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БИОКОНВЕРСИЯ СМЕСИ ТЕХНИЧЕСКОГО ГЛИЦЕРИНА  
И МЕЛАССЫ В ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА  

NOCARDIA VACCINII ІМВ В-7405

Установлена возможность замены глюкозы и очищенного глицерина в смешанных 
субстратах для биосинтеза поверхностно-активных веществ (ПАВ) Nocardia vacсinii IМВ 
В-7405 на более дешевые мелассу (отход свеклосахарного производства) и технический 
глицерин (побочный продукт производства биодизеля). 

Показано, что повышение концентрации технического глицерина до 6,0 % в смеси с 
1,0 % мелассы сопровождалось увеличением количества синтезированных штаммом IМВ 
В-7405 ПАВ более, чем в два раза, а повышение содержания мелассы до 3,0 % в смеси с 1,0 % 
технического глицерина − некоторым снижением уровня ПАВ по сравнению с таковым на 
среде, содержащей по 1,0 % моносубстратов.  

Установлено, что увеличение в два раза концентрации нитрата натрия в среде 
культивирования N. vacсinii IМВ В-7405 позволяет повысить до 7,0  % содержание 
технического глицерина в смеси с 1,0  % мелассы. В таких условиях культивирования 
концентрация синтезированных внеклеточных ПАВ составляла 7,5 г/л, что в 1,3 раза выше, 
чем на базовой среде с более низким содержанием источника азота.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: поверхностно-активные вещества, Nocardia vacсinii IМВ В-7405, 
биосинтез, промышленные отходы, смесь субстратов.

Темпы развития биотехнологии на современном этапе и повышенное внимание к 
сохранности окружающей среды предопределили большой интерес исследователей к 
биодеградабельным и нетоксичным микробным поверхностно-активным веществам 
(ПАВ), которые являются достойной альтернативой химическим аналогам [13]. ПАВ 
микробного происхождения применяются в природоохранных технологиях для очистки 
почвы и водоемов от токсичных ксенобиотиков, рассматривается возможность их ис-
пользования в качестве альтернативных антимикробных и антиадгезивных препаратов 
[11−13]. Однако возможности практического использования микробных ПАВ определя-
ются их себестоимостью, которая на сегодняшний день все еще остается достаточно 
высокой, в первую очередь из-за низкой ПАВ-синтезирующей способности известных 
продуцентов [20].  

Одним из путей повышения эффективности технологий микробного синтеза практи-
чески ценных метаболитов является использование для их получения смеси ростовых 
субстратов [6]. Отметим, что к недавнему времени в литературе было относительно не-
много сведений об образовании микробных ПАВ на смешанных субстратах, однако в по-
следнее время такой относительно простой путь интенсификации их синтеза привлекает 
все больше внимания [1, 3, 4, 6, 7, 10, 17, 21]. 

Наши исследования показали возможность использования смеси ростовых субстра-
тов (гексадекан, глицерин, этанол, глюкоза) для интенсификации синтеза поверхностно-
активных веществ Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 і Acinetobacter calcoaceticus 
ІМВ В-7241,  Nocardia vaccinii ІМВ В-740 [1, 3, 4, 6, 7].

В работе [1] нами было установлено, что максимальные показатели синтеза ПАВ на-
блюдались при культивировании N. vaccinii ІМВ В-7405 на смеси глюкозы и этанола, а 
также глюкозы и глицерина.
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С другой стороны, актуальной проблемой современности остается поиск 
экономически выгодных способов утилизации отходов. Использование промышленных 
отходов для получения микробных ПАВ позволит решить проблему как накопления вто-
ричного сырья, так и снижения себестоимости целевого продукта. В последнее время 
микробные ПАВ, получаемые из возобновляемого сырья, постепенно выходят на миро-
вой рынок, а возможностью переработки промышленных отходов в эти продукты ми-
кробного синтеза интересуются ученые всего мира [9, 16, 19−22].

