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ABSTRACT____________________________________
Cultivation of microorganisms on mixture of growth 

substrates allows to avoid unproductive loss of carbon and 
energy that occurs when using monosubstrates, and also to 
improve efficiency of transformation of carbon substrates 
into biomass and to intensify synthesis o f secondary meta­
bolites.

The paper analyzes the modern scientific literature of last 
two or five years concerning the increase of synthesis on the 
mixed substrates (including industrial waste) of primary 
(organic acids, lipids, enzymes), secondary (polyhydroxy- 
alkanoates, polysaccharides, surface-active substances) me­
tabolites, and also bioethanol and biohydrogen. Using mixture 
of substrates in microbial technologies enables to increase the 
rates of synthesis of practically valuable metabolites by 1.5—  
10 times compared with cultivation producers on correspon­
ding monosubstrates, and in some cases even regulate the 
composition and properties of final product.

Own experimental data on synthesis intensification on 
mixture of industrial waste (frying sunflower oil, waste of 
biodiesel production, molasses) of microbial exopolysaccha­
ride ethapolan (producer A cinetobacter  sp. IMV B-7005) 
and N ocardia vaccinii IMV B-7405 surfactants are presen­
ted. Unlike most scientists who empirically establish both 
the concentration of substrates in the mixture and the choice 
of monosubstrates, in our studies to increase the carbon 
transformation of substrates mixture into final product, the 
molar ratio of monosubstrate concentrations in mixture was 
established on the basis of theoretical calculations of the 
energy requirement for process biosynthesis. In addition, 
using mixture of waste to obtain microbial surfactants will 
not only reduce cost of final product, but also utilize toxic 
industrial waste and increase profitability of biodiesel pro­
duction.
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ІН Т Е Н С И Ф ІК А Ц ІЯ  С И Н ТЕ ЗУ П Р А КТИ Ч Н О  В А Ж Л И В И Х  
М ІК Р О Б Н И Х  М Е ТА Б О Л ІТ ІВ  НА С УМ ІШ І С УБ С ТРА ТІВ

Т.П. Пирог, А.Ю. Герштман, Ю.М. Пенчук
Національний університет харчових технологій

Культивування мікроорганізмів на суміші ростових субстратів дає змогу 
уникнути непродуктивних витрат вуглецю та енергії, які мають місце при 
використанні моносубстратів, а також підвищити ефективність транс­
формації вуглецю субстратів у  біомасу та інтенсифікувати синтез втори­
нних метаболітів.

У статті проаналізовано сучасну наукову літературу останніх двох- 
п ’яти років щодо підвищення синтезу на змішаних субстратах (у тому числі 
й промислових відходах) первинних (органічні кислоти, ліпіди, ферменти), 
вторинних (полігідроксиалканоати, полісахариди, поверхнево-активні речо­
вини) метаболітів, а також біоетанолу і біоводню. Використання суміші 
субстратів у  мікробних технологіях дає змогу збільшити показники синтезу 
практично цінних метаболітів у  1,5— 10 разів порівняно з вирощуванням 
продуцентів на відповідних моносубстратах, а також у  деяких випадках 
навіть регулювати склад і властивості цільового продукту.

Наведено власні експериментальні дані про інтенсифікацію синтезу на 
суміші промислових відходів (відпрацьована соняшникова олія, відходи ви­
робництва біодизелю, меляса) мікробного екзополісахариду етаполану (про­
дуцент Acinetobacter sp. ІМВ В-7005) і поверхнево-активних речовин Nocardia 
vaccinii ІМВ В-7405. На відміну від більшості науковців, які емпірично 
встановлюють як концентрацію субстратів у  суміші, так і вибір моно- 
субстратів, у  наших дослідженнях для підвищення трансформації вуглецю 
суміші субстратів у  цільовий продукт встановлювали оптимальне для його 
утворення молярне співвідношення концентрацій моносубстратів у  суміші 
на основі теоретичних розрахунків енергетичних потреб процесу біосинтезу. 
Крім того, використання суміші відходів для одержання мікробних ПАР 
дасть змогу не тільки знизити собівартість цільового продукту, а й утилі­
зувати токсичні промислові відходи та підвищити рентабельність вироб­
ництва біодизелю.

Ключові слова: суміш ростових субстратів, підвищення ефективності 
мікробних технологій.

Постановка проблеми. Нині технології мікробного синтезу найінтенсив- 
ніше розвиваються серед багатьох галузей біотехнології. Практично цінні 
мікробні метаболіти поступово заміщують традиційні продукти, а в інших 
випадках є унікальними і не можуть бути отримані хімічним синтезом [1].

