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ДЕЯКІ ЗАКОНОМІРНОСТІ СИНТЕЗУ
ПОВЕРХНЕВО.АКТИВНИХ РЕЧОВИН ЗА УМОВ

КУЛЬТИВУВАННЯ ДЛОДОСОССИ$ ЕДУТНЛОРОД/$
ІМВ АС.5017 НА СУМІші РОСТОВИХ СУБСТРАТІВ

Досліджено можливість використання суміші рост08их субстрйті8
(гексадекан, гліцерин, етанол) для Інтенсифікаці{ синтезу п08ерхнево-
сіктивних речовин (ПАР) НЬо(іососсц$ еґуlЬгороіі$ ІМВ Ас-5017. По-
казано, що за умов росту даного штаму на суміші е+гергети'гно над-
д'ди.'дового (гексадекан) і енерге"іцчно дефіццтни,с (етанол, гліцерин)
субстраті8 показники синтезу ПАР були у 1,5--2 рази вищими, ніж
на відповідних моносубстратах. Встановлено залежність синтезу
ПАР Н. егуlЬгороіі$ ІМВ Ас-5017 від способу підготовки інакуляту і
концентрації моносубстратів у суміші. Одержані дані є основою для
розробки тшснодогії отримання ПАР культи8уванкям К. егуlЬгороіі$ ІМВ
Ас-5017 на суміші енергетідчно нері8ноІ4 нкїгх роспго8их субстратів.

Кл ю ц о в і сл ов а : поверхнево-активні ре'говцни, РЬо(їососси$ еїуІ+ггороіі$
ІМВ Ас-5017, змішані росто8і субстрати, культи8уізання, біосинтез.

У наших попередніх дослідженнях було встановлено можливість Інтен-
сифікації синтезу мікробного екзополісахариду етаполану ЛсгпеҐо&ас вґ
$р. ІМВ В 7005 на суміші субстратів [5l, а також метаболітів з поверхнево-
активними та емульгувальними властивостями за умов росту Лс /гвҐоЬас/вґ
са/сосгсв с гз К-4 на суміші енергетично надлишкового гексадекану і енер'
гетично дефіцитних гліцерину, глюкози, етанолу l4l. У ході досліджень
було показано залежність ефективності біосинтезу ПАР від природи
джерела картону в середовищі для одержання інокуляту та концентрації
субстратів у суміші l4].

Дотепер у літературі є небагато повідомлень про використання
змішаних субстратів для синтезу поверхнево-активних речовин [7--9l.
Слід зазначити, що у цих роботах досліджували власне не культивуван-
ня продуцентів на суміші субстратів, а ефект від внесення вторичного
джерела карбону у середовище для Інтенсифікації процесів біосинтезу
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ПАР l7--9]. Так, у разі внесення додаткового гідрофобного субстрату
(олеїнова кислота) у процесі вирощування продуцентів софороліпідів
Сапй йа Ьотбісо/а на середовищі з глюкозою спостерігали підвищення
синтезу цих поверхнево-активних гліколіпідів до ЗЗ г/л l9), Додавання
І % оливковое олії під час культивування Вґви &ас вґ ігт сгиґвігт М$АІЗ
на мелясі супроводжувалося збільшенням показників утворення бреві-
фактину на 33--47% порівняно з культивуванням штаму на середовищі
без олії l8l, а вирощування Са/гдlйа /!ро/ггдса ИСР0988 на суміші олії
каноли (Іо%) та глюкози (Іо%) дало змогу підвищити концентрацію
єинтезованих софороліпідів до 8 г/л l7l.

Штам Л/гойососси$ вґ#{/гґоро/і$ ІМВ Ас-5017, 13ольований нами із за-
бруднених нафтою зразків грунту, синтезує поверхнево-активні речовини
за умов росту на гідрофільних (етанол, глюкоза) і гідрофобних (гексаде-
кан) субстратах l2l. Синтезовані ПАР є комплексом гліко', фосфо і ней
тральних ліпідів, а гліколіпіди представлені трегалозоміколатами l2l.

Оптимізація умов культивування Р. еґдҐ/гґоро/г$ ІМВ Ас-5017 дала
змогу підвищити показники синтезу ПАР у три рази l2], а дослідження
особливостей метаболізму Р. вґВ /гґоро/іs ІМВ Ас 5017 IЗl -- класифіку-
вати етанол як енергетично дефіцитний субстрат. Згідно енергетичної
класифікації субстратів кабеля lбl гексадекан є енергетично надлишко-
вим, а гліцерин -- енергетично дефіцитним субстратами.