Цель данной работы – исследовать возможность замены глюкозы и очищенного гли-
церина в смешанных субстратах для биосинтеза ПАВ N. vaccinii  ІМВ В-7405 на мелас-
су (отход свеклосахарного производства) и технический глицерин (отход производства  
биодизеля).

Материалы и методы. Объектом исследований являлся штамм Nocardia vaccinii IМВ 
В-7405, зарегистрированный в Депозитарии микроорганизмов Института микробиологии 
и вирусологии им. Д.К. Заболотного Национальной академии наук Украины. 

Культивирование N. vacсinii ІМВ В-7405 осуществляли в жидкой минераль-
ной среде следующего состава (г/л): NaNO3 – 0,5; KH2PO4 – 0,1; MgSO4×7H2O – 0,1;  
CaCl2×2H2O – 0,1; FeSO4×7H2O – 0,001; рН 6,8–7,0. В качестве источника углерода и 
энергии использовали смесь мелассы (0,5 и 1,0 % по углеводам) с очищенным глице-
рином и этанолом (0,5  и 1,0 %  по объему), мелассы (1,0−3,0 % по углеводам) и техни-
ческого глицерина (1,0−7,0 % по объему), мелассы (1,0−3,0 % по углеводам) и этанола 
(0,5−3,0 % по объему), а также моносубстраты (очищенный глицерин, этанол, меласса). 
Используемые моно- и смешанные  субстраты  были эквимолярны  по углероду. В работе 
использовали технический глицерин, являющийся отходом производства биодизеля (За-
порожский биотопливный завод). В одном из вариантов содержание источника азота в 
среде для культивирования N. vaccinii IМВ В-7405 увеличивали в 2 раза. 

В качестве посевного материала использовали культуру из экспоненциальной фазы 
роста, выращенную на среде указанного выше состава, содержащей в качестве источника 
углерода и энергии моносубстраты (0,5 %) или смесь субстратов (по 0,25 % каждого). 
Количество  инокулята – 10 % от  объема засеваемой среды (104–105 кл/мл). 

Культивирование осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке 
(320 об/мин) при 30 ºС в течение  120 ч.

Количество синтезированных внеклеточных ПАВ (г/л) определяли весовым методом 
после экстракции из супернатанта культуральной жидкости модифицированной нами 
смесью Фолча [2]. Для получения супернатанта культуральную жидкость центрифуги-
ровали при 5000 g в течение 20 мин. Выделение внеклеточных ПАВ осуществляли, как 
описано ниже.

В цилиндрическую делительную воронку объемом 500 мл помещали 100 мл супер-
натанта, добавляли 20 мл 1 М раствора HCl, воронку закрывали шлифованной пробкой 
и встряхивали 3 мин, затем добавляли еще 15 мл 1 М раствора HCl и 65 мл смеси хлоро-
форма и метанола (2:1) и встряхивали (экстрагирование липидов) в течение 5 мин. Полу-
ченную после экстракции смесь оставляли в делительной воронке для разделения фаз, 
после чего нижнюю фракцию сливали (органический экстракт 1), а водную фазу подвер-
гали повторной экстракции. При повторной экстракции к водной фазе добавляли 35 мл 
1 М раствора HCl и 65 мл смеси хлороформа и метанола (2:1) и экстрагировали липиды 
в течение 5 мин. После разделения фаз сливали нижнюю фракцию, получая органичес-
кий экстракт 2. На третьем этапе к водной фазе добавляли 100 мл смеси хлороформа и 
метанола (2:1) и осуществляли  экстракцию, как описано выше, получая органический 
экстракт 3. Экстракты 1–3 объединяли и упаривали на роторном испарителе ИР-1М2 
(Россия) при 50 ºС и абсолютном давлении 0,4 атм до постоянной массы. 

Индекс эмульгирования (Е24, %) культуральной жидкости определяли, как описано 
ранее [1]. В качестве гидрофобного субстрата для эмульгирования использовали подсол-
нечное масло. 

