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Теоретичний розрахунок енергетичних потреб синтезу трегалозоміколатів 
КЬойососсж егуіїгороШ 1МВ Ас-5017 на суміші енергетично надлишкового гексадека-
ну і енергетично дефіцитного гліцерину показав, що оптимальним для синтезу повер-
хнево-активних речовин (ПАР) є молярне співвідношення субстратів 1:7. За таких 
умов спостерігали збільшення умовної концентрації ПАР на 38 % та 122 % порівняно 
з ростом бактерій на моносубстратах гексадекані та гліцерині відповідно. 

Одержані дані є вихідними для розробки технології синтезу ПАР К. егуйгороШ 
1МВ Ас-5017, які можуть бути використані у різних галузях промисловості та 
природоохоронних технологіях. 
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В останні роки поверхнево-активні речовини (ПАР) мікробного походження є 
об'єктом інтенсивних теоретичних і прикладних досліджень, що зумовлено можли-
вістю їх практичного використання у різних галузях промисловості та природоохо-
ронних біотехнологіях для очищення довкілля від ксенобіотиків. Перевагами мікроб-
них ПАР в порівнянні з хімічними аналогами є біодеградабельність, нетоксичність, 
сталість фізико-хімічних властивостей в широкому діапазоні рН і температур [1, 3]. 

Однак, доцільність практичного використання ПАР залежить передусім від 
економічної ефективності їх виробництва. Висока на сьогодні собівартість мікробних 
ПАР зумовлена великими витратами на біосинтез і виділення цільового продукту, а 
також невисокою продуктивністю штамів-продуцентів [1]. Дослідження, спрямовані 
на вирішення цих проблем, є ключовими й пріоритетними у біотехнології мікроб-
них ПАР. Для підвищення ефективності технологій мікробного синтезу практично 
цінних метаболітів, у тому числі й ПАР, дослідники використовують такі підходи, 
як оптимізація умов культивування продуцентів, внесення у середовище екзоген-
них попередників біосинтезу, визначення можливих «вузьких» місць метаболізму і 
розробка шляхів їхнього усунення [1]. 

Також одним із шляхів удосконалення технологій мікробного синтезу є куль-
тивування продуцентів на суміші ростових субстратів, що дає змогу уникнути не-
продуктивних витрат вуглецю та енергії, які мають місце за використання моносуб-
стратів, а також підвищити ефективність трансформації вуглецю субстратів у вто-
ринні метаболіти [1]. 

У попередніх дослідженнях нами було встановлено можливість інтенсифікації 
синтезу ПАР Ккоіїососст егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 на суміші енергетично надлиш-
кового гексадекану та енергетично дефіцитного гліцерину та встановлено оптималь-
ний спосіб підготовки інокуляту для цього процесу [4]. Але для забезпечення макси-
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мальної конверсії вуглецю в цільовий продукт необхідне встановлення оптимального 
для його синтезу молярного співвідношення концентрацій моносубстратів в суміші 
[1]. Це потребує попереднього здійснення теоретичних розрахунків енергетичних 
потреб синтезу ПАР і біомаси на енергетично дефіцитному субстраті з наступним 
визначенням концентрації енергетично надлишкового субстрату, що забезпечить 
«покриття» енергетичних витрат на цей процес. 

У зв'язку з цим мета даної роботи полягала у визначенні енергетичних по-
треб синтезу поверхнево-активних речовин К. егуІкгороШ ІМВ Ас-5017 на суміші 
гексадекану і гліцерину з подальшим встановленням оптимального для біосинтезу 
молярного співвідношення цих субстратів. 

Культивування К. егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 здійснювали на мінеральному по-
живному середовищі такого складу (г/л): N N 0 3 — 1,3; М£804

Л7Н20 — 0,1; № 0 1 — 
0,1; Ш2НРО4 — 0,6; КН2РО4 — 0,14; РЄ8О4-7Н2О — 0,001; рН 6,8-7,0. 

Як джерело вуглецю та енергії використовували суміш гексадекану (0,5 %, 
об'ємна частка) та гліцерину (0,6; 0,7; 0,8; 0,9 %, об'ємна частка) у молярному 
співвідношенні 1:6; 1:7; 1:8; 1:9, відповідно. 