Основними недоліками для великомасштабного виробництва більшості 
продуктів мікробного синтезу є їх собівартість, зумовлена використанням 
дорогих субстратів і невисокий вихід кінцевого продукту. Тому для розвитку 
економічно ефективних технологій застосовуються різноманітні підходи:
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використання як субстратів відходів інших виробництв, оптимізація умов 
культивування продуцентів, внесення у середовище екзогенних попередників 
біосинтезу, визначення можливих «вузьких» місць метаболізму і розробка 
шляхів їхнього усунення, а також використання суміші ростових і неростових 
субстратів [2].

Відомо, що використання суміші субстратів дає змогу значно підвищити син­
тез біомаси, а можливість інтенсифікації синтезу вторинних метаболітів вперше 
було встановлено на прикладі мікробного екзополісахариду етаполану [2]. За 
одночасного споживання суміші субстратів мікроорганізмами часто спостері­
гають підвищення рівня біомаси, швидкості росту, скорочення тривалості лаг- 
фази, що можуть бути зумовлені: 1) використанням одного з субстратів як до­
даткового джерела енергії; 2) одночасним використанням обох субстратів як 
в енергетичному, так і в конструктивному метаболізмі; 3) розширенням 
«вузьких місць» метаболізму моносубстрату за рахунок введення допоміж­
ного субстрату [2].

У 2013 р. ми опублікували літературний огляд [3], у якому були підсумо­
вані відомі на той час дані про використання мікроорганізмами суміші росто­
вих субстратів як у природних умовах, так і керованих біотехнологічних 
процесах. Велика увага була приділена молекулярним механізмам, що лежать 
в основі явища катаболітної репресії у мікроорганізмів і їх використанню для 
розробки технологій утилізації рослинної біомаси з одержанням промислово 
важливих метаболітів, а також стратегії виживання гетеротрофних мікроорга­
нізмів у природних оліготрофних середовищах.

Незважаючи на досить короткий проміжок часу від моменту публікації 
огляду [3], у літературі з’явилися нові відомості про синтез мікробних мета­
болітів на суміші субстратів, причому й на змішаних промислових відходах.

З огляду на вищевикладене мета цього огляду — аналіз сучасної наукової 
літератури про підвищення синтезу різноманітних продуктів мікробного 
походження на змішаних субстратах, яка з’явилась після опублікування літе­
ратурного огляду [3] або не увійшла до нього.

Синтез поверхнево-активних речовин на суміші субстратів. Зазначимо, 
що в останні кілька років, як і раніше, інформація про використання 
змішаних субстратів для утворення мікробних поверхнево-активних речовин 
(ПАР) є обмеженою [4— 13].

Софороліпіди. У [4] зазначається, що використання суміші гідрофобних і 
гідрофільних субстратів для біосинтезу ПАР дріжджами є більш ефективним, 
ніж культивування продуцентів на відповідних моносубстратах. Так, макси­
мальну концентрацію біомаси (27 г/л) та софороліпіду (38,6 г/л) штам Starmere- 
lla bombicola MTCC 1910 утворював на суміші глюкози (100 г/л) та соняшни­
кової олії (100 г/л). Ці показники були на 45% вищими, ніж на моносубстраті 
глюкозі, а на середовищі з олією утворювались лише сліди софороліпідів.

Інший штам дріжджів Wickerhamiella domercqiae CGMCC 1576 синтезував 
софороліпіди на суміші олеїнової кислоти (6%) та глюкози (80 г/л) [6]. Мак­
симальна концентрація ПАР (41 г/л) досягалася після 144 год культивування.

У [10] повідомляється, що вихід ПАР вдалося підвищити майже в 10 разів 
(до 20г/100г субстрату) у разі культивування штаму Candida bombicola NRRL
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Y-17069 на суміші шроту від виробництва соняшникової олії (50 г/л) та 
нерафінованої соєвої олії (50 г/л). У подальших дослідженнях автори здій­
снювали поверхневе культивування продуцента на такому самому змішаному 
субстраті, що супроводжувалося збільшенням виходу софороліпідів до 
49,5г/100г субстрату. В [11] штам NRRL Y-17069 культивували на суміші 
відпрацьованого моторного мастила (50 г/л) та відходів від виробництва 
соняшникової олії (50 г/л). Максимальна концентрація синтезованих ПАР 
(26,4 г/л, або 13,2г/100г субстрату) досягалась після 96 год культивування. Як 
і в [10], при зміні способу культивування з глибинного на поверхневий, вихід 
цільового продукту вдалося збільшити до 45,8г/100г субстрату.

