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З.СИЯНИЕ Си2* НА СИНТЕЗ ПОВЕРХIНОСТН.О.АКТИВПЪ.IХ
ВЕЩЕСТВ Л(:г!\И7ЮВЛС7ИД С ИСОЛСЕ7'7С[К

IМВ В-72.41 И ТОЮОСОССГlлЗ ЁИУ17ИIКОР(2ЕДЗ IМВ Ас.5017
Исс.шд08али синтш поверхностно-активньсх веществ (ПДВ) при кудьтишрованшд

ККосlосасси$ ет'уlИгороК$ 1\ТВ /{с-50 } 7 к Асlу\еlоЬасгег саКоасегlсй$ !»{В В- 724! на гидрофобных
(к-гексадекак, «жидкие парафины, подсодтlеч"ое масло) к ггlдро€Ь«дъньж(э«*анол) субстратж
в зтисшмостц от концентрш4ии (0,0}-- 0.5 мМ} и мшицта внесекидя е среду катиоков э,!еди.

Ь'стана«яено* чlпо добавление Сlг:' в экстго {енчиальной фазе роста штаммав IМВ В- 724!
}€ !МВ .4с-5ф{ 7 кв всех к€сдедуазЕьк субсlкража: Ё соцробожда!;кось !говьlмениел! усдовжой
коггценlкрацггк П.4В на 2$-- 140 % ко срабвению с покшатеlыми ка среде бв катмоков лгеда.
ЪЕаксих&адькая иктенсификация адк+цеза ПАВ А. саlсоасе!\сиз IЫВ ]3- 724] и К. егуlЬ?'ороЕl$
IМВ .4с-50l 7 кабдюдадс1сь при «}lесении Си2* б среду с ушебодородсти.

Побьгшение сгднпгеза Н.{В в присутствии катионов меди обус.ловлеко шх акт1жируюгцг&м
влияние.м на активность ткакггйраксид;!шы обои.{;( штампов, а также 4-к%трио-Х,Х-
д1сметшанм.мlк-завис1ьмой жкогодъдегггдрогеказы и фермекlтгов биосинтеза коверхгlостЕо-
актквных и дко- (фосфоенолуцгру8аш'сцктетаза) и ам1днолипио08(НАДа'-завищмая
шутаматдегидрогежаза) у Д. саlсоасе Ёсиз И4В В- 724!.

Ключевые слова: АсlгьйоЬасси' са1соасе{ сив {ДДВ В- 724!, &ЬоДосесси$ егуЙ}'ороlЁ$
{Д/4В .{с-50! 7: !& {теlгс}«Ьик{ ция биосинткези, ковер;жос пна-актквкь&е в€!щества, щжж дые
меп1аllлы, }<аэпионы меди,

Ранее мы сообщали о способности изолированных нами штаммов ЛЛойосо';сг/s
е/7/йгоро//л IМВ Ас-501 7 и Лс;1гв/оДас/ег са/офисе/!си$ IМВ В-7241 синтезировать
поверхностно-актшньге вещества (ПАВ) при культивировании на гидрофильш.ж и
гидрофобньж субстратах: н-гексадекан, жидкие парафины, этанол, глюкоза, гшще-
рин [ 1 , 3, 9]. В дальнейших исследованиях была показана возможность интенсифи-
кации синтеза ПАВ штаммами IМВ В-7241 и [МВ Ас-50 1 7 при внесении в среду
с этанолом (н-гексадеканом, глицерином) органических кислот [2, 5, Н], исполь-
зовании смешанных энергетически неравноценных ростовых субстратов [ 1 0, П] и
масштабировании процесса на ферментационное оборудование [8].

Установлено, что препаратьг ПАВ .П. в/7/Лгоро/!в IМВ Ас-50 1 7 и .4. сл/соасв//са
т€В В-724 1 повышают степень деструкиии нефтяньгх загрязнений в воде и почве
[4], а также обладают антимикробными свойствами [6, 7].

l'Тз литературы известно, що микробные поверхностью-акгивжю вещей'гва (раь;-
[юлlшгды, софоролипиды, липопептиды) характеризуются также способностью
к образованию стабильные комплексов с тяясельши токсичными металлами (АI''
2р2' , Ре {ВI' , Са:', Соз'. Т«2+ Ь4пг*, Мп2+, К.*, Сиг+, РЬ2+, Са2+), благодаря чему за1ди-
мают юлетка{ аро,цуцежта от их действиlя, а также могут использоваться в нрlзродо-
охраннгзих технологиях для удаления металлов [ 16, 1 8, 20, 2 1 , 26].