Посівним матеріалом слугувала культура К. егуІкгороШ ІМВ Ас-5017 з експо-
ненційної фази росту (48 год), вирощена на рідкому мінеральному середовищі наве-
деного вище складу. Джерелом вуглецю в середовищі для одержання інокуляту 
були моносубстрати гексадекан, 0,5 % та гліцерин, 0,5 %. Концентрація посівного 
матеріалу (104—105 клітин/мл) становила 5 % від об'єму середовища. Культивуван-
ня здійснювали в колбах об'ємом 750 мл із 100 мл середовища на качалці (220 об/хв) 
упродовж 120 год при 30 °С. 

Показники росту і синтезу ПАР (біомаса, умовна концентрація ПАР — ПАР*) 
визначали як описано раніше [3, 4]. 

Для розрахунку оптимального співвідношення гексадекану й гліцерину в се-
редовищі культивування К. егуІкгороШ ІМВ Ас-5017 необхідно знати шляхи метабо-
лізму цих енергетично нерівноцінних ростових субстратів у даного штаму, структу-
ру синтезованих ПАР, а також співвідношення Р/О [1]. 

Наші дослідження особливостей метаболізму гліцерину у К. егуІкгороШ ІМВ 
Ас-5017 показали, що штам метаболізує цей субстрат через дигідроксиацетонфос-
фат за участю ПХХ-залежної гліцеролдегідрогенази (активність 93 нмольЛхв-ьмг-1 

білку) та дигідроксиацетонкінази (активність 288 нмольЛхв"ьмг-1 білку), а також че-
рез гліцерол-3-фосфат за участю гліцеринкінази (активність 800 нмольЛхв"ьмг-1 білку) 
та гліцерин-3-фосфатдегідрогенази (активність 108 нмольЛхв"ьмг-1 білку) [5]. 

Раніше було встановлено [2, 3], що у К. егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 функціонує 
повний цикл трикарбонових кислот, однак низька активність 2-оксоглутаратдегід-
рогенази (активність 10-20 нмольЛхв"ьмг"ьбілка) свідчить, що ЦТК виконує переваж-
но біосинтетичну роль; поповнення пулу С4-дикарбонових кислот здійснюється у 
гліоксилатному циклі (активність ізоцитратліази і малатсинтази 730—740 і 137— 
165 нмольЛхв"ьмг-1 білку відповідно). У синтезі вуглеводів беруть участь обидва клю-
чові ферменти глюконеогенезу: ФЕП-карбоксикіназа і ФЕП-синтетаза (203—603 і 
556—943 нмольЛхв-ьмг-1 білку відповідно). Ензиматичні дослідження також підтвер-
дили здатність штаму ІМВ Ас-5017 до синтезу поверхнево-активних трегалозоміко-
латів (активність трегалозофосфатсинтази 66—679 нмольЛхв"ьмг-1 білку). 

Отже, для встановлення співвідношення концентрацій гексадекану й гліцери-
ну в середовищі культивування К. егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 необхідно було: 1) розра-
хувати енергетичні потреби синтезу біомаси і трегалозоміколатів на енергетично-
дефіцитному субстраті; 2) визначити концентрацію енергетично-надлишкового суб-
страту, яка б компенсувала втрати вуглецю гліцерину при його окисненні до СО2 з 
метою отримання енергії для конструктивного метаболізму. 

При проведенні розрахунків нами було зроблено такі припущення: 1) гексаде-
кан використовується переважно як джерело енергії, а на синтез біомаси і трегалозо-
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міколатів витрачається вуглець гліцерину; 2) міколовою кислотою є 3-гідрокси-2-
додеканоїлдокозанова кислота, яка містить 34 атоми вуглецю; 4) співвідношення 
Р/О дорівнює 2. 

На рисунку представлена передбачувана схема синтезу трегалозоміколатів з 
гліцерину. 

Затрати енергії на синтез трегалозофосфату. Як видно з наведеної схеми (ри-
сунок), по одному моль АТФ витрачається на утворення дигідроксиацетонфосфату та 
1,3-дифосфогліцерату, по два моля АТФ — на синтез ФЕП та триозофосфату при 
глюконеогенезі. Оскільки для утворення однієї молекули трегалози потрібно чотири 
молекули фосфогліцерату, на синтез яких необхідно 8 молекул гліцерину, то витрата 
енергії складе 28 АТФ. Крім того, один моль АТФ використовується при утворенні 
нуклеозиддифосфатсахариду (глюкозо-6-фосфат л УДФ-глюкоза). Таким чином, енер-
гетичні потреби на синтез треголозо-6-фосфату з гліцерину складають 29 моль АТФ. 

