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ВПЛИВ ОРГАНІЧНИХ КИСЛОТ НА СИНТЕЗ
ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН ЗА УМОВ РОСТУ

ЖОСЛДД/Л УЛСС/Ж// К-8 НА ГЛІЦЕРИНІ
Досліджено можливість ірстексггфікації синтезу поверхнево-активних
ре'г08цн (ПАР) Мосаґ(ііа ийссіпіі К-8 на гліцерині за присутності цитра-
пу (регулятор синтезу ліпіді8) і С.-дикарбонових кислот (фумарат --
гіфпередник глюконеогенезу). За спільного внесення оргакічних кислот
на по'матку стцІ4іонарної фази росту у кони.ентрації 0,1% кількість
синтезовинцх ПАР під8ищувфлася на 40--45% порівняно з культиву'
ванням на серед081дщі без фумарату і І4итрату. Внесення органічнігх
кислот як у середовиіце для одержання посівного матеріалу, таіс і для
біосинтезу ПАР не сутгроводжу8алося підвищенням синтезу ПАР.

Кл ю ч 0 8 і с л о в а : поверхнево-аістивегі речовини, Моссії(ііа иассіпіі К-8,
гліцерин, витрат, фумарат.

Поверхнево-активні речовини (ПАР) мікробного походження, до яких
останнім часом прикута увага багатьох науковців, належать до класу
амфіпатичних молекул, що складаються як з гідрофобної, так і гідро-
фільної частини і можуть взаємодіяти з поверхнями різних полярностей
та знижувати поверхневий і міжфазний натяги розчинів l2, Іоl. Також
ПАР здатні сприяти емульгуванню, формуванню біоплівки, утворенню
наночастинок, зв'язувати важкі метали, проявляти антимікробні та ан-
тиадгезивні властивості [ Іоl. У попередніх дослідженнях було виділено
штам нафтоокислювальних бактерію, Ідентифікований як Лосаґйій гіассг/г
К.8 і показана його здатність синтезувати на гліцерині (відходи виробни-
цтва біодизелю) метаболіти з поверхнево активними і емульгувальними
властивостями [2, 7l. Незважаючи на широкі перспективи використання
у біотехнології представників роду Лосаґйіа, у літературі недостатньо
відомостей про синтез ними сполук саме з поверхнево-активними влас-
тивостями. Так, китайськими вченими було виділено штам Лосаґйlа $р.
1.-4 17 -- продуцент ПАР на середовищі з гексадеканом [9]. У нещодавніх
роботах було встановлено можливість синтезу ПАР ліпопептидної приро
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ди ЛҐос;вгйгор8 $ в/Ва М$А10 l8l та гліколіпідної природи -- ЛІосаґйіор8 s
Ґігсв/г/в/г$ $ М$А 04 [10]. Наші дослідження показали, що за хімічною
природою ПАР Л. осгсс /г К 8 є сумішшю нейтральних, гліко- та аміно
ліпідів [7].

Попри різноманітні практичні властивості та переваги перед синтетич-
ними аналогами промислове виробництво ПАР дотепер не реалізовано,
а основними стримуючими факторами є високі витрати на біосинтез, ви-
ділення та очищення цільового продукту, а також недостатньо високий
рівень їх синтезу, тому необхідним є пошук можливих шляхів Інтенсифі
кації біосинтезу ПАР. Одним з таких підходів є внесення у середовище
культивування екзогенних попередників, що специфічно заяучаються
до конструктивного метаболізму та підвищують синтез цияьового про-
дукту. Аналізуючи хімічний склад ПАР Л. басс!/гіі К-8, нн припустили,
що внесенням у середовище з гліцерином цитрату (регулятор синтезу
ліпідів) та фумарату (попередник глюконеогенезу) люжна пішнщити ви-
хід цільового продукту l4].

У зв'язку з цим мета даної роботи -- дослідження можливості Інтен-
сифікації біосинтезу ПАР .М. масс пг! К-8 на гліцерині за присутності
органічних кислот.

Матеріали і методи
Культивування бактерий здійснювали на рідкому мінерипьнохіу серед'

овищі такого складу (г/л): МаМО, -- 0,5; КН,РО.- 0,1; М8$0, 7Н:0 - 0, 1;
СаСІ: . 2Н,0 -- 0,1, рН 6,8--7,0. У середовище додатково вкосшііі дріж-
джовий автолізат -- 0,5% (об'ємна частка) і Г'е$0.. 7Н:0 -- 0.001 г/л.

