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МОДИФІКАЦІЯ МЕТОДУ КІЛЬКІСНОГО ВИЗНАЧЕННЯ 
ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН RHODOCOCCUS 
ERYTHROPOLIS ЕК-1

Модифіковано метод кількісного визначення поверхнево-активних речовин (ПАР), синтезованих 
Rhodococcuserythropolis Е К -1 в процесі культивування на гексадеканіта етанолі. Внесення 1М Н С І у класичну 
систем розчинників (хлороформ:метанол=2:1 ) дає змогу вилучати як неполярні, так і полярні ПАР ліпідної 
природи. Спостерігалося значне підвищення ефективності екстракції (збільшення вмісту визначуваних 
метаболітів на 3 0 -5 5 %  в порівнянні з класичною методикою). Висунуто гіпотезу про механізм д ії 
модифікованої системи розчинників, оптимізовано і обґрунтовано кількість стадій екстракції.
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Модиф ицирован метод количественного определения поверхностно-активных веществ (ПАВ) 
Rhodococcus erythropolis E K -1 в процессе культивирования на гексадекане и этаноле. Внесение 1М HCI в 
классическую систе му раствор ителей (хлороформ: метанол = 2:1 ) позволяет извлекать как полярные, таки 
неполярные ПАВ липидной природы. Наблюдали значительное увеличение ффективности экстракции 
(увеличение содержания определяемых метаболитов на 30 -5 5 %  по сравнению с классической методикой).

Выдвинута гипотеза про м еханизм  действия м одиф ицированной  системы растворителей, 
оптимизировано и обосновано количество стадый экстракции.

Ключевые слова: поверхностно-активные вещества, экстракция, система растворителей, 
Rhodococcus erythropolis, концентрация, целевой метаболит, полярные и неполярные липиды.

У продовж  о стан н іх  15-20 р о к ів  м ікробн і 
поверхнево-активні речовини (ПАР, біосурфак- 

танти) є об’єктом інтенсивних теоретичних і прик­
ладних досліджень, що зумовлено їх  унікальними 
ф ізико-хімічними властивостями [1]. Раніш е на 
кафедрі біотехнології мікробного синтезу із забруд­
нених нафтою зразків ґрунту та води було ізольо­
вано штам Rhodococcus erythropolis ЕК-1, який 
синтезує ПАР під час культивування на гідрофобних 
(гексадекан, рідкі парафіни) та гідрофільних (ета­
нол, глюкоза) субстратах. Встановлено, щ ой. eryth­
ropolis ЕК-1 синтезує комплекс полярних (трегалозо- 
6-ацилати, трегало-6-міколати, трегалозодіацилати; 
міколові кислоти, З-кето-2-алкіл жирні кислоти, 
триацилгліцероли) і неполярних (цетиловий спирт; 
метиловий ефір-н-пентадеканової кислоти) ліпідів
[2], а відомий метод Блайя і Дайєра [3], що застосо­
вується для виділення ПАР, дає змогу аналізувати 
кількісний вміст неполярних ліпідів. Відповідно, 
використовуючи класичну методику визначення 
концентрації ПАР, ми отримували занижені резуль­
тати, тому метою даної роботи стала модифікація 
системи розчинників, яка  дає змогу максимально 
повно вилучати як  полярні, так і неполярні ліпіди.

Основним об’єктом досліджень був штам Rhodo­
coccus erythropolis ЕК-1, депонований в Депозитарії
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Бактерії культивували на рідких мінеральних сере­
довищах такого складу (г/л): середовище 1, (KN03 -  
1,0; NaCl -  1,0; N a ,H P 04 -  0,6; КН „Р04 -  0 ,14; 
MgS04x7H20  -  ОД, FeS04x7H20  -  0 ,001,"pH 6,8 -  7,0) 
и середовище 2, (КН РО( -  6,8; NaOH -1 ,0 ; NH4N 03 -  
0,6; MgS04x7H20  -  0,4; CaCl2x2H20  -  0,1; FeS04x7H20  
-  0,001, pH 6,8-7,0). Як джерело вуглецю і енергії 
використовували етанол і гексадекан в концентрації 
2% (об’ємна частка).

Як інокулят використовували культуру із експо- 
ненційної фази росту, вирощену на рідких середо­
вищах 1 і 2, що містили 1% (об’ємна частка) гекса­
декану, етанолу. Кількість посівного матеріалу ста­
новила 5% від об’єму середовища.