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений в 
экспериментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных 
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данных проводили, как описано ранее [1, 3, 4, 7]. Различия средних показателей считали 
достоверными при уровне значимости р<0,05.

Результаты и их обсуждение. В работах последних лет, посвященных синтезу 
микробных ПАВ на смеси ростовых субстратов, особое внимание уделяется исполь-
зованию промышленных отходов в качестве источников углерода и энергии (мелассы, 
молочной сыворотки, отработанных растительных масел, технического глицерина и др.) 
[6, 9, 10, 18, 19, 21, 22]. 

В работе [17] исследовали синтез манозилэритритоллипидов Pseudozyma hubeiensis 
Y10BS025 на смеси нескольких субстратов. При культивировании штамма Y10BS025 на 
среде с глюкозой и техническим глицерином в соотношении 75:25 с внесением соевого 
масла (8 % по объему) концентрация ПАВ на 8 сут составляла 115 г/л и была выше, чем 
при добавлении оливкового масла (65 г/л). 

Способность к синтезу ПАВ на гидролизованном техническом глицерине установле-
на для Starmerella bombicola ATCC 22214 [21]. При выращивании штамма ATCC 22214 
на смеси такого технического глицерина (15 %) и подсолнечного масла (10 %) коли-
чество синтезированных софоролипидов составляло 6,36 г/л. Замена гидролизованного 
технического глицерина на очищенный сопровождалась незначительным повышением 
концентрации ПАВ (6,6 г/л). Увеличения количества синтезированных ПАВ до 39 г/л 
удалось достичь при культивировании S. bombicola ATCC 22214 на среде, содержащей 
смесь мелассы (5 %) и соевого масла (5 %) [21].

Штамм Brevibacterium aureum MSA13 синтезирует новый поверхностно-активный 
липопептид – бревифактин [18]. Внесение 1 % оливкового масла при культивировании 
B. aureum на мелассе сопровождалось увеличением показателей синтеза бревифактина 
на 33–47 % по сравнению с культивированием штамма на среде с мелассой без масла. 

На первом этапе наших исследований мы попытались заменить глюкозу в смешанном 
субстрате с этанолом и очищенным глицерином для биосинтеза ПАВ N. vaccinii ІМВ 
В-7405 на мелассу (табл. 1). 

Таблица 1
Синтез ПАВ при культивировании N. vaccinii  ІМВ В-7405 на смеси мелассы с 

этанолом и очищенным глицерином, а также на соответствующих моносубстратах 
Концентрация источника углерода в 

среде, %
Показатели синтеза ПАВ

ПАВ, г/л Е24, %
Этанол, 0,5  + Меласса, 0,5 3,5 ± 0,18 54

Этанол, 0,98 1,5 ± 0,08 50
Меласса, 1,22 1,7 ± 0,09 58

Этанол, 1,0  + Меласса, 1,0 3,8 ± 0,19 56
Этанол, 1,96 1,8 ± 0,09 54

Меласса, 2,44 1,4 ± 0,07 53

Глицерин, 0,5 + Меласса, 0,5 3,8 ± 0,19 55

Глицерин, 0,92 2,3 ± 0,12 51

Меласса, 1,10 1,9 ± 0,09 52

Глицерин, 1,0 + Меласса, 1,0 3,9 ± 0,19 56

Глицерин, 1,84 1,7 ± 0,09 51

Меласса, 2,20 2,0 ± 0,10 52

П р и м е ч а н и я. Концентрации моно- и смешанных субстратов эквимолярны по углероду. 
Концентрация этанола и глицерина дана в % (по объему), а мелассы – в % по углеводам. При 
определении индекса эмульгирования погрешность  не превышала 5 %.
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Эксперименты показали, что как и при культивировании штамма ІМВ В-7405 на 
смеси глюкозы с этанолом и глицерином [1], так и при выращивании бактерий на сре-
де с мелассой и этанолом, а также мелассой и глицерином концентрация внеклеточных 
ПАВ была в 1,3−2,7 раз выше, чем на соответствующих моносубстратах. Отметим, что 
индекс эмульгирования культуральной жидкости, полученной после культивирования  
N. vaccinii ІМВ В-7405 на моно- и смешанных субстратах, практически не отличался  
(табл. 1). Повышение концентрации моносубстратов в смеси с 0,5 до 1,0 % не сопровож-
далось существенным увеличением показателей  синтеза ПАВ. 