Отже, метою даної роботи було дослідження можливості викорис'
тання суміші енергетично нерівноцінних субстратів (етанол + гліцерин,
гексадекан + гліцерин, гексадекан + етанол) для Інтенсифікації синтезу
поверхнево активних речовин В. вґдҐ/гґор0/!8 ІМВ Ас-5017.

Матеріали і методи
Об'єкт досліджень -- штам Л/20йососсиs вґ#{/гґоро/і$ ЕК- І , депоно-

ваний у Депозитарії мікроорганізмів Інституту мікробіологів і вірусології
НАНУ за номером ІМВ Ас-5017.

Культивування В. еґ#Ґ/гґоро/г$ ІМВ Ас.501 7 здійснювали на рідкому
мінеральному середовищі такого складу (г/л): МаМО, -- І ,З; МаСІ -- 1 ,0;
М.€$О4 7Н20 -- 0,Іl І\ііа2НРО4 -- 0,6l КН2РО4 -- 0,14; Г'е$О4 7 Н2О --
0,OІ; рН 6,8 7,0.

Як джерело карбону та енергії використовували моносубстрати (%,
об'ємна частка): гліцерин -- 0,94--2,05; }г-гексадекан -- 0,92--1 ,98; етанол --
1 , 1--2,2; а також суміш #г'гексадекану і гліцерину, н-гексадекану і етанолу,
етанолу і гліцерину в концентрації 0,5--1 ,0. Моно. і змішані субстрати,
які використані для культивування, були еквімолярні за карбоном.

Посівним матеріалом була культура Р. вґдҐ/гґоро/!$ ІМВ Ас-5017 в
експоненційній фазі росту, вирощена на рідкому середовищі наведеного
вище складу. Джерелами картону у середовищі для одержання інокуляту
були моносубстрати у концентрації 0,5%, а також суміш субстратів (по
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0,25% кожного з моносубстратів). Концентрація посівного матеріалу
( 10'--105 клітин/мл) становила 5% від об'єму середовища. Культивування
здійснювали в колбах об'умом 750 мл і3 100 мл середовища на качалці
(220 06/хв) упродовж 120 год при +28 'С.

Здатність до синтезу ПАР оцінювали за такими показниками l2і:
І ) поверхневий надяг (0.) визначали за допомогою напівавтоматичного

тензіометра ТРІС І.АУРА(Німеччина);
2) для оцінки кількісного вмісту ПАР у культуральній родині вико-

ристовували показник «умовної концентрації ПАР» (ПАР*, безрозмірні
одиниці). Цей показник визначали як ступінь розведення єупернатанту
культуральної родини в точці різкого збільшення поверхневого натягу
на графіку залежності а; від логарифму показника розведення. Абсциса
точки перетину дотичних до гілок кривоі вїдповїдае значению умовноі
концентрації ПАР;

З) Індекс емульгування(Е2,,% ). Для визначення емульгувальної здат-
ності до 2 мл культуральної родини додавали 2 мл субстрату для емульгу-
вання та струшували упродовж 2 хв. Вимірювання Індексу емульгування
проводили через 24 год як величину відношення висоти шару емульсії до
загальної висоти родини в пробірці і виражали у відсотках. Як субстрат
для емульгування використовували соняшникову олію.

Усі досліди проводили у З повторах, кількість паралельних визначень
в експериментах становила 3--5. Статистичну обробку експерименталь-
них даних здійснювали за алгоритмом, описаним у праці lіl. Відмінності
середніх показників вважали достовірними на рівні значимости р<0,05.

Результати та І'х обговорення
На першому етапі досліджували вплив способу підготовки посівного

матеріалу на синтез ПАР під час росту В. вґ#і/гґоро/і$ ІМВ Ас-5017 на
суміші енергетично нерівноцінних субстратів (табл. І). Як основні кри-
терій для оцінки синтезу ПАР використовували показник умовної кон-
центрації ПАРа та Індекс емульгування Е:., % (див. Матеріали і методи),
оскільки відомо, що більшість мікроорганізмів одночасно синтезують
метаболіти як з поверхнево-активними, так і емульгувальними власти-
востями. комплекс яких має значний практичний потенціал. Раніше було
показано, що Р. вґдҐ/гґоро/і$ ІМВ Ас-5017 також утворює метаболіти
такої комплексної дії l2І.