Затрати енергії на синтез міколових кислот. Синтез жирних кислот відбу-
вається таким чином: з ацетил-КоА і СО2 шляхом АТФ — залежної реакції утво-
рюється малоніл-КоА, а далі в результаті трьох послідовних реакцій синтезується 
бутирил-КоА. Утворений бутирил-КоА взаємодіє з наступною молекулою малоніл-
КоА до утворення СН3 — (СН2)4 — СО — 8КоА. В наступному циклі утворюється 
СН3 — (СН2)6 — СО — 8КоА. Таким чином, у результаті послідовного нарощування 
двовуглецевих фрагментів на ацетил-КоА синтезуються вищі жирні кислоти у виг-
ляді відповідних ацил-КоА. Відповідно, для синтезу 3-гідрокси-2-додеканоїлдокоза-
нової кислоти необхідно 16 таких циклів. Оскільки в одному циклі витрачається 
1 моль АТФ і для утворення С34 — кислоти необхідно 17 моль ацетил-КоА, на синтез 
яких з гліцерину витратиться 17 моль АТФ, енергетичні витрати при синтезі однієї 
молекули міколової кислоти складуть 16 + 17 = 33 моль АТФ. 

Генерація АТФ при синтезі трегалозоміколатів з гліцерину. Енергія гене-
рується лише при утворенні ацетил-КоА (рисунок). Сумарна реакція утворення аце-
тил-КоА з гліцерину: 

Гліцерин л Ацетил-КоА + АТФ + 2НАДН (1) 

Оскільки в перетворенні беруть участь 17 моль ацетил-КоА для синтезу міко-
лової кислоти: 

17Гліцерин л 17Ацетил-КоА + 17АТФ + 34НАДН (2) 

та 8 моль — для синтезу трегалозофосфату: 

8 Гліцерин л 8Ацетил-КоА + 8АТФ + 12 НАДН + 4 ФАДН (3) 

запишемо рівняння (1) наступним чином: 

25Гліцерин л 25Ацетил-КоА + 25АТФ + 50НАДН+ 4 ФАДН (4) 

З урахуванням Р/О=2, при утворенні однієї молекули трегалозоміколату ге-
нерація енергії складає 137 молекул АТФ. 

Отримані дані щодо витрати та генерації енергії в процесі синтезу трегалозо-
міколатів з гліцерину можна представити у вигляді табл. 1. 

Таблиця 1. Енергетичні потреби синтезу П А Р 
К. етуікгороііз ІМВ А с - 5 0 1 7 з гліцерину 

Витрата 
гл іцерину , моль 

З а т р а т и енерг і ї , моль А Т Ф Г е н е р а ц і я енерг і ї , моль А Т Ф 
Витрата 

гл іцерину , моль Н а с и н т е з 
П А Р 

На моль в и к о р и с т а н о г о 
г л і ц е р и н у 

Н а с и н т е з 
П А Р 

На моль в и к о р и с т а н о г о 
г л і ц е р и н у 

25 62 2 ,48 137 5 ,48 
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С х е м а с и н т е з у т р е г а л о з о м і к о л а т і в К. етуікгороііз І М В А с - 5 0 1 7 на г л і ц е р и н і 

Отже, генерація енергії, яка може бути використана на утворення біомаси 
складе 5,48 - 2,48 = 2,52 моль АТФ/моль використаного гліцерину. 

Енергетичні витрати при синтезі біомаси. Синтез біомаси з фосфогліцерино-
вої кислоти — ключового інтермедіату синтезу всіх клітинних компонентів — мож-
на записати у вигляді рівняння [1]: 

4ФГК + КН3 + 29АТФ + 5,5НАД(Ф)Н л (С4ЩОЛ) (5) 
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Сумарні реакції перетворення гліцерину та гексадекану в ФГК: 

Гліцерин Л ФГК + НАД(Ф)Н (6) 

Гексадекан + 5АТФ Л 4ФГК + 16НАД(Ф)Н + 11ФАДН + СО2 (7) 

Для Р/О = 2 рівняння (6) і (7) набувають вигляду: 

Гліцерин Л ФГК + 2АТФ (8) 