Daverey зі співавт. [12] досліджували синтез софороліпідів дріжджами Can­
dida bombicola NRRL Y-17069 на суміші депротеїнізованої сироватки (90 г/л), 
глюкози (10 г/л) та олеїнової кислоти (100 г/л). Концентрація ПАР становила 
23,3 г/л, у той час як на середовищі без глюкози була на 56% нижчою. Вста­
новлено, що показники біосинтезу залежали від співвідношення вмісту глю­
кози та сироватки в середовищі культивування. Так, максимальна кількість 
софороліпідів досягалась за співвідношення концентрацій сироватки і глю­
кози 9:1. Під час культивування штаму NRRL Y-17069 у ферментері на сере­
довищі такого самого складу кількість ПАР становила 25,5 г/л, а регуляція pH 
в процесі культивування дозволила збільшити цей показник до 33,3 г/л. Крім 
того, заміна олеїнової кислоти на дешевші соняшникову та оливкову олію су­
проводжувалася зниженням концентрації ПАР до 2,6 та 6,2 г/л відповідно. У [12] 
зазначається, що необхідність стадії депротеїнізації молочної сироватки знач­
но знижує ефективність даної технології.

Інші гліколіпіди. У [5] повідомляється, що штам дріжджів Pichia caribbica 
на середовищі з 100 г/л ксилози та 4% олеїнової кислоти синтезував 7,48 г/л 
ксилоліпідів.

Faria із співавт. [7] досліджували можливість використання ксилози як 
моносубстрату, так і в суміші з глюкозою для біосинтезу манозилеритрито- 
ліпідів дріжджами Pseudozyma antarctica PYCC 5048T, Pseudozyma rugulosa 
PYCC 5537T, Pseudozyma aphidis PYCC 5535T. Лише у разі культивування 
штаму PYCC 5535T на суміші субстратів концентрація ПАР була удвічі 
вищою, ніж на моносубстраті ксилозі [7].

У [8] п’ять штамів дріжджів культивували на суміші глюкози з гліцери­
ном, соєвою олією, оливковою олією та відходами після її виробництва. Ма­
ксимальна концентрація гліколіпідів (2,6 г/л) досягалася за культивування 
штаму Wickerhamomyces anomalus CCMA 0358 в середовищі, що містило су­
міш глюкози (1 г/л) та оливкової олії (20 г/л).

Karpenko із співавт. [9] повідомляють про біосинтез рамноліпідів штамом 
Pseudomonas sp. PS-17 на суміші гліцерину з пересмаженою олією та відхо­
дами виробництва соняшникової олії. Концентрація ПАР, синтезованих на 
суміші гліцерину з відходами виробництва соняшникової олії, була на 30— 
70% вищою, ніж на моносубстратах. У разі використання суміші гліцерину з 
пересмаженою олією показники синтезу були на 20% вищими, ніж на гліце­
рині. Максимальна концентрація рамноліпідів (10,5 г/л) досягалась за умов 
росту продуцента в середовищі з 30 г/л гліцерину та 15 г/л відходів вироб­
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ництва соняшникової олії. Проте зазначимо, що синтез ПАР досліджувався 
не на «класичній» суміші субстратів, оскільки відходи виробництва олії 
вносили у середовище після 72 год культивування.

Ліпопептиди. Заслуговує на увагу дослідження [13], в якому описано 
процес виділення штамів мікроорганізмів, здатних до автотрофної фіксації 
вуглецю. Автори повідомляють про культивування ізольованих штамів упро­
довж 8 діб у простому мінеральному середовищі з 50 мМ NaHCO3 і 1% глю­
кози як джерелами вуглецю. Встановлено, що штам Bacillus sp. SS105 виявився 
автотрофом і здатним до синтезу ПАР ліпопептидної природи. За умов росту 
на середовищі з 50 мМ NaHCO3 як автотрофним джерелом вуглецю та меля­
сою (15% об’ємна частка) штам SS105 синтезував 2,65 г/л ПАР. Автори за­
значають, що в подальшому розробка такої технології одержання ПАР дасть 
змогу утилізувати вуглекислий газ, що накопичується в земній атмосфері.

Зазначимо, що використання суміші субстратів є доцільним лише за 
умови, коли концентрація ПАР, синтезованих на суміші субстратів, є порів­
няною з показниками на моносубстратах. Проте автори праць [5, 6, 8, 11, 13] 
не наводять таких даних, а у працях [4, 10] моносубстрати та їх суміші не 
були еквімолярні за вуглецем, що ставить під сумнів ефективність такої 
технології.