Як джерело вуглецю та енергії використовували гліцернн в концентра-
ції 1 ,5% (об'ємна частка). Як посівний матеріал використовував культуру
з експоненційної фази росту, вирощену на середовищі наведеного вище
складу 3 0,5% (об'ємна частка) гліцерину. Кількість посівного ііатеріалу
(10'--105 клітин/мл ) становила Іо% від об'єму середовища.

Як попередники біосинтезу ПАР .М. срсгсс /г!! К-8 використовували
цитрат та фумарат натрію, які вносили у вигляді Іо% розчннів у кон-
центрації 0,01--0,5% (масова частка) на початку процесу культивування
та на початку стацюнарної фази росту.

Культивування бактерий здійснювали в колбах об'Стой 750 мл із
100 мл середовища на качалці (300 об/хв) при 30 'С упродовж 168 год.

Здатність до синтезу ПАР оцінювали за такими показниками:
поверхневий натяг (а,) вільної від клітин культуральноі родини
(КР), вимірювали на напівавтоматичному тензіол#етрі «І..аида ТІ)
ІС» (Німеччина);

' умовна концентрація ПАР (ПАР''', безрозмірні одиниці), визначали
як ступінь розведення супернатанту культуральної рідний в точці
різкого зростання поверхневого натягу на кривий залежності а:
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від логарифму показника розведення. Абсциса точки перетину
кривої відповідає значению ПАРа;

. кількість синтезованих ПАР (г/л), визначали ваговим методом
після екстракції поверхнево-активних ліпідів сумішшю Фолча
(хлороформ -- метаном 2: 1) 3 супернатанту культуральної родини.
Одержаний екстракт випарювали до постійної маси на роторному
випарникові ИР--ІМ2 (Росія) при температурі 55 'С та абсолют-
ному тиску 0,4 атм. Для одержання супернатанту КР центрифу-
гували при 5000 В упродовж 20 хв.

Уеі досліди проводили в З.х повторах, кількість паралельних визна-
чень в експериментах становила 3--5. Статистичне опрацювання експе-
риментальних даних здійснювали за алгоритмом, описаним у праці [1].
Відмінності середніх показників вважали достовірними на рівні значимости
р\и,уи.

Результати та їх обговорення
У наших попередніх дослідженнях було показано, що внесення ци-

трату й фумарату у середовище культивування Р/гойососс гз вґВ /гґоро/іs
ЕК-І і Лсі/ге(о&ас(ег са/соасв сіг$ К-4 дозволило суттєво Інтенсифікувати
біосинтез ПАР: так за спільного внесення цитрату (0,1%) і фумарату
(0,2%) спостерігали збільшення синтезу ПАР штамом ЕК-І на 60% "(до
6,5--7,0 г/л) I3, 4]. Для штаму К 4 оптимальні концентрації органічних
кислот виявилися на порядок нижчими (по 0,01 %). За таких умов вдалося
підвищити рівень синтезу цільового продукту практично у три рази -- на
195% Г61.

У ході визначення оптимального моменту внесення попередників у се'
редовище культивування М. уассіпіі К 8 було встановлено, що додавання
як цитрату, так і фумарату (по 0,01--0,05%) на початку культивування
не супроводжувалося Інтенсифікацією біосинтезу ПАР, а навпаки, про-
являвся ефект Інгібування (зниження концентрації ПАР на 10-45%),
пропорційним кількості внесених попередників. При додавання цитрату і
фумарату на початку стаціонарної фази росту штаму К 8 у концентраціях
0,05% синтез ПАР підвищувався на 10--15%.

На наступному етапі визначали оптимальні концентрації органіч-
них кислот для максимальное Інтенсифікації біосинтезу метаболітів з
поверхнево-активними властивостями. Враховуючи встановлені раніше
для .Р. еґ#Ґ/гґоро/і8 ЕК-І і .4. са/вовсе !сlг$ К 4 концентрації фумарату і
цитрату lбl, було вирішено проаналізувати вплив органічних кислот у
широкому діапазоні концентрацій (0,OІ-Ю,5%). Як видно із наведених
у таба. І даних, оптимальною концентрацією цитрату для штаму К-8 є
0,1 %. За таких умов синтез ПАР підвищувався на 36% (за даними ваго
вого методу). Для фумарату найсуттєвіше підвищення синтезу (на ЗІ %)
спостерігалося у разі додавання останнього у концентрації 0,2%.
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Таблиця І

Залежність синтезу ПАР .М. гросс ігіҐ К-8 від концентраці'і витрату і фумара'гу
ТаЬІе І

І)ерепдепсе ої +Ье $А$ $уп+Ье$і$ ої Л. гроссіпіі К-8 оп сіігаіе апд Їитага+е
сопсеп+гаііоп

