназа
(КФ 1.1.1.118) 0

НАДФ+-зависимая глюкозодегидрогеназа
(КФ 1.1.1.119) 5±0,02

ПХХ-зависимая глюкозодегидрогеназа
(КФ 1.1.5.2) 0

ФАД+-зависимая глюкозодегидрогеназа 
(КФ 1.1.5.9) 698±35

П р и м е ч а н и е. ПХХ – пирролохинолинхинон.
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Рисунок. Катаболизм глюкозы. Расщепление через глюконат. 

Глюкозодегидрогеназы: КФ 1.1.1.47 – НАД(Ф)+-зависимая, КФ 1.1.1.118 − НАД+-
зависимая, КФ 1.1.1.119 − НАДФ+-зависимая, КФ 1.1.5.2 – пирролохинолинхинон-зависимая, 
КФ 1.1.5.9 – ФАД-зависимая. 

Глюконатдегидрогеназы: КФ 1.1.1.215 − НАДФ+-зависимая, КФ  1.1.99.3 −  ФАД-
зависимая. 

6-фосфоглюконатдегидрогеназы: КФ 1.1.1.44 − НАДФ+-зависимая,  КФ 1.1.1.351 − 
НАД(Ф)+-зависимая, КФ 1.1.1.343 − НАД+-зависимая. 

Другие ферменты: КФ 2.7.1.12 – глюконокиназа, КФ 4.2.1.12 – 6-фосфоглюконат-
дегидратаза,  КФ 2.7.1.13 – кетоглюконокиназа, КФ 1.1.1.43 – 2-кето-6-фосфоглюконат-
редуктаза. ЦТК – цикл трикарбоновых кислот 
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Катаболизм глюкозы. Расщепление через глюконат.
Глюкозодегидрогеназы: КФ 1.1.1.47 – НАД(Ф)+-зависимая, КФ 1.1.1.118  −  

НАД+-зависимая, КФ 1.1.1.119 − НАДФ+-зависимая, КФ 1.1.5.2  – пирролохинолинхи-
нон-зависимая, КФ 1.1.5.9 – ФАД+-зависимая.

Глюконатдегидрогеназы: КФ 1.1.1.215 − НАДФ+-зависимая, КФ  1.1.99.3 −  ФАД+-
зависимая.

6-фосфоглюконатдегидрогеназы: КФ 1.1.1.44 − НАДФ+-зависимая,   
КФ 1.1.1.351 − НАД(Ф)+-зависимая, КФ 1.1.1.343 − НАД+-зависимая.

Другие ферменты: КФ 2.7.1.12 – глюконокиназа, КФ 4.2.1.12 – 6-фосфоглюконат-де-
гидратаза,  КФ 2.7.1.13 – кетоглюконокиназа, КФ 1.1.1.43  – 2-кето-6-фосфоглюконат-
редуктаза. ЦТК – цикл трикарбоновых кислот
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Из литературы [8, 9, 14, 17, 22] известно, что окисление глюкозы до глю-
коната у микроорганизмов может осуществляться НАД+, НАДФ+, НАД(Ф)+,
пирролохинолинхинон(ПХХ)- и ФАД+-зависимыми ферментами. Так, напри-
мер, НАД(Ф)+-зависимые глюкозодегидрогеназы функционируют у ряда ар-
хей, окисляющих глюкозу до глюконата в нефосфорилированном КДФГ-пути 
[17]. ПХХ-зависимые ферменты обнаружены у многих энтеробактерий, в 
частности, представителей родов Escherichia, Salmonella, Pantoea [8], а также 
псевдомонад [12, 16]. ФАД+-зависимые глюкозодегидрогеназы были впервые 
обнаружены в 1951 г. у Aspergillus oryzae, однако до настоящего времени оста-
ются мало изученными ферментами [22]. В течение последнего десятилетия  
охарактеризованы ФАД+-зависимые дегидрогеназы грибов Aspergillus terreus, 
Penicillium lilacinoechinulatum, Glomerella cingulate  [22]. Интерес к этим фермен-
там обусловлен их применением для получения глюкозных биосенсоров.  