ТДель данной работы -- исследовать рост и синтез ПАВ при культивировании
Л. вц;//1/'0ро/!s IМВ Ас-50 l 7 и Л. с'й/.1'0йсвг/с2/ IМВ В-724 1 на средах с различными
сточни имl{ углерода в врисутствиl{ хатионов меди.
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Материамй и методы. Объекты 1тссзедования -- штаммы ,4. са/соусе//сиз К.4 и
Л. вр7гЛ7оро7Ж ЭК-1 , зарегистрированные в :Цепозитарии микроорганизмов ИнстиЧ'-
та микробиологии и вирусологии НАН ИФалны под номерами ТМВ В-724] и IМIВ
А€-5Ф ] 7 соо'гветствежжо.

Л. еф,/Агоро/Д ГМВ Ас-50 17 вьфапшва:ш на жцдщой минеральной среде следу-
ющего состава (г/л): ЫаlЧ0, -- 1.З, ЫаС1 -- 1.0. Ха.НРО. 12Н:0 -- 0,6, КН:РО. -- 0,1 4,
МВ$0.7Н:0 -- 0, Ц Ге$0.7Н:0 -- 0,001 . волю ;шстпл;пфованная -- до 1 л. рН 6,8'-7,0.

,4. са/вовсе//спз IМВ В-724 1 купвтивпрова;ш на среде такого же состава за исклю-
чением источника азота: вместо Нано: в сре;ц' вносши ФШ,):СО в концентрации
0,35 г/л. В среду также дополнительно вносит дро,юкевой автолизат -- 0,5 %(по
объему) и раствор микроэлементов -- 0, 1 е/о (по объему [З]).

В качестве источника углерода и энергии использовали этанол, н-т'ексадекан,
жидкие парафины (С..-С.:), а также подсолнечное масло в концентрации 2 % (по
объему). При кулътивировании Л. е/7/Агоро//ЛМВ Ас-5017 на среде с подсолнечжгм
маслом в среду дополнительно вносили 0, ] % ттпокозы.

В начале процесса культивирования, в экспоненциальной и ста1щонарной фазе
роста штамъгой IМВ В-724] и IМВ Ас-501 7 в среду вносили Си2' (0,01-0.5 мМ) в
виде 1 М раствора Си$0.5Н:О

В процессе культивирования ,4. св/соасепсдs IМВ В-724 1 рН поддерживали на
уровне 7,0 периодическим подщелачиванием 1 н раствором КОН.

Посевной материал -- культура из середины экспоненциальной(48--60 ч) или ста-
ционарной ( 1 20 ч) фазы роста, выраженная на средах указанного вьгше состава в
присутствии или отсутствии Си2+. В качестве источника углерода и энергии при по-
лучении инокулята испожздвМи этанол-, н-гексадекан, жидкие парафиюг (0,5 % по
объему) или гпюкозу (0.5 %).

Колшество инокулята -- 5 % от объема засеваемой среды(1 0'-- 1 05 клеток/мл). КУ'ль-
.ТМироваЁте осуществляли в 750 ьгл колбах со 1 00 мл среды на качалке (320 об/мин)
при 30 'С в течение 24-120 ч.

Показатели роста и синтеза ПАВ -- концентрация биомассы, поверхностное на-
тяжение (0.) свободной от клеток культуральной жидкости, условная контцентрация
ПАВ (ПАВ*, безразмерная величта), тдекс эмульгироватя кульгуральной жид-
кости (Е24, %) определяли. как отlсано в наших предьгдущих работах [ 1--3, 5, 9--1 1].

Для полу:гения бесклеточнтьж экстрак'гов кулътуральную жид:кость, полученну10
после .вьфащивания Л. са/сопке/!сиЛМВ В-724 1 и Л. вру/Лгоро/& IМВ Ас-501 7 в жтщ-
кой минеральной среде с этаКолом, цеlттрифугировали (4000 &, 1 5 мин, 4 'С). Осадок
клеток двшкды отмьгвали от остатков средьг 0,05 М К*-фосфатньм буфером (рН 7,0),
центрифугируя (4000 8, 15 мин. 4 'С). Отмытые клетки ресуспендировали в 0,05 М
К'-фосфатном буфера (рН 7,0) и разрушали ультразвуком (22 кГц) З раза по 40- 60 с
при 4 'С на аппарате УЗДН- [ Дезинтеграт центрифугировали (1 2000 €, 30 мин, 4 'С),
осадок отбрасывали, надосадочную жидкость использовали в качестве бесклеточно-
го экстракта.