Известно, что эффективность трансформации углерода смешанного субстрата в целе-
вой продукт зависит от соотношения концентраций моносубстратов в смеси [3, 4, 6, 7]. В 
связи с этим на следующем этапе исследовали влияние концентрации глицерина, этанола 
и мелассы в смешанном субстрате на синтез ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405 (рисунок). 

Синтез ПАВ при культивировании  N. vaccinii ІМВ В-7405 на смеси этанола  и 
мелассы (А)  и глицерина и мелассы (Б)

Концентрация этанола или глицерина (%, по объему): 1, 5 – 1,0; 2, 6 – 1,5; 3, 4, 7, 8 – 0,5. Концентра-
ция мелассы (% по  углеводам): 1, 2, 5, 6 – 0,5; 3, 7 – 1,0; 4, 8 – 1,5. Контроль (100 %) – концентрация 
ПАВ на среде, содержащей смесь 0,5 % (по углеводам) мелассы с 0,5 % (по объему) этанола или 
глицерина.
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Данные, представленные на рисунке, свидетельствуют, что повышение концентрации 
этанола и глицерина до 1,0–1,5 % в смеси с 1,0 % мелассы, а также увеличение содер-
жания мелассы до 1,0–1,5 % в смеси с 0,5 % этанола или глицерина не сопровождалось 
увеличением количества синтезированных ПАВ.

Актуальной проблемой современности является утилизация технического глицери-
на – побочного продукта, образующегося в большом количестве при получении био-
дизеля, объем производства которого к 2017 г. по прогнозам экспертов увеличится до 
25 млн м3 [15]. Исследования последнего десятилетия направлены на использование 
технического глицерина в качестве субстрата в технологиях микробного синтеза, в том 
числе и поверхностно-активных веществ [8, 15]. Отметим, однако, что для получения 
микробных ПАВ используют преимущественно очищенный глицерин, поскольку техни-
ческий содержит в своем составе метанол, этанол, хлориды натрия или калия, являющи-
еся ингибиторами как микробного роста, так и синтеза ПАВ. Тем не менее, в литературе 
есть сообщения о синтезе микробных ПАВ и на смешанных субстратах, содержащих 
технический глицерин  [17, 21].

Ранее нами была установлена возможность образования ПАВ при культивировании 
N. vaccinii ІМВ В-7405 на среде с техническим глицерином и разработаны походы, по-
зволяющие интенсифицировать этот процесс [5, 14].
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Дальнейшие эксперименты показали возможность замены очищенного глицерина в 
смеси с мелассой для синтеза ПАВ штаммом  ІМВ В-7405 (табл. 2). Исследование влия-
ния соотношения концентраций моносубстратов в смешанном субстрате на образование 
ПАВ показало, что повышение концентрации технического глицерина до 6,0 % в смеси 
с 1,0 % мелассы сопровождалось увеличением количества синтезированных ПАВ более, 
чем в два раза по сравнению с таковым на среде, содержащей по 1,0 % моносубстратов. В 
то же время при повышении содержания мелассы до 3,0 % в смеси с 1,0 % технического 
глицерина  наблюдали некоторое снижение уровня ПАВ. Отметим, что независимо от 
концентраций моносубстратов индекс эмульгирования культуральной жидкости практи-
чески не изменялся и составлял 55–60 % (табл. 2).