Як попередники синтезу ПАР використовували 
цитрат натрію в концентрації 0,1-0,5%  і фумарат 
натрію в концентрації 0,1-0,3% . Цитрат натрію і 
фумарат натрію вносили в середовище у вигляді 
10% -X розчинів. Внесення попередників синтезу 
ПАР здійснювали на початку процесу культиву­
вання, а також при виході культури на стаціонарну 
фазу росту [4, 5].

Біомасу визначали за оптичною густиною кл і­
тинної суспензії з наступним перерахунком на абсо­
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лютно суху масу за калібрувальним графіком (у разі 
гомогенної суспензії) або ваговим методом (у разі 
утворення конгломератів клітин). При визначенні 
біомаси ваговим методом перед осадженням клітин 
проводили дворазове відмивання культуральної 
рідини гексаном для видалення залишкового гекса­
декану. Необхідність цієї операції зумовлена спів- 
осадженням частини гексадекану з клітинами, що 
завищує значення біомаси.

Культивування бактерій здійснювали в колбах 
об’ємом 750 мл з 200 мл середовища на качалці 
(320 об/хв) при 28—ЗО °С упродовж 24 -  168 год.

Здатність до синтезу ПАР оцінювали за такими 
показникам [1]:

1) поверхневий натяг (уа) вільної від клітин культу­
ральної рідини, що визначали за допомогою платинової 
або скляної пластини по методу Вільгельмі. Значення 
уа є якісним показником, що свідчить тільки про 
наявність ПАР в культуральиій рідині;

2) для експрес-оцінки кількісного вмісту .ПАР в 
культуральиій рідині використовували показник 
умовної концентрації ПАР (ПАР*), який визначали як 
ступінь розбавлення вільної від клітин культуральної 
рідини (супернатанту) до точки ККМ (критична кон­
центрація міцелоутворення). Будували графік залеж­
ності поверхневого натягу у від значення натурального 
логарифму розбавлення супернатанту. Абсциса точки 
перегину кривої відповідає значенню ПАР*. Умовна 
концентрація ПАР вираж ається в безрозмірних 
одиницях.

3) індекс емульгування (Ем, % ), який визначали для 
культуральної рідини, розбавленої в 50 раз. До 5 мл 
розчину культуральної рідини додавали 5 мл субстрату, 
що емульгується, і струшували протягом 2 хв. Виз­
начення індексу емульгування (Е.,4) проводили черех 
24 год як величину відношення емульсійного шару до 
загальної висоти рідини в пробірці і виражали у 
відсотках. Як субстрат для емульгування викорис­
товували соняшникову олію.

4) вміст ПАР в культуральиій рідині (г/л), який 
визначали ваговим методом після екстракції поверх­
нево-активних ліпідів модифікованою сумішшю 
Фолча. Для одержання супернатанту культуральна 
рідину після культивування R.erythropolis ЕК-1 
центрифугували (5000g, 20 хв) для відділення біомаси.

З метою підвищення ефективності екстракції нами 
запропоновано проводити попереднє підкислення 
реакційного середовища для трансформації полярних 
ліпідів у недисоційовану форму. Така схема проведення 
процесу дозволить суттєво збільшити доступність 
полярних ліпідів для системи екстрагентів та підвищити 
ступінь їх видалення з культуральної рідини.

Цей метод полягає у тому, що до супернатанту 
культуральної рідини додають ОДМ соляну кислоту 
(співвідношення 1:3,5), що зсуває рівновагу електро­
літичної дисоціації ПАР у бік утворення їх неди- 
соційованої форми.
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[Н ]
------ ►

R-CHOH-CHR'-COO-- <-> R-CHOH-CHR-COO -Н
Полярна форма міколату Неполярна (доступна) форма міколату

Механізм впливу йонів гідрогену на форму полярних 
сполук, які проявляють поверхнево-активні 

властивості, у розчині (на прикладі міколату)

Таким чином підвищується спорідненість транс­
формованих полярних ліпідів до ключового екстра­
генту (хлороформ), що відповідає за абсорбцію ліп і­
дів і їх локалізацію в доступній для видалення фазі 
системи екстрагентів.