](упьгуралтьную жидкость, получеш1ую после вьфащивания Л. сд/соль'в/;сиуЕМВ
В.724 1 и Д. вр7/Ар'оро/!$ [МВ Ас-50 1 7 в )кидкой минеральной среде с н-гексадеканом,
обрабатйЁали гексаном для удалеы1я остатков н-гексадекана. после -того отделили
меа'ки .бактерий фильтрованиет.{ гю.ц вакуумом на воронке Бюкнера. Осадок юге-
ток на бумюктй)м фт1ьтре последовательно(под вакуумом) промывали гексаном и
0,05 М ]/~*.фдсфатнь»1 буфером, рН 7,0. Отмытые клетки суспендировали в 0,05 М К*-
фос(Ьатном буфете. рН 7,0, после чего разрушали улътразвуком, как описано выше

АктивЕгость алкангидроксмазы (КФ 1 . 1 4. 15 .3). никотикопротеиновой (НАД(Ф) 1'1-

соиержащей) .алкогольлегидрдгеназы (КФ [ ] .99.36) гщ'тахта'1'дегидрогеназы (КФ
1 .4. [2) и фосфоенолпируват(ФЕП)-силтетазьт 0КФ 2.7.9.2) аналгвировалт согласно
Е2, 5, lO, l 1]. При исследовании влияния к1ггионов меди на активность ферментов
в реакционную смесь вносилти 0,0Ц 0,05 и 0,1 мМ Сиг' в виде 5 %-ною раствора
Си$0.'5НДО
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ВПЛИВ Си2* НА СИНIТЕЗ ПОВЕРХНЕВО-АКТИIВНИХ РЕЧОВИIНl
.4С/#Е70ВЛС7:ЕЖ СИЕС0Л(Т77С[П IМВ В-7241 1 Д170д0С0СС{В

ЁЖУ7:Н.ВО/'ОЕ]З IМВ Ае.5017

Резюме
ДосЫджува.гм синтез поверхнево-активных речовин (ИТАР) за умов росту дйойосос-

с:ш т7//ггоро/is 1»[В Ас.50 17 1 ,4сlлв/оДас1вг са/соасв/!си.я IМВ В.7241 на гlдрофобних
(н-гексщекан, рйй парафми. соняшникова оМя) { г1дроф1льних(етанол) субстратах залежио
Ыд конце1{трацН (0,0]--0,5 мМ) та момент внесення у середовище кат1оlйв Мд1.

Встановлено, що добавл€эння Си2+ в експоненцlйнМ фаза росту штамlв IМВ В-724 1 та
Д&lВ Ас-501 7 на всех досЫджуваних субстратах супроводжувалося п1двищенням умовноТ
1{онцентрацlТ ПАР на 25--140 % пор1вняно з показниками на середовищ1 без кат1оМв туДд].

Ь4аксималыт lнтенси(IЯкайя ст1тезу ПАР .4. са/спас-е !с;гш IЮIВ В-7241 та Л. ег7/йгоро//у IМВ
Ас-501 7 спостерlгалася у раза внесения Си:* у середовище з вугпеводнями.

П1двищення синтезу ПАР за присутност] кат1он1в м1д1 зумовлене & актив)'ючим впли-
вом на активнКть &лкангlдрокси.мази обох штам1в, а також 4-н1трозо-Ы,Ы-диметилангл1н-
залежно1 алкогольдсгlдрогеназlг та фермеlзтlв бlосинтезу поверхнево вних гМко
(фосфоенолгllруват-синтетаза) та амМолlпМв (НАДа'-залежна глутаматдегйрогенюа) у
,4. сл/с'овса//шlз П/[В В.724 1

К л ю ч о в l с .л о в а: Лс/гге/обдс/е/. са/спас'в//сггу IМВ В-724t .Пйойососс74у е/7Гй'о-
ро//$ IМВ Ас-50 1 7, lнтенсиф1кац1я бК)синтезу, поверхнево'активно речовини, важк1 металл,
кэТ10ни м1д1