.Таблица 2
Влияние концентрации технического глицерина и мелассы в смешанном субстра-

те на синтез ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405

Концентрация в смеси, %
ПАВ, г/л Е24, %технического 

глицерина мелассы

1,0 1,0 2,8±0,14 58
2,0 1,0 3,0±0,15 58
3,0 1,0 3,6±0,18 57
4,0 1,0 4,8±0,24 59
5,0 1,0 6,4±0,32 60
6,0 1,0 5,9±0,29 58
1,0 1,5 2,1±0,10 56
1,0 2,0 2,0±0,10 55
1,0 2,5 2,3±0,11 55
1,0 3,0 1,8±0,09 55

П р и м е ч а н и е. При определении индекса эмульгирования погрешность  не превышала 5 %.

Согласно данным литературы за период с 2004 по 2010 г. объем производства биоди-
зеля в мире увеличился с 4 до 20 млн м3, а объем образующегося в качестве побочного 
продукта технического глицерина составил почти 2,5 млн м3 [8]. Таким образом, для 
эффективного использования такого отхода в качестве субстрата в биотехнологических 
процессах его содержание в среде культивирования продуцентов практически ценных 
микробных метаболитов должно быть как можно выше. 

В связи с этим на следующем этапе устанавливали условия культивирования  
N. vaccinii ІМВ В-7405, позволяющие максимально повысить содержание технического 
глицерина в смешанном субстрате. Важным фактором, влияющим на синтез микробных 
вторичных метаболитов, в том числе и поверхностно-активных веществ, является со-
отношение С/N в среде культивирования продуцентов [2, 5, 6, 13, 20]. В работе [5] мы по-
казали, что увеличение концентрации инокулята и источника азота позволило повысить 
содержание технического глицерина в среде культивирования Rhodococcus erythropolis 
ІМВ Ac-5017, Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241 и  N. vaccinii ІМВ В-7405 по-
чти в два раза (до 7–8 %) и обеспечить высокие показатели синтеза ПАВ (3,4−5,3 г/л).  
Данные, представленные в табл. 2, свидетельствуют, что максимальное количество 
синтезированных  N. vaccinii ІМВ В-7405 ПАВ наблюдалось при концентрации мелассы 
1,0 % в смешанном с техническим глицерином субстрате. Такие результаты могут быть 
объяснены тем, что меласса в смешанном субстрате является дополнительным источ-
ником азота, а не углерода. Для проверки этого предположения на следующем этапе ис-
следовали синтез ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405 на среде с повышенной концентрацией 
технического глицерина (7 %), в которой увеличивали в два раза содержание азота как в 
виде нитрата натрия, так и в виде мелассы (табл. 3). 
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Таблица 3
Синтез ПАВ N. vaccinii ІМВ В-7405  на смеси технического глицерина и мелассы в 

зависимости концентрации источника азота    

Концентрация в смеси, % Содержание нитра-
та натрия в среде, 

г/л
ПАВ, г/лтехнического 

глицерина мелассы

5,0 1,0 0,5 6,4±0,32
5,0 2,0 0,5 6,4±0,32
5,0 1,0 1,0 4,8±0,24
7,0 1,0 0,5 5,9±0,29
7,0 2,0 0,5 6,2±0,31
7,0 1,0 1,0 7,5±0,37

	
Как видно из представленных в табл. 3 данных, увеличение концентрации нитрата 

натрия до 1,0 г/л в среде, содержащей 7,0 % технического глицерина и 1,0 % мелассы, 
сопровождалось повышением количества синтезированных ПАВ почти в 1,3 раза по 
сравнению с показателями на среде с более низким содержанием азота (0,5 % нитрата 
натрия). В то же время при повышении концентрации мелассы до 2,0 % в смеси с 7,0 
% технического глицерина концентрация ПАВ практически не изменялась. Эти данные 
могут свидетельствовать о том, что меласса является все-таки источником углерода, а не 
дополнительным источником азота. Отметим, однако, что для окончательных выводов  о 
роли мелассы в среде с техническим глицерином для биосинтеза ПАВ N. vaccinii ІМВ 
В-7405 требуются дополнительные исследования. 