Крім того, у [4— 13] дослідники емпірично визначали концентрацію суб­
стратів у суміші. За таких умов підвищення показників синтезу цільових про­
дуктів на суміші субстратів навіть у рази порівняно з культивуванням на 
моносубстратах не є показовим, адже основним критерієм ефективності 
змішаних субстратів є максимальна конверсія вуглецю в цільовий продукт.

У зв’язку з цим для біосинтезу ПАР штамом Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 
ми здійснювали попередній теоретичний розрахунок співвідношення концен­
трацій моносубстратів (гліцерин та глюкоза) у суміші [14]. Згідно з «енер­
гетичною» класифікацією субстратів Бабеля [2] гліцерин є енергетично дефі­
цитним субстратом, а глюкоза залежно від шляху катаболізму може бути або 
енергетично дефіцитним (гліколіз, шлях Ентнера-Дудорова), або енергетично 
надлишковим (пентозофосфатний цикл). У подальших дослідженнях було 
встановлено, що у штаму IMB B-7405 глюкоза залучається до метаболізму 
через пентозофосфатний цикл. На основі теоретичних розрахунків було вста­
новлено, що молярне співвідношення концентрацій глюкози і гліцерину в 
середовищі повинно становити 0,394:1, або 1:2,5 [14]. Експериментальні 
дослідження підтвердили теоретичні розрахунки. Максимальний синтез ПАР 
спостерігався за співвідношення компонентів суміші 1:2,5— 1,4, що є близь­
ким до теоретично розрахованого значення.

На наступному етапі [15] глюкозу та очищений гліцерин замінювали на 
відповідні промислові відходи (мелясу та технічний гліцерин, який є відходом 
виробництва біодизелю). За умов росту штаму ІМВ В-7405 на середовищі з 5% 
технічного гліцерину та 1% меляси концентрація ПАР досягала 6,4 г/л. По­
дальше збільшення концентрації будь-якого з компонентів суміші призводило 
до зниження концентрації цільового продукту, що було спричинене недостат­
нім співвідношенням C/N у середовищі. Тому на наступному етапі у середо­
вищі з 5—7% технічного гліцерину підвищували удвічі (до 1 г/л) концен­
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трацію джерела азоту. Такий прийом дав змогу підвищити концентрацію 
ПАР до 7,5 г/л [15].

Подальші дослідження показали можливість інтенсифікації синтезу ПАР
N. vaccinii ІМВ В-7405 на суміші токсичних промислових відходів (відпра­
цьованої соняшникової олії та технічного гліцерину). Спочатку на основі 
теоретичних розрахунків енергетичних потреб синтезу поверхнево-активних 
трегалозоміколатів і біомаси N. vaccinii ІМВ В-7405 на енергетично дефіцит­
ному субстраті (гліцерин) встановлено, що молярне співвідношення концен­
трацій рафінованої соняшникової олії та очищеного гліцерину у суміші, за 
якого досягається максимальний синтез ПАР, повинно становити 0,16:1. 
Експериментальні дослідження показали, що найвищі показники синтезу ПАР 
спостерігалися за молярних співвідношень концентрацій цих субстратів
O, 14:1—0,19:1, максимально наближених до теоретично розрахованого. Далі 
рафіновану олію і очищений гліцерин замінювали на відповідні промислові 
відходи. За молярного співвідношення концентрацій відпрацьованої олії та 
технічного гліцерину 0,078:1 у суміші (з урахуванням 50% вмісту гліцерину у 
складі відходів виробництва біодизелю) та використання інокуляту, вирощено­
го на технічному гліцерині, кількість синтезованих ПАР становила 5,1—5,4 г/л, 
що в 1,6—2,3 раза вище порівняно з культивуванням N. vaccinii ІМВ В-7405 на 
відповідних моносубстратах

Узагальнені дані про синтез поверхнево-активних речовни на змішаних 
субстратах наведено у табл. 1 .

БІОТЕХНОЛОГІЇ

Таблиця 1. Використання суміші субстратів для біосинтезу поверхнево-активних 
речовин

ПАР Продуцент Суміш
субстратів, г/л

Концентація 
ПАР, г/л

Зміна
концентрації 
ПАР (г/л) від 
контролю*, %

Література

1 2 3 4 5 6

Софороліпіди

Starmerella 
bombicola MTCC 

1910

глюкоза, 100 + 
рафінована 

соняшникова 
олія, 100

38,6
глюкоза, 145

[4]соняшникова 
олія, 1600

Wickerhamiella 
domercqiae 

CGMCC 1576

глюкоза, 80 + 
олеїнова кислота, 

6% (об’ємна 
частка)

41 — [6]