Як видно з наведених у таба. І даних, показники синтезу ПАР на
змішаних субстратах залежать від природи джерела картону у серед-
овищі для одержання інокуляту, однак Індекс емульгування Е24 при
цьому змінювався незначно. Так, за використання посівного матеріалу,
вирощеного на гексадекані, умовна концентрація ПАР під час культиву'
вання досліджуваних бактерію на суміші гекєадекану і гліцерину була у
1,6--1,8 рази вищою, ніж на відповідних моносубстратах. Водночас най-
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вищі показники синтезу ПАР на суміші етанолу і гліцерину, гексадекану
й етанолу (у 1,2--1,6 рази вищі порівняно з такими на моносубстратах)
спостерігали у разі застосування інокуляту, вирощеного на відповідних
змішаних субстратах(таба. І).

Таблиця І

Вплив способу підготовки посівного матеріалу на синтез
ПАР .Р. еґ#ҐЛгора/і8 ІМВ Ас-5017 при рості на суміші субстратів

ТаЬІе І

ЕЇіесі о+ іпосиlит рі'ерага+іоп оп іГіе $А$ $ул+Ііе$і$ оі Д. вґ##Лгоро/і$
ІМВ Ас 5017 Дигіпд +Ье дгоуІЬ оп +ііе тіх+иге оі $иЬ$+га+е$

МІкробҐодогія І біотєхнологія .М //20/2 (іі$l)

Джерело карбону у
середовищі для біосинтезу

ПАР

Джерело картону у
середовищі для опер'

жання інокуляту

Показники синтезу ПАР

ПАРа Е24, %

Гексадекан,0,5% +
г"'цер««, 0,5%

Гексадекан. 0,5% 3,85 й 0, 19 45 3: 2

Гліцерин, 0,5% 3.36 в 0, 17 50 д 2

Гексадекан,0,25% +
гліцерин ,0,25 % 3 ,55:Е0,18 51:Е2

Гексадекан. 0,99% Гексадекан, 0,5% 3 ,30:Ш, 17 38 2

Гліцерин, 1,02% Гліцерин, 0,5% 2,3:Ш,І І 49і2

Гліцерин, 0,5% +
етанол, 0,5%

Гліцер«н, 0,5% 3.1 0:Е0, 17 49е2

Етанол, 0,5% З ,Зов0 ,16 51:Е2

Гліцерин,0,25% +
етанол,0,25% 3,40в0, 17 51й2

Гліцерин, 0,94% Гліцерин, 0,5% 2,10Д0,І І 49в2

Етанол, І,І% Етанол, 0,5 % 2 ,80ї0 ,14 48ї2

Гексадекан,0,5% +
етанол, 0,5%

Гексадекан, 0,5% 3,57=!Ю, 1 8 44Ї2

Етанол, 0,5% 3,50:Е0, 17 46&2

Гексадекан,0,25% +
етанол, 0,25% 3 ,60е0, 1 8 47е2

Гексадекан, 0,92% Гексадекан, 0,5% 3, 10д0,16 32:Е2

Етанол, І,І% Етанол, 0,5% 2 ,80е0, 14 43і:2
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Відомо, що за використання двох енергетично дефіцитних субстра-
тів ефект «допоміжного» субстрату може мати місце, лише якщо вони
аєимілюються одночасно l5]. Так, на відміну від комбінації гліцерину з
етанолом, за використання суміші гліцерину та глюкози стимулювального
ефекту на синтез поверхнево-активних речовин не спостерігали: показ-
ник ПАРа для усіх варіантів із сумішшю субєтратів був нижчий, ніж на
моносубстраті -- глюкозі (дані не наведено).

Загалом значення умовної концентрації поверхнево-активних речовин
та Індексу емульгування, одержані за умов росту В. вґ#Ґ/гґоро/і$ ІМВ
Ас-5017 на змішаних субстратах, свідчать про більш повне пере'гворення
картону обох субстратів саме у цільовий продукт.

Наступним етапом робоги було дослідження залежності синтезу ПАР
.Р. вґ#{/гґоро/!$ ІМВ Ас.5017 від концентрації моносубстратів у суміші
(табл. 2). У цих експериментах використовували інокулят, вирощений
на середовищі зі встановленим оптимальним джерелом карбону (див.
таба. І). Використання вищих концентрацій субстратів у суміші також
приводило до збільшення у 1,1--1,7 рази умовної концентрації ПАР по-
рівняно з вирощуванням Р. вґ#Ґ/гґоро/г8 ІМВ Ас.5017 на відповідних
моносубстратах (таба. 2). Проте підвищення концентрацій моносубстра-
тів у суміші практично не впливала на значення Індексу емульгування
культуральної родини(таба. 1--2).