За спільного внесення цитрату (0,1%) та фумарату (0,1 %) спосте-
рігали підвищення концентрації ПАР на 41 % ('дабл. І). ЗІ збільшенням
концентрації фумарату (до 0,2%) кількість синтезований ПАР практично
не змінювалася(40%), а у разі підвищення концентрації цитрату до 0,2%
синтез ПАР знижувався, що може свідчити про Інгібування активності
ферментів його надлишком.
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ГІопередник
Концепт.
рацію, %

ПАРа
ПАРа.
% від

контролю

Концентрація
ПАР,
'/л

Концентрація
ІТАР, % від
контролю

без

попередників  2,0:Д, І   1 ,72:!ф,09  

Цитрат

0,0і 2,0Ео, і Іоо 1 ,66:!Д,08 96

о,оз 2 ,1й0 , І 105 1 ,78:!а,09 104

0,05 2,3в:0,12 115 1 ,99:ф. І 116

о,І 2,3ДЮ, 12 115 2,35:!Д,12 137

0,2 2,2іо,І І ІІо 2.21:!0.1 1 128

о,з 2,53:0 ,13 125 2. 17:!д, І І 124

0.4 2,6:Ш, ІЗ Ізо 1 ,85:!Д.09 108

0,5 2 ,4ДЮ ,12 120 2.OІ:!Д, І 117

Фумарат

0,оі 1 ,9Ї0, І 95 1 .65:і0.08 96

о,оз 2,0ї0, І Іоо 1.78:!Д.09 104

0,05 2.2іо,І І І Іо 2.0(}:ф. І 1 16

о, І 2, 1ї0,І І 105 2, 14:іо,І І 119

0,2 2. 1Ї0,І І 105 2,26:!ф,І І !31

о,з 2,3ї0,12 115 2, 1820,1 1 127

0,4 2,5=Ю ,ІЗ 125 2, 1 2:Ео, І ] 124

0,5 2, 5іо ,І З 125 1 ,9:!д,09 І Іо

Цитрат
+

Фумарат

0,1 + 0.1 2.5Ї0,ІЗ 125 2,43::0. 13 141

0,1 + 0,2 2,5=д ,ІЗ 125 2,41и0,12 140

0,2 + 0,2 2,3=ф ,1 2 115 2.16:И,І І 126
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Встановлено, що внесення органічних кислот у середовище для опер
жання посівного матеріалу супроводжувалося підвищенням концентрації
біомаси, проте не ПАР (табл. 2.).

Стимулювальну дію цитрату натрію на синтез ПАР мікроорганізмами
було встановлено ще у 80--90-х роках ХХ ст.l так при внесення даної
кислоти у середовище культивування Вас///іг$ вгг& !/і8 спостерігалося
підвищення біосинтезу сурфактину із одночасним зниженням Ізоцитрат-
дегідрогеназноі активності, що може свідчить про спрямованість потоку
вуглецю субстрату на процеси конструктивного метаболізму, тобто на
синтез ПАР. Для дріжджів 7оґlг/орsls фріго/а -- продуцента поверхнево-
активних глїколїпїдів встановлено, що механізм дії цитрату натрію поля
гає у підтримання значення рН на оптимальному для синтезу ПАР рівні
за рахунок підлужнення культуральноі рідина в результаті транспорту
цитрату симпортом з протоном, що й забезпечувало збільшення синтезу
І ІДР Іьі

Оскільки ПАР Л'. басс!/г! К-8 є комплексом нейтральних, аміно- і
гліколіпідів l7], ми припустили, що як і для штаму В вгдҐ/гґоро//$ ЕК-І
l2l можна підвищити синтез поверхнево активних речовин веденням у
середовище фумарату і цитрату. Фумарат, як і інші С.-дикарбонові кисло.
ти, є попередником глюконеогенезу, що забезпечує синтез вуглеводів, а

отже й гліколіпідів (трегалозоміколатів). Стимулюючий вплив пояснюють
активуючим впливом цитрату на ензим ацетил КоА карбоксилазу, який
каталізує перетворення ацетил-КоА на малоніл-КоА, що, у свою чергу,
супроводжується підвищенням синтезу жирних кислот, а отже, й ПАР
ліпідної природи [4l.