Candida
bombicola NRRL 

Y-17069

шрот від вироб­
ництва соняш­

никової олії, 50 + 
нерафінована 
соєва олія, 50

20г/100г
субстрату шрот, 1000 [10]

відпрацьоване 
моторне масти­
ло, 50 + відходи 

виробництва 
соняшникової 

олії, 50

26,4 — [11]
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Продовження табл. 1
1 2 3 4 5 6

Софороліпіди
Candida

bombicola NRRL 
Y-17069

депротеїнізована 
сироватка, 90 + 
глюкоза, 10 + 

олеїнова кислота, 
100

23,3
середовище 
без глюкози, 

156
[12]

Інші
гліколіпіди Pichia caribbica

ксилоза, 100 + 
олеїнова кислота, 

4% (об’ємна 
частка)

7,48 — [5]

Інші
гліколіпіди

Pseudozyma 
antarctica PYCC 

5048T
глюкоза, 20 + 
ксилоза, 20

4,9
ксилоза, 102

[7]

глюкоза, 91
Pseudozyma 

rugulosa PYCC 
5537T

3,0
ксилоза, 107
глюкоза, 91

Pseudozyma 
aphidis PYCC 

5535T
2,2

ксилоза, 208
глюкоза, 74

Wickerhamomyces 
anomalus CCMA 

0358
глюкоза, 1 + 

оливкова олія, 20 2,6 — [8]

Pseudomonas sp. 
PS-17

гліцерин, 30 + 
пересмажена 

олія, 15
9,7 гліцерин, 120

[9]гліцерин, 30 + 
відходи вироб­
ництва соняш­
никової олії, 15

10,5
гліцерин, 130

відходи, 170

Ліпопептид Bacillus sp. 
SS105

NaHCO3, 50 мМ 
(автотрофне дже­
рело вуглецю), + 

меляса, 15% 
(об’ємна частка)

2,65 — [13]

Трегалозоміко
лат

Nocardia vaccinii 
ІМВ В-7405

технічний 
гліцерин, 7% 

(об’ємна частка) 
+ меляса, 1% 

(об’ємна частка)

7,5 г/л
технічний 

гліцерин, 320 
меляса, 290

[15]

Примітки: *контроль (100%) показники синтезу на моносубстратах; «—» —  дані не 
наведено.

Біосинтез інших мікробних метаболітів на змішаних субстратах. Стра­
тегія використання суміші субстратів використовується не лише для отри­
мання ПАР, а й для інших практично цінних мікробних метаболітів: ліпідів 
[16—24], екзополісахаридів [25—27], пілігідроксиалканоатів [28—30], фер­
ментів [31—33], органічних кислот [34—38], пропандіолу [39, 40], біоетанолу 
[41], біоводню [42, 43].

Ліпіди. Продуктивність синтезу ліпідів старою та молодою культурою ге­
теротрофних мікроводоростей Chlorella protothecoides на середовищі з глю­
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козою та дріжджовим екстрактом становила 2,07 і 1,61 г/л/добу відповідно, у 
той час як при використанні суміші відходів пивоваріння і технічного гліцери­
ну цей показник підвищувався до 2,12 і 1,81 г/л/добу [16]. У праці [17] пока­
зано, що використання суміші апельсинового жому та відходу біодизельного 
виробництва для синтезу метану зменшує інгібуючий вплив компонентів цих 
субстратів і забезпечує правильний баланс поживних речовин.

Аналогічний підхід було використано Louhasakul та Cheirsilp [18]. Змішу­
вання слабкокислих стічних вод після виробництва пальмової олії та лужного 
технічного гліцерину дало змогу виключити використання титрувальних 
агентів для доведення рН до оптимального рівня, а кількість синтезованих 
ліпідів Yarrowia lipolytica TISTR 5151 була у 1,55 раза більшою, ніж під час 
росту дріжджів тільки на відходах виробництва пальмової олії [18].

У [19] використовували суміші летких жирних кислот для біосинтезу 
мікробних ліпідів штамом Cryptococcus curvatus ATCC 20509. Максимальна 
концентрація ліпідів (4,93 г/л) та біомаси (8,68 г/л) спостерігалась за викорис­
тання суміші оцтової, пропіонової і масляної кислот у співвідношенні (г/л) 
15:5:10, та була вищою ніж на середовищі з 30 г/л оцтової кислоти як моно­
субстрату (концентрація ліпідів 4,18 г/л та біомаси 7,21 г/л. Ці ж автори для 
біосинтезу ліпідів на суміші жирних кислот використовували інший штам — 
Cryptococcus curvatus MUCL 29819 [20]. Як і в попередніх дослідженнях [19], 
найбільший вплив на конентрацію синтезованих ліпідів спричиняв вміст 
оцтової кислоти у суміші жирних кислот. Так, максимальна концентрація 
ліпідів (1,77 г/л) та біомаси (4,4 г/л) досягалася на суміші (г/л) оцтової, про- 
піонової і масляної кислот у співвідношенні 6:3:1.