Таблиця 2

Синтез ПАР &. егу/ЛІ'оро/ї8 ІМВ Ас-5017 на сумішах гексадекану ( І %),
гліцерину (І%) і етанолу ( І %)

ТаЬІе 2
$А$ $упІГіе$і$ о+ Д. вгдҐйгоро/іs ІМВ Ас-5017 оп ІЬе тіх+иге$ ої Ьехадесапе
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(І%), ВІусегоі(І%) апд е+Ьапоі(І%)

Субстрат
Показники синтезу ПАР

ПАРа Е24, %

Гексадекан + гліцерин 4.20:д.21 533:2

Гексадекан, 1.98% 3 ,63д0,18 473:2

Гліцерин, 2,05% 2 ,45Й0, 12 49Ї2

Гліцерин + етанол 4,35:Е0,22 59Ї2

Гліцерин, 1,87% 2,403:0,12 49Ї2

Етанол, 2,2% 3 ,25Ї0. 16 46Ї2

Гексадекан + етанол 4,55Д0,23 48ї2

Гексадекан, 1,84% 3,53:!Д,16 44е2

Етанол. 2,2% 3 .25:Е0 .16 46Й2
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У табл. З наведено підсумкові дані щодо відносного збільшення (по-
рівняно з моносубстратами) показників синтезу ПАР у процесі культи-
вування бактерий на змішаних субстратах різної концентрації. Показник
ПАР* за використання вищих (по І %) концентрацій усіх досліджуваних
моносубстратів у суміші виявився на 4--21% більшим, ніж у процесі
культивування бактерий на змішаних субстратах нижчої концентрації (по
0,5% моносубстратів у суміші).

Аналіз даних таблиць І--З, свідчить про відсутність чіткої кореляції
між відносною зміною показників синтезу ПАР на змішаних і відповідних
моносубстратах різних концентрацій. Так, наприклад, у процесі культи'
вування штаму ІМВ Ас-5017 на суміші гексадекану (0,5%) і гліцерину
(0,5%) значення показника ПАР* становило 1 17 % від такого на моно-
єубстраті гексадекані, а за підвищення концентрацій субстратів у суміші
до 1,0% дещо зменшилося (до 110%, табл. З), При цьому абсолютне
значення ПАР* збільшувалося за підвищення концентрацій гексадека
ну і гліцерину у змішаному субстраті і становило 3,85 і 4,0 відповідно.
Аналогічна ситуація і з Індексом емульгування Е24 для деяких випадків
(наприклад, суміші гексадекану та гліцерину).

Таблиця З
Показники синтезу ПАР за умов росту Д- егlГ#/гґороҐі$ ІМВ Ас-5017 на моно- і

змішаних субстратах
ТаЬІе З

$А$ $уп+Ііе$і$ Іпдехе$ о+ Д. егд йгоро/і$ ІМВ Ас-5017 ипдег +Гіе дгоу+Іі
оїі того- апД тіхед $иЬ$іга+е$
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Коицентрація
моносубстратів у

суміші, %

Коицектрація моно
субстрату, %
( контроль )

ІІАР*, % від кон
тролю Е24, % від контролю

Гекєадекан. 0,5 +
гліцерин. 0,5

Гексадекан, 0,99 117д:6 118&5

Гліцерин, 1,02 } 67:Е8  
Гексадекан, 1 ,0 +
гліцерин, 1 ,0

Гекєадекан, 1.98 110Д6 І І ЗД6

Гліцерин, 2,04 171 :Е9 108д5

Гліцерин, 0,5 + ета-
кол, 0,5

Гліцерин , 0,89 1 60:Е8 104Ї5

Етанол. і . і4 121н:б 1 06д:5

Гліцерин, 1 .0 + ета-
нол, І,о

Гліцерин , 1,78 181 :Е9 120Й6

Етанол. 2.28 134Й7 128Й6

Гексадекан, 0,5 +
етанол. 0.5

Гексадекан. 0.92 } } беб і47&7

Етанол, І ,І 129Ї6 109Ї5

Гексадекан, 1 ,0 +
етанол. 1 .0

Гексадекан, 1 ,84 129еб 109Ї5

Етанол, 2,2 {40Й7 !04&5
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Отримані результати свідчать лро необхідність проведення подаль-
ших досліджень зї встановлення оптимальних умов синтезу поверхнево-
активних речовин на суміші енергетично нерівноцінних субстратів. При
цьому слід враховувати кілька моментов. По перше, можливе Інгібування
росту і синтезу ПАР високими концентраціями субстратів. По-друге,
необхідно визначити оптимальне для синтезу ПАР молярне співвідношен-
ня субстратів у суміші, що потребує встановлення шляхів метаболізму
відповідних субстратів та здійснення попередніх теоретичних розрахунків
енергетичних потреб цього процесу. По-третє, за зміни концентрацій мо-
ноєубстратів у суміші у середовищі змінюється співвідношення карбон/
нітроген, що значно впливає на процес утворення ПАР

