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С4ЕС0Л (И77С[Н К-4
Встаномеио. що під час культиву8ання АсіиеlоЬасіег саісоасеlісиз К.4 на середовищі з етанояам

«кожною показники синтезу воверхкевечктц$нмоє речоеик* акт двн сть фосфоеими ?у ат€ФЕЙ)-
карбокси&$іазі4 {феиденту анаиіlіерсжичко} реал%ії, іце фунт%існує у мікроорганізмів за умов росту на
8ужеводнш субсгррамж}. а такюс ферментів люкс"еегенезу(ФЄП-шнтемщи і ФЕП-карбекшкінази)
були у ],5-3 рази еищшіи гор еняне з викорисіпанням нітратного джерела азотного живлення.

Обговорюється фізіодогічна роль ФЕП-карбоксшази у проІ4есі в дрощування А. саісоасе{ сиз К-4 ка
середовгіщі з етанмам і сечовкною як спосіб знешкодження вугяекимаго газу. утворюваного в уреазній
реакції. ще в стаю чергу суправодзгсується п дегдщеннпм у кдіти} ах бактерію піду С.-дикарбоноізиес
кихот. посуд;іенням глюконеогенезу і збільіиенням сіднтезу 7говерхнево аківиенги тіколіпідіе.

Ключові мова: 4сіігеlоЬасlег саlсоасеlіси$ К-4. поверхнева-активні ре'новини, етанод, сечовїгна,
фосфоенодпіруваткарбокстазф. аномеротмчні реакції. глюконеогенез.

Штам .4в//геґоЬас/вг са/сосгсв ісгґу К-4, 13ольований нами із забруднених на(1)тою зразків
грунту, за умов росту на етанолі синтезує поверхнево-активні речовини (ПАР), які за хімічною
природою є комніїексом гліко-, аміно і нейтральних ліпідів [5, 7]. Попередні доєдЬжеріжя були
спрямовані на встановлення умов кудьтивуванжя гіродуцента, жо забезпечує«'ь максимальні
показники синтезу ПАР, визначення можливого практичного використання препаратів ПАР
,4. са/вовсе /сгіу К-4 для очищення довкілля від нафти та продуктів іІ' переробки [7, 9, 10].

Дослідження особливостей С:-метаболізму Л. св/соасвґісиу К-4 [] 1] показало наявність
у штаму ферментів, не характерних для представників роду Лс;іпв/оЬас/вк До таких 4)ер-
ментів належать насамгіеред 4-нітрозо-Л.Лґ-діметиланілін-залежна алкоголь. і ацетальде-
гіддегідрогенази, піролохіиолінхіион-залежна ацетальдегі/Іцегідрогеназа, ДТФ-залежна
4)осфоенолпіруват(ФЕІІ)-карбоксикіназа і трегалозо(l)ос(l)атсинтша. Виявилось несподі-
ваним, що у процесі культивування Л. са/соасеґісиі К.4 на етанолі, незважаючи на наяв-
ність 4)ерментів гліоксилатного циклу, у клітинах бактерий було виявлено достатньо високу
(1600 нмольхв'і мг'' білку) єктивність ФЕП карбоксилази - (l)ерменту анаплеротичного шля-
ху, що забезпечує поповнення мулу С.-дикарбонових кислот за умов росту міі(роорганізмів на
вугвеводних субєтрат&х.

У наших попередніх працях [4, 6] було показано, що під час культивування Лс /ге оЬас еґ
$р. ІМВ В-7005 - продуцента екзополісахариду етаполану на етанолі і суміші ростових С:-'С..
субстратів спостерігається висока активность як (l)ерментів гліоксилатічого циклу, так піруват'
карбоксилази. Зазначимо, шо у процесі росту на вуглеводах піруваткарбоксилаза каталізує
анаплеротичну реакцію утворення оксалоацетату з пірувату, яка є незворотною [1 8]. До те-
перішнього часу в літературі є лише кілька повідомлень про здатність піруваткарбоксилази
здійснювати декарбоксилювання оксалоацетату [1 3, 2 1]. Цілком ймовірно, що за умов росту

.4сіпе/оЬас/еґ $р. ІМВ В 7005 на С:-субстратах піруваткарбоксилаза може брати участь в ут'
воренні пірувату (наряду з оксалоацетатдекарбоксилазною реакцією).

єктивність піруват' і ФЕП-карбоксилази реєєстрували під чає росту Со 7 еЬас/ег ит
Є/и/втісгіт на ацижіі22і, проте фіз одяг чна роль цих ферментів у разі вирощування керіне-
бактерій на С,-субд'роті залишається неві.дамою.

Мета данді роботи - визначення ролі ФЕП карбоксилази для росту і синтезу поверхнево'
активних речовин Л. са/соасе//сгїі К.4 на етанолі.

Мlатеріали і методи. ІІітам .4. са/вовсе/і'сгґв К-4 депонований у Депозитаріі' Інституту
мікробіології та вірусологія' НАН України за номером ІМВ В.724 1 .