Ganatsios із співавт. [21] досліджували синтез ліпідів Lipomyces starkeyi 
DSM 70296 на суміші меляси та апельсинового соку з загальною концен­
трацією вуглеводів 40 г/л. Встановлено, що за таких умов культивування 
концентрація ліпідів становила 0,25 г/г біомаси та була вищою, ніж за вико­
ристання 40 г/л глюкози як єдиного джерела вуглецю (0,23 г/г біомаси).

Автори дослідження [22] зазначають, що у процесі культивування Rho- 
dosporidium toruloides DSMZ 4444 на суміші 30 г/л глюкози та 30 г/л гліце­
рину спостерігали типову диауксію, тому концентрація синтезованих ліпідів 
(11 г/л) практично не відрізнялася від такої на моносубстраті глюкозі.

У [23] для біосинтезу ліпідів штамом дріжджів Wickerhamomyces anomalus 
використовували суміш глюкози та відпрацьованої після смаження картоплі, 
риби та м’яса олії. Автори зазначають, що додавання відпрацьованих олій 
призвело до зниження загального вмісту накопичуваних ліпідів, проте на 4— 
7% підвищило концентрацію біомаси.

У [24] описується синтез штамом дріжджів Yarrowia lipolytica JMY4086 
ліпідів на суміші меляси та технічного гліцерину. На початку культивування 
в поживному середовищі містилась лише меляса, за рахунок якої відбувалось 
накопичення біомаси продуцента. На 48 год починали додавати технічний 
гліцерин зі швидкістю 8 г/год до загального вмісту в середовищі 100 г/л. 
Максимальна концентрація ліпідів накопичувалась після 100 год культиву­
вання та становила 16 г/л.

БІОТЕХНОЛОГІЇ
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Екзополісахариди. У [25] досліджували синтез пулулану на суміші гідро­
лізату картопляного крохмалю з сахарозою, глюкозою, фруктозою. Під час 
культивування Aureobasidium pululans 201253 у ферментері на середовищі з 
80 г/л крохмалю і 20 г/л сахарози концентрація пулулану становила 55 г/л та 
була вищою, ніж на моносубстраті крохмалі (35 г/л) та суміші крохмалю, 
глюкози та фруктози (39 г/л), проте нижчою, ніж за використання сахарози як 
моносубстрату (69 г/л). Автори зазначають, що попри те, що оптимальним 
субстратом для біосинтезу пулулану є сахароза, використання суміші сахарози 
і гідролізату крохмалю дасть змогу знизити собівартість кінцевого продукту.

У праці [26] встановлено, що у процесі вирощування Leuconostoc mesente- 
roides DSM 20343 на середовищі, що містило суміш соєвого борошна (або 
борошна фави) з сахарозою суттєво підвищувалася в’язкість культуральної ріди­
ни, що засвідчує підвищення рівня синтезу екзополісахаридів (глюкану та фрук- 
тану) порівняно з іншими метаболітами (манітол, молочна та оцтова кислота).

Наші дослідження [27] дали змогу встановити умови культивування Acine- 
tobactersp. ІМВ В-7005, які б забезпечували максимальні показники синтезу 
мікробного екзополісахариду (ЕПС) етаполану на суміші меляси та соняшни­
кової олії. На основі теоретичних розрахунків енерговитрат на синтез етапо- 
лану та біомаси визначено, що оптимальне молярне співвідношення концен­
трацій енергетично дефіцитного (сахароза) та надлишкового (соняшникова 
олія) субстратів у суміші становить 1:0,9. Експерименти показали, що найвищі 
показники синтезу ЕПС спостерігалися за молярного співвідношення моно- 
субстратів у суміші 1 :1 , 1, максимально наближеного до теоретично розрахова­
ного. Підвищення концентрації меляси та рафінованої олії у суміші з 1,0 до 
1,5% супроводжувалося збільшенням кількості синтезованих ЕПС і ЕПС- 
синтезувальної здатності у 1,2 і 1,3 раза відповідно. Встановлено можливість 
заміни рафінованої олії у суміші з мелясою на різні типи відпрацьованої 
(після смаження картоплі, м’яса, овочів та змішану). Найвищі показники 
синтезу ЕПС (концентрація ЕПС 14 г/л, ЕПС-синтезувальна здатність 3,5 г 
ЕПС/г біомаси) спостерігалися за умови використання змішаної відпрацьова­
ної олії як для одержання посівного матеріалу, так і біосинтезу ЕПС [27]. 
Одержані нами результати засвідчують можливість створення універсальної 
технології одержання мікробного екзополісахариду етаполану на суміші від­
ходів (меляси та відпрацьованої олії), незалежної від типу та постачальника 
відпрацьованої олії.