Исследования показали, что в клетках N. vaccinii IМВ В-7405 окисле-
ние глюкозы осуществляется через глюконат при участии ФАД+-зависимой 
глюкозодегидрогеназы (табл. 1). Отметим, что этот мембрансвязанный фермент 
преимущественно функционирует у эукариот, а среди прокариот обнаружен у 
бактерий Burkholderia cepacia [22]. 

Вовлечение глюконата, образовавшегося при окислении глюкозы, в дальней-
ший метаболизм осуществляется при участии глюконатдегидрогеназ (рисунок). 
У бактерий рода Gluconobacter образование 2-кетоглюконата из глюконата ката-
лизируется мембрансвязанной ФАД+-зависимой дегидрогеназой [23], а  у пред-
ставителей рода Acetobacter – НАДФ+-зависимым ферментом [13]. 

Поскольку у N. vaccinii IМВ В-7405 окисление  глюкозы катализирует-
ся ФАД+-зависимой глюкозодегидрогеназой (см. табл. 1), которая является 
мембрансвязанным ферментом, то логично предположить, что и в окислении 
глюконата принимает участие также мембрансвязанная ФАД+-зависимая деги-
дрогеназа. Однако в бесклеточном экстракте штамма IМВ В-7405, выращенного 
на глюкозе, мы не обнаружили активности ни одной из двух возможных глюко-
натдегидрогеназ, однако выявили активность глюконокиназы – фермента, осу-
ществляющего образование 6-фосфоглюконата из глюконата (табл. 2, рисунок). 

Таблица 2
Активность ферментов вовлечения глюконата в метаболизм  

у штамма N. vaccinii IМВ В-7405, растущего на глюкозе

Фермент КФ номер Активность,
нмоль·мин–1·мг–1 белка

НАДФ+-зависимая глюконатдегидрогеназа 1.1.1.215 0

ФАД+-зависимая глюконатдегидрогеназа 1.1.99.3 0

Глюконокиназа 2.7.1.12 178±9

6-Фосфоглюконат у большинства микроорганизмов вовлекается далее в 
путь Энтнера−Дудорова при участии 6-фосфоглюконатдегидратазы (рисунок) 
[6, 16]. Однако наши исследования показали, что этот фермент не функциони-
рует у штамма N. vaccinii IМВ В-7405, растущего на глюкозе (табл. 1 и 3). В 
то же время известно, что у E. coli и бактерий рода Pseudomonas существует 
альтернативный вариант вовлечения 6-фосфоглюконата в дальнейший метабо-
лизм через пентозофосфатный цикл, катализируемый 6-фосфоглюконатдегидро-
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геназами (рисунок) [16, 24]. Отметим, что есть 6-фосфоглюконатдегидрогеназы 
двух типов: конститутивные (НАД(Ф)+- и НАДФ+-зависимые) – участву-
ют в окислительной ветви пентозофосфатного цикла, обеспечивая синтез 
восстановительных эквивалентов и рибозы для биосинтетических процессов, 
и индуцибельные (НАД+-зависимые) – функционируют в альтернативном пути 
вовлечения 6-фосфоглюконата в метаболизм [16, 24]. 

В бесклеточном экстракте N. vaccinii IМВ В-7405, полученном из кле-
ток, выращенных на глюкозе, активность индуцибельной НАД+-зависимой 
6-фосфоглюконатдегидрогеназы была крайне низкой (около 6 нмоль·мин–1·мг–1 
белка), в то время как активность НАД(Ф)+-зависимого конститутивного фермен-
та  достигала 357 нмоль·мин–1·мг–1 белка  (табл. 3).