Отже, у результаті проведеної роботи встановлено, що за умов росту
В. вґ#Ґ/гґоро/!$ ІМВ Ас-5017 на суміші енергетично нерівноцінних росто'
вих субстратів (гексадекан + гліцерин, гліцерин + етанол, гексадекан +
етанол) показники синтезу поверхнево-активних речовин підвищуються
у 1,5--2 рази порівняно з культивуванням бактерий на відповідних моно-
субстратах. Встановлено залежність синтезу ПАР на суміші ростових
субстратів від природи джерела карбону у середовищі для одержання
інокуляту і концентрації єубстратів у суміші.
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НЕКОТОРЬІЕ ЗАКОНОМЕРНОСТИ СИНТЕЗА ПОВЕРХНОСТНО.
АКТИВНЬІХ ВЕЩЕСТВ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ

ДН000СОССИ$ ЕДУТЛДОРОЕ/$ ИМВ АС 5017 НА СМЕСИ
РОСТОВЬІХ СУБСТРАТОВ

Реферат

Исследована возможность использования смеси ростовьіх суб-
єтратов (гексадекан, глицерин, зтанол) для интенсификация синтеза
поверхностно-активньіх веществ (ПАВ) Л/гойососсіг$ вґ#{/гґоро/і$ ИМВ
Ас 501 7. Показано, что при росте данного штамма на смеси знергетически
избьіточного (гексадекан) и знергетически дефицитньіх (зтанол, глице-
рин) субстратов показатели синтеза ПАВ бьіли в 1 ,5--2 раза вьїше, чем
на соответствующих моноєубстратах. Установлена зависимость синтеза
ПАВ .Р. вґдҐ/гґоро/іs ИМВ Ас-5017 от способа подготовки инокулята и
концентрации моносубстратов в смеси. Полученньіе данньіе являются
основой для разработки технологии получения ПАВ при культивирова-
нии Л. вґд//гґоро//s ИМВ Ас 501 7 на смеси знергетически неравноценньіх
ростовьіх субстратов.

Кл ючевьїе сл ова : поверхностно-активньіе вещества, Р/гойососсиs
вґд /гґоро/!s ИМВ Ас-5017, смешанньіе ростовьіе субстратьі, культиви-
рование, біосинтез.
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$+ґаіе$ (леха(Іесапе, ВІусеґоі, е+Ьапоі) +о Іпіеп$іїу І:Ье $упІЬе$і$ ої $игїасе-
ас+іуе $иЬ$іапсе$ ($А$) ої Л/гойососсгг$ вґдҐ/гґоро/!$ ІМВ Ас-501 7. 1і: жа$
$Ьофп +Ьаі ип(Іеґ сопдіііоп$ ої егои'+Ь оіl +Ьі$ рагіієиіаґ $ігаіп оп +Ье тіх-
Іиге ої епеґ8у ехсе$$ (Ьехадесапе) апд епеґву деіісіеп+ (еІЬапоі, діусегоі)
$иЬ$ігаіе$ $А$ $упІЬе$і$ ґа+е$ Іпєґеа$е(і іп 1 .5--2 іоід а$ сотраґед фіІЬ
дасі:еліа ВґофЇЬ оп ІЬе согґе$ропдіпВ топо$иЬ$l:ґаіе$. І+ и'а$ а$сегіаіпе(і
ІЬе (ІерепДепсе оГ $А$ $упЇЬе$і$ оі Л. вґдҐ/гґоро/і$ ІМВ Ає-5017 оп ІЬе
теІЬод ої іпосиіит рґераґаііоп ап(І сопсепЇґаііоп ої топо$иЬ$+га+е$ іп
+Ье тіх+иге. ТЬе дааа оЬ+аіпед аґе +Ье Ьа$і$ їог +Ье деуеіортеп{ ої {есЬ-
поіоєу ої рго(іис+іоп оГ ІЬе $А$ Ьу сиІ+іуаііоп ої $Їгаіп ІМВ Ас-5017 0п
ІЬе тіх+иґе ої епег8у ипедиаі дгофіЬ $иЬ$ігаіе$.
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