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ИНТЕНСИФИКАЦИЯ СИНТЕЗА ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ 
ВЕЩЕСТВ NOCARDIA VACCINIIК-8 НА ТЕХНИЧЕСКОМ 

ГЛИЦЕРИНЕ 
Исследовали влияние компонентов технического глицерина (соли калия и натрия, этанол, метанол) 

- побочного продукта производства биодизеля на образование поверхностно-активных веществ (ПАВ) 
Nocardia vaccinii К-8, а также возможность интенсификации синтеза П.4В штаммом К-8 на техничес-
ком глицерине в присутствии предшественников биосинтеза (глюкоза, подсолнечное масло, органичес-
кие кислоты). 

Установлено, что внесение в среду с очищенным глицерином (1 %) хлорида калия (натрия) в кон-
центрации 2,5 % и этанола (метанола) в концентрации 0,3 % сопровождалось повышением условной 
концентрации ПАВ в 1,4—1,7раза по сравнению с показателями на среде без добавления солей и спиртов. 
При культивировании штамма К-8 на среде с техническим глицерином условная концентрация ПАВ 
была в 3 раза выше, чем на аналогичной среде с очищенным субстратам. Внесение в стационарной фазе 
роста N. vaccinii К-8 в среду с техническим глицерином (2,2 %), глюкозы (0,05 %), подсолнечного масла 
(0,05 %), фумарата и цитрата (0,1 %) сопровождалось увеличением количества синтезированных ПАВ 
на 17-44 % по сравнению с культивированием бактерий на среде без предшественников. 

Ключевые слова: бактерии рода Nocardia, поверхностно-активные вещества, интенсифи-
кация биосинтеза, отходы производства биодизеля, технический глицерин. 

Ранее [4] нами было установлено, что штамм Nocardia vaccinii К-8, изолированный из 
загрязненной нефтью почвы, синтезирует поверхностно-активные вещества при культиви-
ровании в среде с глицерином. С помощью однофакгорных экспериментов и математических 
методов планирования оптимизирован состав питательной среды, обеспечивающий макси-
мальные показатели синтеза ПАВ. 

В предыдущих исследованиях в качестве субстрата для выращивания штамма К-8 ис-
пользовали очищенный глицерин [4]. Однако отходами производства биодизеля является так 
называемая глицериновая фракция, или технический глицерин. Для получения биодизеля 
осуществляют переэтерификацию растительных масел (животных жиров) с метанолом или 
этанолом (на 1 т масла расходуется около 200 кг спирта) с использованием в качестве ката-
лизатора гидроксида натрия или калия [6]. В связи с этим технический глицерин содержит 
не более 60-80 % глицерина, а также соли калия (натрия), остатки жирних кислот, спиртов и 
воду [2, 6, 27]. Основной проблемой на сегодняшний день является получение микроорганиз-
мов-продуцентов практически ценных метаболитов, устойчивых к потенциальным ингибито-
рам, содержащимся в глицериновой фракции (метанол, натриевые и калиевые соли) [6]. 

Ранее нами было установлено, что одновременное внесение в среду с очищенным глице-
рином 0,1-0,2 % фумарата (предшественник глюконеогенеза) и 0,1-0,2 % цитрата (регулятор 
сингеза липидов) в начале стационарной фазы роста штамма К-8 сопровождалось повыше-
нием условной концентрации ПАВ на 40-45 % по сравнению с культивированием бактерий 
в среде без органических кислот [4]. Учитывая химический состав ПАВ N. vaccinii К-8 (ком-
плекс нейтральных, глико- и аминолипидов), предположили, что использование в качестве 
предшественников глюкозы и растительных масел также позволит интенсифицировать син-
тез поверхностно-активных веществ. 

Цель данной работы - исследовать возможность использования технического глицерина 
для синтеза поверхностно-активных веществ N. vaccinii К-8, а также возможность интен-
сификации синтеза ПАВ на этом субстрате в присутствии предшественников углеводной и 
липидной природы. 
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Материалы и методы. Культивирование N. vaccinii К-8 осуществляли в жидкой ми-
неральной среде следующего состава (г/л): NaN03 - 0,5; КН,Р0 4 - 0,1; MgS04*7H20 - 0.1; 
СаС12*2Н20 - 0,1: FeS04* 7Н20 - 0,001: рН 6.8-7.0. [4]. 

В качестве источника углерода и энергии использовали очищенный (>99,5 %) глицерин в 
концентрации 1,0 % (по объему). Для модификации среднего состава технического глицерина 
(табл. 1) в минеральную среду с очищенным глицерином вносили NaC! или КС1 в концент-
рации 2.5 %, а также метанол или этанол - 0.3 % (по объему). Такой субстрат далее в тексте 
называется «модифицированный глицерин». В качестве источника утлерода использовали 
также технический глицерин, являющийся отходом производства биодизеля (Запорожский 
биотопливный завод). Концентрация технического глицерина в среде культивирования со-
ставляла 2—10 % (по объему). При использовании технического глицерина в качестве суб-
страта его содержание в среде пересчитывали на эквимолярное по углероду концентрации 
очищенного глицерина, с учетом среднего содержания в глицериновой фракции (70 %). В од-
ном из вариантов в среду с очищенным глицерином вносили NaCl и КС1 в концентрации 
1-10 %. 