Л. св/офисе/ сгія К-4 вирощували на рідкому мінеральному середовищі Мюнца [3] (г/л):

КМ0, -- 1 ,0; Масі -- 1 ,0; Ма2НРО. -- 0,6; КН2РО. -- 0,1 4; М8$О.х7Н:0 - 0, 1 , рН 6,8--7,0. В одно-
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му з варіантів нітрат калію у середовищі було замінені на еквімолярні за азотом концентра
МаМО,; МН.СІ; МН.МО, і (МН:):СО. Як джерело вуглецю і енергії використовували етано.
концентрації 1-2 % (об'ємна частка). Як поєівний матеріал використовували культуру з сеl

шини експоненційної (l)ази росту (48 год), вирощену на середовищі наведеною складу 3 0,5
ианолу Кількість інокуляту - 5 % від об'єму середовища (1 0'-1 05 клітин/мл). Культивуван
бактерий здійснювали в колбах об'ємом 750 мл і3 100 мл середовища на качалці (220 06/}

ври ЗО 'С упродовж 48-}20 !юд.
БІомасу визначали за оптичною густиною клітинноі суспензіі з наступним перерахунк

на суху вагу клітин за калібрувальним графіком. Здатність до синтезу ПАР оцінювми за і

ками показниками: поверхневий натяг (а.) вільної від клітин культуральноі родини, умов
концентрація ПАР (ПАРа), Індекс емульгування (Е:.) розбавленоі у 50 разів культураль}
рідний, які визначали як описано раніше {7]

Для одержання безклітинних екстрактів культуральну рідину, одержану після культиЕ
рання Л. са/соасвґ/сці К 4 на рідкому середовищі з етарlолом, центрифугувади(5000 8, 20 }
4 'С). Отриманий осад клітин двічі відмивали від залишків середовища 0,05 М К* (l)осфатні
бу(1)ером (рН 7,0), центри(1)угуючи (4000 8, 1 5 хв 4 'С). Відмиті клітини ресуспендували
0,05 М К*-фосфатному бу4)ері (рН 7,0) і руйнувати ультразвуком (22 кГц) З рази п0 40 с пі

4 'С на апарата УЗДН-І . Одержаний дезінтеграт центрифугували (1 2000 8, 30 хв, 4 'С), ос
відкіщжи, а иа,{!оса,каву рідину використовувжи як безклітижний екстраж.

Активністю Ізоцитратліази (КФ 4. 1.3. 1 ), ФЕП-карбоксилази (КФ 4. 1 . 1 .3 1), ФЕП-синтез
зи (КФ 2.7.9.2), ФЕП-карбоксикінази (КФ 4. 1.1.49) визначали як описано у праці [1 ]]. П
час дослідження впливу катіонів калію, натрію і амонію на активністю Ізоцитратліази і ФЕl
карбоксилази відмивання клітин, ультразвукову обробку і визначення активності 4)ермент
здійєжlовми у 0,05 М трио-фосфжжому буфера (рН 7,0). Концентрацій кагіожів у реакційж
суміші становила 25, 50 і 100 мМ. Кт'іони ВНосили у реакційну суміш у вигляді 20 %-ві
розчинів КСІ, Маса і МН.СІ.

єктивність ферментів виражали в нмоль одержаного за і хв продукту реакції у перер
хунку на І мг білка. Вміст білка у безклітинних екстрактах визначали за Вга(16оґд [1 6].

Активжість ферментів аналізували при 28-3е 'С -- темпержурі, оятима.яі,и й дяя реєм
,4. ссг/вовсе/!сия К.4.

Всі досліди проводили у трьох повторностях, кількість паралельних визначень в експерт
местах становила від трьох до п'яти. Статистичну обробку експериментальних даних здіі
снювали як описано у роботі [2]. Відмінності середніх показників вважали достовірними }
рівні значущості р<0,е5.

Результати та їх обговорення. У попередніх досліджерінях з оптимізаціі умов культу
вування Л. са/соасегlсия К-4 було встаномено, що найвища показники сия'тезу ПАР епоі
терігалиєя за використання як джерела азоту речовини [7]. Тому на першому етапі аналізи

вали активность (l)ерментів анагілеротичних шляхів за умов росту штаму К-4 на вихідном
середовищі Мюнца і модифікованому мами середовищі, 8 якому нітрап калію було замінен
на еквімолярну за азотом концентрацііо речовини (табл. І). Як видно з хзаведених у табл.
даних, аживнієть ізоцитржліази (ключовою ферменту гліоксиям'ногє} циклу) змищмас
гірактично на одному й тому самому рівні незалежно від природи джерела азотної живленн
у середовищі культивування Л. са/сосгс;е /сив К-4, у той час як активністю ФЕП карбоксилаз
підвищувалася у 2,5 рази за умов росту штаму К-4 на середовищі з сечовииою. Зазначим(
що збільшення активності ФЕП карбоксилази корелювало з підвищенням показників синтез
ПАР (таба. !). Так, пі,а чає кудьтивуізаиня штаму К-4 на моди( кованому нами середовищ
умовна концентрація ПАР була у 2, а Індекс емульгуваьігія розбавленоі у 50 разів культураль
ної рідина - у 1 ,5 рази вищими порівняно з вирощуванічям бактерію на вихідному середовищ
Г\4Іонца.

Ми припустили, що однією з причин зниження активності ФЕП-карбоксилази у процес
ісультивування Л. са/соасвґі'сиs К.4 на середовищі з КМО, може бути інгібування активной
цьою (1)ерменту катіонами калію. У зв'язку з цим на наступному етапі досліджували впли
одновалентних кміонів на активность ФЕП карбоксилази та Ізоцитратліази (таба. 2}. Опер
мані експериментальні результати не пщтвердили нашого припущення: за присутності до

Іл І' (І с} л г /) о/} ї ол/' ') д /
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