Гексадекан Л 4ФГК + 38АТФ (9) 

Виходячи з рівняння синтезу біомаси з ФГК (рівняння (5)) та рівняння катабо-
лізму гліцерину (рівняння (8)), можна порахувати, що потреба в АТФ для синтезу 
біомаси складає 8 моль АТФ/моль гліцерину. Ця енергія може бути отримана з 
гексадекану. Враховуючи, що при синтезі ПАР з гліцерину генерується 3 моль АТФ 
на моль використаного гліцерину, за рахунок гексадекану повинно бути отримано 
8 - 3 = 5 моль АТФ. З рівняння (9) виходить, що для отримання такої кількості 
енергії потрібно 0,13 моль гексадекану. Відповідно, співвідношення гексадекану і 
гліцерину в середовищі повинно бути 0,13:1, тобто 1:7,7. 

Експериментально було встановлено, що показники умовної концентрації ПАР 
корелювали зі зміною молярного співвідношення концентрацій енергетично нерівноцін-
них субстратів у суміші в процесі вирощування К. егуІкгороШ ІМВ Ас-5017 (табл. 2). 
Але за співвідношення 1:8 ці показники знижувалися і за 1:9 спостерігалися най-
нижчі абсолютні та відносні показники синтезу ПАР К. егуІкгороШ ІМВ Ас-5017. 
Ймовірно, що в даному випадку підвищення вмісту ростових субстратів у середо-
вищі мало інгібуюючу дію на синтез та активність ключових ферментів метаболіз-
му, а отже, і на ефективність перетворення вуглецю в ПАР. 

На нашу думку, незначну невідповідність між експериментальним та теоре-
тичним значенням можна пояснити тим, що синтезовані К. егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 
ПАР — це складний комплекс трегалозоміколатів, нейтральних і фосфоліпідів, при-
чому точний вміст цих складових в утворюваних ПАР невідомий, у той час як розра-
хунки проводились лише для трегалозоміколату. Окрім того, постає необхідність 
встановлення оптимального для синтезу ПАР К. егуїкгороіи ІМВ Ас-5017 співвідно-
шення вуглець/азот в середовищі культивування. Адже цей показник суттєво зміню-
вався зі зміною концентрацій моносубстратів у суміші, що могло мати значний вплив 
на синтез ПАР. 

Таблиця 2. Синтез П А Р К. етуікгороііз ІМВ А с - 5 0 1 7 за різного молярного 
с п і в в і д н о ш е н н я к о н ц е н т р а ц і й г е к с а д е к а н у та г л і ц е р и н у у суміші 

С п і в в і д н о ш е н н я 
м о н о с у б с т р а т і в 

П А Р * 
П А Р * , % від к о н т р о л ю С п і в в і д н о ш е н н я 

м о н о с у б с т р а т і в 
П А Р * 

г л і ц е р и н г е к с а д е к а н 

1:6 4 , 5 0 ± 0 , 2 3 1 6 9 , 8 ± 8 , 4 9 1 0 7 , 1 ± 5 , 3 6 

1:7 6 , 0 5 ± 0 , 3 0 2 2 1 , 6 ± 1 1 , 0 8 1 3 7 , 5 ± 6 , 8 7 

1:8 4 , 7 0 ± 0 , 2 4 1 6 2 , 1 ± 8 , 1 1 1 0 4 , 4 ± 5 , 2 2 

1:9 3 , 7 5 ± 0 , 1 9 1 3 1 , 6 ± 6 , 5 8 8 1 , 5 ± 4 , 0 8 

П р и м і т к а. К о н т р о л і (100 %) — п о к а з н и к и с и н т е з у на в і д п о в і д н и х м о н о с у б с т р а т а х , у 
я к и х к о н ц е н т р а ц і я в у г л е ц ю е к в і м о л я р н а к о н ц е н т р а ц і ї з м і ш а н о г о с у б с т р а т у . 