25 мл супернатанту поміщали в циліндричну ді­
лильну воронку об’ємом 100 мл, додавали 5 мл ЇМ роз­
чину соляної кислоти, воронку закривали пришлі­
фованою пробкою і струшували упродовж 3 хв, потім 
додавали ще 4 мл ЇМ розчину соляної кислоти і 16 мл 
суміші хлороформу і метанолу (2:1) і струшували 
(екстрагували ліпіди) протягом 5 хв. Отриману після 
екстракції суміш залишали в ділильній воронці для 
розділення фаз, після чого нижню фракцію зливали 
(органічний екстракт 1), а водну фазу піддавали пов­
торній екстракції. При повторній екстракції до водної 
фази додавали 9 мл ЇМ розчину соляної кислоти і 16 мл 
суміші хлороформ-метанол (2:1) і екстрагували ліпіди 
впродовж 5 хв. Після розділення фаз зливали нижню 
фракцію, отримуючи органічний екстракт 2. На тре­
тьому етапі до водної фази додавали 25 мл суміші хлоро­
форм-метанол (2:1) і здійснювали екстракцію, за 
описаною вище процедурою, отримуючи органічний 
екстракт 3. Екстракти 1-3 об’єднували і випарювали 
на роторному вакуумному випарнику ИР-1М2 (Росія) 
при температурі 50 С і абсолютному тиску 0,4 атм до 
постійної маси. Схема модифікованого процесу екст­
ракції наведена на рисунку.

У ході дослідження ефективності модифікова­
ного метода вилучення ПАР, синтезованих під час 
росту R.erythropolis ЕК-1 на етанолі та гексадекані, 
отримали результати наведені в табл. 1.

Таблиця 1
Порівняльна характеристика точності 

визначення концентрації поверхнево-активних 
речовин за класичною та модифікованою 

методиками

Д ж е­
рело

вуглецю

К онц ентрац ія  
попередника, %

Т рива­
лість

к у л ьти ­
вування,

год

К л асична
система

М одифікована
система

Ф умарат
натрію

Ц итрат
натрію

СПА Р,
г /л

СПА Р,
г/л(приріст, % )

С А 0,2 од 72 0,98 1,30 (+ 3 2 ,7 % )
168 1,63 2,50 (+ 5 3 ,4 % )

с2н6он 0,2 0,1 72 0,79 1,10 (+ 3 9 ,2 % )
168 1,31 1,90 (45 ,0% )

Примітка: в я к о ст і ін о к у л яту  використовувалась к у л ьту р а  із  
середини експоненційної ф ази  росту; посівний м атеріал вносився 
у  середовищ е культивування у концентрац ії 5% (об’єм на частка).

Показано, що використання модифікованого ме­
тоду визначення концентрації ПАР у культуральиій
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рідині дає змогу підвищити визначувані концент­
рації біосурфактантів у 1,3-1,55 рази. Максимально 
ефективним запропонований метод виявився у разі 
аналізу ПАР, синтезованих на середовищі з гекса­
деканом; приріст концентрації цільового метаболіту 
склав 53,4 %.

Встановлено, що оптимальним режимом кількіс­
ного визначення є триразове екстрагування ліпідів з 
супернатанту культуральної рідини. Так, з табл. 2 
видно, що за одноразової екстракції концентрація ПАР 
у органічній фазі становила 1,5 г /л . Збільшення 
кількості стадій екстракції до трьох дозволяє більш ніж 
на 25 % підвищити кількість екстрагованих ліпідів. 
Необхідно зауважити, що максимальне вилучення 
ліпідів було зафіксоване при чотирьохстадійній 
екстракції (1,95 г/л). Проте, за такої схеми приріст 
концентрації суттєво не збільшувався у порівнянні з 
трьох стадійним процесом (0,5 % ) і знаходився на рівні 
стандартної похибки вимірювань (табл. 2.)

Рис. Схема проведення екстракції метаболітів ліпідної природи

Таблиця 2
Ефективність вилучення поверхнево-активних 

речовин Rhodococcus erythropolis ЕК-1 залежно 
від кількості стадій екстракції

Стадія
екстр акц ії

С І Ш »  Г / Л АСПДР, г/л £, %

«1 » 1,50 — —

«2» 1,86 0,36 24,0
«3» 1 .90 0 ,0 4 2 ,1
«4» 1,91 0,01 0,5

Висновки. У результаті проведеної роботи модифі­
ковано метод виділення поверхнево-активних речо­
вин, синтезованих штамом Rhodococcus erythropolis 
ЕК-1 в процесі культивування на гексадекані та 
етанолі. Запропонована методика дає змогу підвищити 
у 1,3-1,55 раза кількість вилучених поверхнево- 
активних речовин.
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