Таблица 3
Активность ферментов вовлечения 6-фосфоглюконата в метаболизм  

N. vaccinii IМВ В-7405

Фермент КФ номер Активность,
нмоль·мин–1·мг–1 белка

6-фосфоглюконатдегидратаза 4.2.1.12 0

НАДФ+-зависимая
6-фосфоглюконатдегидрогеназа 1.1.1.44 357±17

НАД(Ф)+- зависимая
6-фосфоглюконатдегидрогеназа

1.1.1.351 0

НАД+- зависимая
6-фосфоглюконатдегидрогеназа

1.1.1.343 6±0,03

Таким образом, у N. vaccinii IМВ В-7405 глюкоза окисляется до глюконата 
ФАД+-зависимой глюкозодегидрогеназой; при участии глюконокиназы образовав-
шийся глюконат превращается в 6-фосфоглюконат, который вовлекается в пенто-
зофосфатный цикл с помощью конститутивной 6-фосфоглюконатдегидрогеназы. 
Следовательно, у штамма IМВ В-7405 (в отличие от большинства микроорганиз-
мов) пентозофосфатный цикл является основным путем катаболизма глюкозы.

Полученные данные являются исходными для проведения теоретического 
расчета оптимального молярного соотношения глюкозы и глицерина в смешан-
ном субстрате для биосинтеза ПАВ N. vaccinii IМВ В-7405.

Пирог Т.П.1,2, Шевчук Т.А.1, Берегова Х.А.2 
1Інститут мікробіології і вірусології ім. Д.К. Заболотного НАН України, Київ 

2 Національний університет харчових технологій, Київ, Україна

МЕТАБОЛІЗМ ГЛЮКОЗИ У ПРОДУЦЕНТА ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ 
РЕЧОВИН  NOCARDIA VACCINII IМВ В-7405

Р  е  з  ю  м  е
У клітинах продуцента поверхнево-активних речовин (ПАР) Nocardia vacсinii 

IМВ В-7405, вирощеного на глюкозі, визначено ключові ферменти метаболізму цього 
субстрату.

Встановлено, що у штаму IМВ В-7405 катаболізм глюкози здійснюється через 
глюконат (активність ФАД+-залежної глюкозодегідрогенази 698±35 нмоль·хв–1·мг–1 
білка). Окиснення глюконату до 6-фосфоглюконату каталізується глюконокіназою 
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(178±9 нмоль·хв–1·мг–1 білка). Залучення 6-фосфоглюконату до пентозофосфатного 
циклу здійснюється за участю конститутивної НАДФ+-залежної 6-фосфоглюконат-
дегідрогенази (активність 357±17 нмоль·хв–1·мг–1 білка).

Одержані дані є основою для теоретичних розрахунків оптимального молярного 
співвідношення концентрацій енергетично нерівноцінних субстратів  для підвищен-
ня синтезу ПАР N. vaccinii ІМВ В-7405 на їх суміші.

К л ю ч о в і    с л о в а:  Nocardia vacсinii IМВ В-7405, поверхнево-активні речо-
вини, метаболізм глюкози, активність ферментів.

Pirog Т.P.1,2, Shevchuk Т.А.1, Beregova K.А.2

1 Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv 
2 National University of Food Technologies, Kyiv, Ukraine

GLUCOSE METABOLISM IN SURFACTANTS PRODUCER NOCARDIA 
VACCINII IMV B-7405 

S  u  m  m a  r  y
Key enzymes of glucose metabolism were detected in the cells of surfactants producer 

Nocardia vacсinii IMV B-7405 grown on this substrate.
It has been established that glucose catabolism is performed through gluconate (FAD-

dependent glucose dehydrogenase activity 698±35 nmol·min–1·mg–1 of protein).
Oxidation of gluconate to 6-phosphogluconate is catalised by gluconokinase  

(178±9 nmol·min–1·mg–1 of protein). 6-Phosphogluconate was involved into pentose 
phosphate cycle by constitutive NADP+-dependent 6-phosphogluconate dehydrogenase 
(activity 357±17 nmol·min–1·mg–1 of protein).

The data obtained serve as the basis for theoretical calculations of optimal molar ratio 
of concentrations of energetically nonequivalent substrates for intensifying the surfactants 
synthesis on their mixture.
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