Т.Р. РГгоЗ:'',А.Ь. Конек :, Д.Е $о$!Кфпус$г :, Т.А. $Ь€ус1и&: , $.А. Рфр/гпуиК :

1 Ыагlок Иигуег$llу о/Горд ТесКуlоЕоВlе$. КуЬ
2аЬоlоlиу Ьжйlые оГМlс}.оЫо1о8у апД }"1гоlо8у, ЫаllопЫ ДсаДел1Э о/8сlепсе$ о/И»а{це, К)Ы

ВЕРЕ'СТ ОР Си а* ОЫ $УЫТНЕ$т$ ОР В10$1ЛГРАСТАЫТ$
ОР ,4С/Л©7ЮВЛС7УЖ С4ЕССИСЕ7:7С[И 1]\4У В-7241 АЫВ ДЛ000СОСС[И

ЕIДУ7:НIВОР01,ДЗ ТМУ Ае-501 7

$иттагу
$уМЬез1з оГ ЬlозиПасЕапБ ($игЕасе-асйуе $иЬ$Еалсе$. $А$) фа$ Ыуе$Еl$аЕеД ипдег [Ье сопсl1-

йоп$ о1' 8гофй о+' Вйойососсив в?7//каро/й [МУ Ас-5017 апД ,4сlпе/оЬас/вг сд/с-оас'е//сггв IМУ
В-7241 оп ЬудгорЬоыс (п-Ьехадесапе, НЧиlд рагаЗIПп$. $ипНофег оИ) апа ЬудгорМИс (е[Ьапо1)
sиЬ$lгаЕе$ дерепд1п8 оп сопсепкайоп (0.01-0.5 тЬ{) апа Ыте оt соррег сайоп$ ЦЕгоДисllоп Ы
йе теснит

К Ь еяаЬН$Ьед IЬа1 Си 2' аддшоп т [Ье ехропепйа] рЬа$е о[8тоугсЬ оt [Ье $кат$ IМУ В
апд IМУ Ас-5017 оп аП $Еийед $иЬ$!гаЕе$ фа$ ассотрапКД Ьу йс !псгеже оТ' сопуепllопа1 соп.
семгаllоп оГ $А$ Ьу 1-5] 40 % а$ сотрагеД фl1Ь ЕЬе ЬЙсе$ Ь [Ье тейит фlЕЬои1 соррег сайоп$.
Махlтит $упЕЬе$1$ lп(сп$МсаЫоп оГ $А$ о1' Л. са/соасег сггя IМУ В-7241 апд Л. е/7//р'про/18

IМ\р' Ас-501 7 фа$ оЬ$егуед т IЬе саже оГ Си а+ lп1годисйоп т Н1е тед1ит ълпЬ ЬудгосагЬоп$.
ТЬе lпсгеа1$е о1 $А$ $упЕЬе$1$ ]п ЕЬе рге$епсе оГ соррег саЕlоп$ l$ ДеЕегтйед Ьу Ле1г асйуа-

фl8 еГГес€ оп ас!!йЕУ о1' анапе Ьуагохуlа$е оГ [Ье ЬоlЬ 31гаЬз. аз феИ а$ 4.-пЬо$о-ТЧ.Ы-ДlтеЕЬЯ-
ап1Ипе-Дерепйепt аlсеЬо] ДеЬу&'о8епа$е апД епгуте$ о1' l)+о$)'пЕЬе$1$ аГ $ийасе асЫуе Ёlусо-
(рд1о$рЬоеп91ругиуа1е-$)п;Ье1а$е) апД атlпоНрН$ (ЫА1)Р+"-Дерепдет 8ЮЕатаЕе деЬудго8епа$е)
lп Л. са/соасел'сгг [МУ В-72.4 1.

1'Ье рарег !$ рге$епlед т Ки$ыап.
К е у и о г с1 $: -'К1/гггоЬас/в/. са/соли//снх 1), lv' В-724 l . Л;гойососст ер7йгр'оро/!в IМУ Ае5-

0 1 7, Й:!еп$МсаЫоп о1 l)lо$упЕЬе$1$. Ьlо$игЕасЕапЕ$. l1еауу те1аЬ. соррег еаНоп$.

IГ Ь е а и [ Ь о г'$ а Д д г е s $: Рt/'оЯ 7:Р, Масlопа] Ип1уег$йу оГ Гоод ]'есЫ1о1оВТе$: 68 Хдо

lодутl'г$Ка $t., КуЬ, 0 160 1,ИКгайе
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