В начале процесса культивирования, в экспоненциальной и стационарной фазе роста 
штамма К-8 в среду с очищенным и техническим глицерином вносили глюкозу (0.01-0,5 %) 
или подсолнечное масло (0,01-0.5 % по объему). В одном из вариантов в начале стационар-
ной фазы роста N. vaccinii К-8 в среду вносили 0,1 % фумарата и 0,1 % цитрата. Органичес-
кие кислоты вносили в виде 10 %-ных растворов натриевых солей. 

Таблица 1 

Состав различных видов глицерина [2] 

Вид глицерина 

Содержание, мае. % 

Вид глицерина 
Глицерин Метанол 

(этанол) 
Ароматические 

соединения 

Соли 
(NaCl, KCl 

R-COONa и др.) 
Вода 

Технический 60-80 10-25 0-10 3-30 0-15 
Технический после 

предварительной очистки >80 <0,5 0-5 0-5 10-15 

Очищенный >99,5 -
Сульфатная зола 

не более 0,01 

В качестве посевного материала использовали культуру из экспоненциальной фазы роста, 
выращенную на среде указанного выше состава с 0.5 % глицерина (очищенного или техни-
ческого). Количество инокулята- 10 % от объема засеваемой среды (104-105 клеток/мл). 

Культивирование осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке 
(320 об/мин) при 30 °С в течение 168-240 ч. 

Биомассу определяли по оптической плотности клеточной суспензии с последующим 
пересчетом на сухую биомассу по калибровочному графику. Способность к синтезу ПАВ 
оценивали по таким показателям: поверхностное натяжение (а.) свободной от клеток куль-
туральной жидкости, условная концентрация ПАВ (ПАВ*, безразмерная величина), а также 

с количество синтезированных ПАВ (г/л), которые определяли, как описано нами ранее [19]. 
Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений в экс-

периментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных данных 
проводили по Накину [1 ]. Различия средних показателей считали достоверными при уровне 
значимости р<0,05. 

Результаты. На первом этапе исследовали влияние примесей, содержащихся в техничес-
ком глицерине (калиевые и натриевые соли, метанол, этанол), на рост N. vaccinii К-8 и синтез 
поверхностно-активных веществ 

В табл. 2 представлены данные по влиянию различных концентраций NaCl и KCl на 
синтез биомассы и ПАВ. Отметим, что даже в присутствии максимальной из исследованных 
концентраций NaCl (10 %) не наблюдали существенного ингибирования роста штамма К-8, 
а при концентрации 1-6 % этой соли и 1-10 % KCl отмечали повышение уровня биомассы 
(табл. 2). Внесение в среду с очищенным глицерином NaCl (1-4 %) и KCl (1-6 %) сопровож-
далось повышением синтеза ПАВ в 1.5-2 раза. 
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Таблица 2 
Рост и синтез ПАВ ШсагШа уассти К-8 в зависимости от содержания 

в среде катионов натрия и калия 

Соли Концентра-
ция, г/л 

а \ в * ПАВ*, % 
от контроля 

Биомаса, 
г/л 

Биомаса (г/л), 
% от контроля 

Контроль 0 2,0±0,10 - 0,8±0,04 -

1,0 3,9±0,20 195±10 1,4±0,07 175±9 
2,0 3,7±0,19 185±9 1,3±0,07 163±8 
3,0 3,2±0,16 160±8 1,4±0,07 175±9 
4,0 2,8±0,14 140±7 1,2±0,06 150±8 

NaCl 
5,0 2,3±0,12 115±6 1,1±0,06 138±7 

NaCl 
6,0 1,9±0,10 95±5 1,0±0,05 125±6 
7,0 1,5±0,08 75±4 0,8±0,04 95±5 
8,0 !,1±0,06 55±3 0,9±0,05 113±6 
9,0 0 0 0,7±0,04 88±4 

10,0 0 0 0,7±0,04 88±4 

1,0 3,8±0,19 190±9 1,0±0,05 125±6 
2,0 4,1 ±0,21 205±10 1,1±0,06 138±7 
3.0 4,3±0,22 215±11 1,1±0,06 138±7 
4,0 3,7±0,19 185±9 1,2±0,06 150±8 

KCl 
5,0 3,4±0,17 170±8 1,2±0,06 150±8 

KCl 
6,0 3,0±0,15 150±7 1,1±0,06 138±7 
7,0 2,4±0,12 120±6 0,9±0,05 113±6 
8,0 2,3±0,12 115±6 1,0±0,05 125±8 
9,0 . . . . 1,8±0,09 90±5 0,9±0,05 113±6 

10,0 1,4±0,07 70±4 0,9±0,05 113±6 
Примечания. Табл. 2-4, 6-8 - длительность культивирования- 168 ч. Контроль (100%)-показатели 
на среде без NaCl и KCl. 