Полігідроксиалканоати. Одним із відомих і широко використовуваних 
мікробних полімерів є полігідроксиалканоати (ПГА). Завдяки високій біосу- 
місності та біодеградабельності такі полімери широко використовуються в 
різних сферах діяльності людини [28]. Так, сополімер полі(3-гідроксибути- 
рат-со-4-гідроксибутират) [P(3HB-co-4HB)] застосовується у фармацевтиці та 
як біоматеріал в медицині. Унікальні властивості цього сополімеру зумовлені 
наявністю у його складі мономеру 4-гідроксибутирату (4HB), оскільки він не 
спричиняє запалення тканин, підвищує загальну біосумісність та покращує 
фізичні властивості кінцевого продукту. Тож зусилля науковців спрямовані 
не лише на інтенсифікацію синтезу полімеру, а й на збільшення вмісту в 
ньому мономеру 4-гідроксибутирату (4HB).
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Одним із продуцентів сополімеру [P(3HB-co-4HB)] є штам бактерій Cup- 
riavidus sp. USMAA1020 [28]. Як субстрати для біосинтезу використовували 
суміш олеїнової кислоти з попередниками 4-гідроксибутирату (4HB) (у-бути- 
ролактон, 1,4-бутандіол, 1,6-гександіол) та суміші лише попередників моно­
меру. Встановлено, що за використання суміші олеїнової кислоти з кожним із 
попередників концентрація синтезованого сополімеру збільшилась в 3— 8 ра­
зів, але при цьому вміст мономеру 4-гідроксибутирату (4HB) у складі цільо­
вого продукту знизився на 40—50% порівняно з сополімером, одержаним на 
середовищі з попередниками 4-гідроксибутирату як моносубстратах.

Тому на наступному етапі досліджень автори досліджували синтез сопо­
лімеру [P(3HB-co-4HB)] лише на суміші попередників 4-гідроксибутирату. За 
таких умов культивування концентрація синтезованого сополімеру була на 
30—50% нижчою, ніж за використання суміші попередників мономеру 4HB 
та олеїнової кислоти, проте вміст цільового мономеру у складі сополімеру 
підвищувався до 50—70%, що у 2—2,5 раза більше ніж на відповідних попе­
редниках як моносубстратах. Сополімер з максимальним вмістом (70%) ці­
льового мономеру був отриманий на суміші у-бутиролактону та 1 ,6-гексан- 
діолу, проте концентрація синтезованого полімеру становила лише 0,3 г/л. 
Отже, більш оптимальним варіантом є використання суміші 1,4-бутандіолу і 
1,6-гександіолу, що дає можливість отримати 5,4 г/л сполімеру з вмістом 4HB 
40% [28]. У наступних дослідженнях [29] автори встановили можливість під­
вищення концентрації синтезованого на суміші 1,4-бутандіолу і 1,6-гексан- 
діолу сополімеру до 8,6 г/л (вміст 4HB 35%). Крім того, у [30] було показано 
можливість отримання сополімеру на суміші у-бутиролактону та 1 ,6-гексан- 
діолу з вмістом 4HB 92% за рахунок використання генно модифікованих 
штамів Cupriavidus sp. USMAA1020phaC2-4 та Cupriavidus sp. USMAA1020phaCi020.

Ферменти. Salakkam із співавт. [31] використовували суміш макухи 
соєвих бобів і відвареного рису як субстрату для твердо-фазової ферментації 
Aspergillus oryzae TISTR 3087. За масового співвідношення макухи соєвих 
бобів з відвареним рисом 75:25 активність протеази становила 33 од/г, що у 
11 раз більше, ніж за використання соєвих бобів як моносубстрату.

У [32] досліджували синтез ліпази штамом Yarrowia lipolytica SM7 на 
суміші технічного гліцерину (40 г/л) з оливковою та соєвою олією (5% мас). 
Як зазначають автори, додавання олійних субстратів дало змогу зняти репре­
сію синтезу ліпази гліцерином та інтенсифікувати її утворення. Так, на сумі­
ші субстратів активність ліпази становила 22,45—25,1 од/мл, у той час як на 
моносубстраті гліцерині всього 4 од/мл.