Таким образом, в результате проведенной работы установлена возможность замены 
глюкозы и очищенного глицерина в смешанном субстрате на мелассу и технический 
глицерин − отходы свеклосахарного и производства биодизеля. Экспериментально 
подобраны концентрации мелассы (1,0 % по углеводам) и технического глицерина (7 % 
по объему) в смеси, а также содержание источника азотного питания (1,0 г/л нитрата 
натрия) в среде культивирования N. vaccinii ІМВ В-7405, позволяющие повысить кон-
центрацию синтезированных внеклеточных ПАВ до 7,5 г/л. 
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БІОКОНВЕРСІЯ СУМІШІ ТЕХНІЧНОГО ГЛІЦЕРИНУ  
І МЕЛЯСИ У  ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНІ РЕЧОВИНИ  

NOCARDIA VACCINII ІМВ В-7405
Р  е  з  ю  м  е

Встановлено можливість заміни глюкози  і очищеного гліцерину у змішаних субстратах 
для біосинтезу поверхнево-активних речовин (ПАР) Nocardia vacсinii IМВ В-7405 на дешевші 
мелясу (відхід бурякоцукрового виробництва)  і технічний гліцерин (побічний продукт ви-
робництва біодизелю). 

Показано, що підвищення концентрації технічного гліцерину до 6,0% у суміші з 1,0 % 
меляси супроводжувалося збільшенням кількості синтезованих штамом IМВ В-7405 ПАР 
більш, ніж у два рази, а підвищення вмісту меляси до 3,0 % у суміші з 1,0 % технічного гліце-
рину – деяким зниженням рівня ПАР порівняно з таким на середовищі, що містило по 1,0 % 
моносубстратів.  

Встановлено, що збільшення у два рази концентрації нітрату  натрію у середовищі куль-
тивування N. vacсinii IМВ В-7405 дає змогу підвищити до 7,0 % вміст технічного гліцерину 
у суміші з 1,0 % меляси. За таких умов культивування  концентрація синтезованих позаклі-
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тинних ПАР  становила  7,5 г/л, що у 1,3 рази вище, ніж на базовому середовищі з нижчим 
вмістом джерела азоту.

К л ю ч о в і  с л о в а: поверхнево-активні речовини, Nocardia vacсinii IМВ В-7405, біо-
синтез, промислові відходи, суміш субстратів.
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BIOCONVERSION OF CRUDE GLYCEROLE  
AND MOLASSES MIXTURE IN BIOSURFACTANTS  

OF NOCARDIA VACCINII IMВ B-7405
S  u  m  m a  r  y

The possibility of replacing glucose and pure glycerol in mixed substrates for  surface-active 
substances (SAS, biosurfactants) biosynthesis of Nocardia vaccinii IMВ B-7405 on molasses (sugar 
production waste) and  crude glycerol  (by-product of biodiesel production) was  established. 

It was established that  the increasing concentration  of  crude glycerol to 6% in mixture with  
1,0 % molasses was accompanied by increase of amount of SAS synthesized more than twice, and 
the increasing content of  molasses to 3,0 % in mixture with 1,0 % crude glycerol – by  some decrease 
in the level of surfactant as compared to that in a medium containing 1,0% monosubstrates.

It was shown that the increasing concentration of sodium nitrate to 2-fold in medium cultivation 
of N. vacсinii IМВ В-7405 allowed to increase to 7,0 % content of grude glycerol in mixture with 
1,0 % molasses. Under such conditions of cultivation concentration of  exocellular SAS synthesized  
was 7,5 g/l, that to 1,3 fold higher than in basic medium with a lower content of nitrogen source.

The paper is presented in Russian.
K e y   w o r d s: biosurfactants, Nocardia vaccinii IMВ B-7405, biosynthesis, industrial waste, 

mixture of  substrates.
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