Критическими для образования ПАВ оказались концентрации хлорида натрия и калия 
7-8 и 10 % соответственно (табл. 2). В таких условиях наблюдали снижение условной кон-
центрации ПАВ в 1,3-2 раза по сравнению с показателями на среде, не содержащей NaCl и 
KCl. 

В последующих экспериментах исследовали возможность использования неочищенного 
глицерина в качестве субстрата для получения ПАВ /V. vaccinii К-8. Для этого моделирова-
ли средний состав глицериновой фракции по количеству остаточных спиртов (метанол или 
этанол) и хлоридов натрия или калия (см. раздел «Материалы и методы»). Показатели син-
теза ПАВ на модифицированном глицерине представлены в табл. 3. Полученные результаты 
свидетельствуют о том, что при наличии в среде с очищенным глицерином как спиртов, так 
и хлоридов не наблюдается ингибирования роста штамма К-8 и синтеза ПАВ. Более того, 
культивирование N. vaccinii К-8 на таком модифицированном глицерине сопровождалось по-
вышением условной концентрации ПАВ на 44—68 % по сравнению с показателями на среде 
без спиртов и хлоридов (табл. 3). 

В дальнейших експериментах была установлена возможность роста и синтеза ПАВ 
N. vaccinii К-8 не только на модифицированной глицериновой фракци, но и на техническом 
глицерине, полученном непосредственно от завода-производителя (табл. 4). Как видно из 
представленных в табл. 4 данных, условная концентрация ПАВ при культивировании штам-
ма К-8 на техническом глицерине была в 1.7 и 3 раза выше, чем на модифицированном и 
очищенном соответственно. 

В табл. 5 представлены данные по синтезу ПАВ при выращивании N. vaccinii К-8 на среде 
с различными концентрациями технического глицерина. Максимальная концентрация ПАВ 
(4,24-4,78 г/л) наблюдалась при культивировании штамма К-8 на среде, содержащей 4 % суб-
страта. причем с увеличением длительности процесса количество синтезированных поверх-



ностно-активных веществ повышалось незначительно. Отметим, что даже при концентрации 
технического глицерина в среде 10 % не наблюдали ингибирования роста бактерий: уровень 
биомассы во всех вариантах составлял 0,7-0,8 г/л и не отличался от такового на среде с 1 % 
очищенного глицерина. В то же время повышение концентрации технического глицерина в 
среде сопровождалось снижением синтеза ГХАВ (табл. 5). 

Таблица 3 
Синтез П А В N. vaccinii К - 8 на модифицированном глицерине 

Спирт, % Хлориды, % ПА.В* ПАВ*, % от контроля 

0 0 2,5±0,12 -

0 
KCl, 2,5 3,9±0,19 156±8 

0 
NaCl, 2,5 3,2±0,16 128±6 

Метанол, 0,3 
KCl, 2,5 3,7±0,18 148±7 

Метанол, 0,3 
NaCl, 2,5 4,2±0,21 168±8 

Этанол, 0,3 
KCl, 2,5 4,0±0,20 160±8 

Этанол, 0,3 
NaCl, 2,5 3,6±0,18 144±7 

Примечание. Контроль (100 %) - показатели на среде без спиртов, NaCl и KCl. 

Таблица 4 

Синтез ПАВ при культивировании N. уассіпіі К-8 

на среде с различными видами глицерина 

Глицерин ПАВ* ПАВ*, % от контроля 

Очищенный (контроль) 2,5±0,13 -

Модифицированный 4,2±0,21 168±8 

Технический (отход производства биодизеля) 7,б±0,38 304±15 

Примечания: Контроль (100 %) - показатели синтеза на очищенном глицерине (1 %). Различные 
виды глицерина эквимолярны по углероду. Модифицированный глицерин: очищенный глицерин 
+ 2,5 % ЫаС1 + 0,3 % метанола. 

Таблица 5 

Влияние различных концентраций технического глицерина 

в среде культивирования N. уассти К-8 на синтез П А В 
Концентрация глицерина, 

% по объему 
Длительность 

культивирования, ч 
ПАВ, г/л 

2 
168 3,40±0,17 

2 
240 3,28±0,16 

4 
168 4,24±0,21 

4 
240 4,78±0,23 

6 
168 2,96±0,14 

6 
240 3,00±0,15 

8 
168 1,80±0,09 

8 
240 1,64±0,08 

10 
168 1,52±0,07 

10 
240 1,38±0,06 

Примечание. Концентрация биомассы во всех вариантах составляла 0,7-0.8 г/л. 

Следующий этап был посвящен исследованию синтеза ПАВ N. \>ассіпіі К-8 на глице-
ринсодержащей среде в присутствии предшественников углеводной (глюкоза) и липидной 
(подсолнечное масло) природы (табл. 6 и 7). В данных экспериментах в качестве ростового 
субстрата использовали очищенный глицерин. Как видно из представленных в табл. 6 и 7 
данных, максимальная интенсификация синтеза ПАВ наблюдалась при добавлении глюкозы 
и подсолнечного масла в концентрации 0,05 % в стационарной фазе роста штамма К-8. В та-
ких условиях культивирования концентрация синтезированных ІІАВ повышалась на 62-65 % 
по сравнению с показателями на среде без предшественников. 
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