Враховуючи вищесказане, очевидною є необхідність проведення подальших 
досліджень у цьому напрямку, адже використання суміші енергетично нерівноцін-
них субстратів — досить простий та ефективний підхід для підвищення ефектив-
ності технологій мікробних ПАР. 
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Висновки. Отже, у результаті проведеної роботи здійснено попередні розра-
хунки енергетичних потреб синтезу трегалозоміколатів К. егуікгороііз ІМВ Ас-5017 
на енергетично дефіцитному гліцерині. Експериментально підтверджено залежність 
синтезу ПАР від співвідношення концентрацій моносубстратів у суміші та підтверд-
жено, що теоретично розраховане молярне співвідношення гексадекану і гліцерину 
1:7 є оптимальним для синтезу ПАР штамом ІМВ Ас-5017. 
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М.А. Шулякова, Т.П. Пирог 
Определение оптимального молярного соотношения глицерина 

игексадекана для синтеза поверхносно-активньїх веществ 
Ккойососсш егуікгороііз ИМВ Ас-5017 

Теоретический расчет ^нергетических потребностей синтеза трегалозо-
миколатов Ккоіїососсиз егуікгороііз ИМВ Ас-5017 на смеси ^нергетически изби-
точного гексадекана и ^нергетически дефицитного глицерина показал, что опти-
мальним для синтеза поверхностно-активних веществ (П.АВ) является моляр-
ное соотношение субстратов 1:7. При таких условиях наблюдали увеличение ус-
ловной концентрации ПАВ на 38 % и 122 % по сравнению с ростом бактерий на 
моносубстратах гексадекане и глицерине соответственно. Полученние данние 
являются исходньїми для разработки технологии синтеза П.АВ К. егуікгороііз ИМВ 
Ас-5017, которие могут бить использовани в различних отраслях промишленно-
сти и природоохранних технологиях. 

Ключевме слова: поверхностно-активние вещества, культивирование, 
Ккоіїососсиз егуікгороііз ИМВ Ас-5017, ^нергетически неравноценние ростовие суб-
страти, молярное соотношение, глицерин, гексадекан 

М. 8НиІуакога, Т. Рігод 
Беїегтіпаїіоп оі" ІЬе оріішаї то їаг гаїіо оі" §1усего1 апгї Ьехагїесапе 

іог «упІЬезіз оі" «игГасІапІз Ьу Ккойососсш егуікгороііз ІМУ Ас-5017 
Епегду апії Ьіоскетісаі азресіз о/ зупікезіз о/ Ьіозиг/асіапіз Ьу Ккоіїососсиз 

егуікгороііз ІМУ Ас-5017 оп іке тіхіиге о/ кехаіїесапе апії діусегоі м>еге сопзііїегеії. 
Ткеогеіісаі саісиіаііоп о/ епегду пееіїз /ог ігекаіозетісоіаіез зупікезіз Ьу зігаіп ІМУ 

Ас-5017 каз зкомт ікаі іке оріітаі тоіаг гаііо о/ епегду- ехсеззіуе кехаіїесапе апії 
епегду-зсагсе діусегоі із 1:7. Ткеогеіісаііу саісиіаіеії гаііоз м>еге соп/ігтеії 
ехрегітепіаііу. Ткиз, ипіїег зиск сопіїіііопз іі м>аз оЬзегуеії іке іпсгеазе о/ сопуепііопаі 
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зиг/асіапі сопсепігаііоп іп 38 % апії 122 % сотрагеії іо іке Ьасіегіа сиіііуаііоп оп 
топозиЬзігаіез о/ кехаіїесапе апії діусегоі, гезресііуеіу. 

ОЬіаіпеії іїаіа із Ьазіс /ог іке іїеуеіортепі о/ есопотісаііу Ьепе/ісіаі іпіїизігіаі 
іескпоіоду о/ $А$ зупікезіз Ьу К. егуікгороііз ІМУ Ас-5017 Ьесаизе іке же о/ іке 
тіхіиге о/ епегдеіісаііу ипециаі дгом>ік зиЬзігаіез із гаікег зітріе апії е//есііуе арргоаск 
іо іпіепзі/ісаііоп о/ іке тісгоЬіаі зиг/асіапіз Ьіозупікезіз. Кесеіуеії $А$ кауе а м>ііїе 
гапде о/роіепііаі арріісаііопз апії сап Ье изеії іп іїі//егепі іпіїизігіез апії епуігоптепіаі 
іескпоіодіез. 

Кеу уогйх: зиг/асе асііуе зиЬзіапсез, сиіііуаііоп, Ккоіїососсиз егуікгороііз ІМУ 
Ас-5017, епегдеіісаііу ипециаі дгом>ік зиЬзігаіез, тоіаг гаііо, діусегоі, кехаіїесапе 
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