Таблиця 2

Вплив способу одержання інокуляту на синтез поверхнево-активних речовин
Л. оассі/гїі К-8

ТаЬІе 2
ЕЇіес+ ої іпосиіит ргерага+іоп оп +Ііе $А$ $уп+Ье$і$ о+ .М. масс рііі К.8

Ко«це«трація орга«і«««х l l ...* l l Ко«це«.
кислотусередовищі, % l l :;Гl.:= l Концен. l трація

ПАРа l :l..=д l трація ПАР, l ПАР, %
г/л l від конт-

ролюролю

ПАРа.
% від
кому-для одержав'

ия інокудяту
для

біосинтезу

Біомаса
,/«

0 о l 2,0і:о,І 1 ,72Ї0,09 І , оі0 ,05

0
цитрат,

0,1 + Фу-
марат, 0,2

2,5ї0, ІЗ 125 l 2,41д:0,12 140 l І,о:Е0,05

цитрат, 0,1 +
фумарат, 0,2

0 1 ,8ї0,09

2,3ї0, 12

90 1 1,65:ш,08 96 l І,зі:0,07

витрат, 0,1 +
фумарат, 0,2

цитрат,
0,1 + Фу-
марат, 0.2

115 l 2,103:0,11 122 l 1,4і:0,07
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Результати наших досліджень різняться також і від відовіих літера-
турних даних. По-перше, у літературі описано збільшення синтезу ПАР
за наявності у середовищі тільки цитрату, який вносили на початку
культивування lбl. По-друге, оптимальна концентрація цитрату при цьому
.та«ов««а 0,5--1 ,0% . За такої ко«це«трації ц««рат можна розмядат« «е як
регулятор синтезу ліпідів, а як додатковий ростовий субстрат. По-третє,
нам не вдалося знайти у літературі відомостей про підвищення синтезу
ПАР за наявності як цитрату, так і С.-дикарбонових кислот.

Отже, в результаті проведених досліджень встановлено. щр Інтенєи
фікація біосинтезу ПАР .М. ивсе /г/ К-8 спостерігалася за умови внесення
органічних кислот у середовище з гліцерином на початку стащонарноі
фази росту. За спільного внесення 0,1 % цитрату і 0,1% фумарату коль'
кисть синтезованих ПАР підвищувалася на 40---45%.
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ВЛИЯНИЕ ОРГАНИЧЕСКИХ КИСЛОТ НА СИНТЕЗ
ПОВЕРХНОСТНО.АКТИВНЬІХ ВЕЩЕСТВ ПРИ УСЛОВИИ РОСТА

ЛОСЛДО/Л УЛСС/Л// К-8 НА ГЛИЦЕРИНЕ

Реферат

Исследована возможность интенсификации синтеза поверхностно-
активньіх веществ (ПАВ) .Мосаґд а масс//г ! К.8 на глицерине в придут'
єтвии цитрата (регулятор синтеза липидов) і С, дикарбоновьіх кислот (фу
марат -- предшественник глюконеогенеза). При одновременном внесении
органических кислот в начале стационарной фазьі роста в концентрации
0,1 % количество синтезированньіх ПАВ возрастало на 40--45% в срав-
нении с культивированием на среде без фумарата и цитрата. Внесение
органических кис.кот как в среду для получения восевного материала, так
и для биосинтеза ПАВ не сопровождалось увеличением синтеза ПАВ.

Ключе вьїе слова : поверхностно-активньіе вещества, Лоссгґйlй
басс!/гlі К-8, глицерин, цитрат, фумарат.
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І{ фа$ Іпуе$€ідаіед {Ье ро$$іьііі+у оГ Іп€еп$іїісаііоп оі {Ье $уп+Ье$і$
ої $иґїасе-асі:іуе $иЬ$і:апсе$ ($А$) оГ .Мосаґйіф масс!/г!! К 8 0п діусеґоі
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асіа$ (Їитаґаіе -- {Ье рґесиґ$оґ ої діисопеоєепе$і$). ТЬе $ітиі+апеои$
аддіііоп ої ог8апіс асі'І$ іп сопсепігаііоп ої 0.1% а+ {Ье ЬеВіппіп8 ої
$іаііопаґу дгофІЬ рЬа$е Іесl 10 40--45% Іпсґеа$е ої +Ье $А$ (Іиап+і(у іп
єотраґі$оп Єо +Ье Вгоф+Ь оп ІЬе те(ііит фіІЬои{ єіігаіе апД Іитага€е.
ТЬе ад(іі+іоп ої ог8апіс асід$ ЬоЄЬ іп+о і:Ье тедіит арроіпіед їог ргераг-
іпд оГ {Ье іпосиіит апд Гог Ьіо$упІ:Ье$і$ ої $А$ ді(іп'+ геsиІІ іп Іпегеа$е
ої $А$ сопсеп€ґаііоп.
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