Максимальний синтез фітази (1881,26 од/г міцелію) Sporotrichum thermophile 
досягався на середовищі з 2,5% Tween 80 і 1,0% дріжджового екстракту [33]. У 
той же час під час культивування продуцентана суміші цукрової тростини і 
пшеничних висівок вдалося підвищити активність ферменту в 11,6 раза.

Органічні кислоти. Zheng зі співавт. [34] повідомляють про використання 
залишків Софори жовтуватої (Sophora flavescens) у суміші з змішаними хар­
човими відходами для біосинтезу L-молочної кислоти Lactobacillus casei CICC 
6106. Максимальна концентрація L-молочної кислоти становила 48,4 г/л за
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співвідношення софори і змішаних харчових відходів 1:1,5 і була в 2—4 рази 
вищою, ніж на відповідних моносубстратах.

Propionibacterium acidipropionici CGMCC1.2225 [35] синтезував 21,9 г/л 
пропіонової кислоти на суміші гліцерину та глюкози у молярному співвідно­
шенні 4:1. За умов росту штаму на моно субстратах концентрація цільового 
продукту не перевищувала 11,5— 18,1 г/л.

Автори праці [32] повідомляють про синтез штамом Y. lipolytica SM7 ли­
монної кислоти на суміші технічного гліцерину (40 г/л) з оливковою, соєвою 
олією та моторним мастилом (5% мас.). Встановлено, що використання сумі­
ші технічного гліцерину з оливковою та соєвою олією збільшувало концен­
трацію цитрату на 41 та 90% відповідно. Максимальна концентрація лимо­
нної кислоти (2,3 г/л) досягалася на суміші технічного гліцерину та соєвої 
олії. Додавання ж до технічного гліцерину моторного мастила знижувало 
концентрацію цільового продукту на 58%.

Candida viswanathii ipe-1 синтезує а,ю-додекандіонову кислоту на суміші 
ксилози і глюкози [36]. Здатність штаму до одночасного споживання гексоз і 
пентоз дала змогу розробити авторам ефективний процес біосинтезу а,ю- 
додекандіонової кислоти на суміші гідролізату соломи та н-додекану. За 
таких умов культивування концентрація цільового продукту була на 40% ви­
щою, ніж на моносубстраті глюкозі.

У [37] досліджували синтез бурштинової кислоти за умов росту Entero- 
bacter sp. LU1 на суміші гліцерину і лактози. Концентрація сукцинату стано­
вила 35 г/л за вмісту гліцерину і лактози у суміші 50 і 25 г/л відповідно.

У процесі вирощування Rhizopus sp. IAFB781 на середовищі з 40 г/л гліце­
рину або ксилози концентрація фумарової кислоти становила 6,1 і 19,8 г/л 
відповідно [38]. У той же час використання суміші цих субстратів дало змогу 
підвищити концентрацію цільового продукту до 28 г/л.

Пропандіол. У [39] автори повідомляють про синтез 1,3-пропандіолу 
штамом Klebsiella pneumoniae BA11 на суміші гліцерину та глюкози. Проте 
зазначається, що додавання глюкози в середовище культивування не впли­
нуло на концентрацію синтезованого цільового продукту, а лише збільшило 
на 3—5% концентрацію біомаси порівняно з культивуванням продуцента на 
гліцерині.

Використання глюкози, ксилози та арабінози як ко-субстратів при культи­
вуванні Clostridium diolis DSM 15410 на середовищі з гліцерином супрово­
джувалося збільшення виходу 1,3-пропандіолу (1,3-ПД) на 28%, 19% і 18 % 
відповідно [40]. Під час росту штаму DSM 15410 на гліцерині і суміші цукрів 
(глюкози, ксилози, арабінози у масовому співвідношення 1 :1 :1) також спосте­
рігали підвищення на 19% (до 13,9 г/л) концентрації 1,3-ПД, що свідчить про 
можливість використання суміші гліцерину та лігноцелюлозних гідролізатів 
для отримання 1,3-ПД. Це припущення було підтверджене експериментально: 
за культивування C. diolis DSM 15410 на суміші технічного гліцерину та гід­
ролізату кукурудзяних стебел рівень синтезу 1,3-ПД становив 42,9 г/л, що на 
31% вище, ніж під час росту на гліцерині як моносубстраті [40].

Узагальнені дані про утворення різних продуктів мікробного синтезу на 
змішаних субстратах наведено у табл. 2 .
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Таблиця 2. Використання суміші субстратів для біосинтезу практично цінних 
метаболітів

Цільовий
продукт Продуцент Суміш

субстратів, г/л
Показники

синтезу

Зміна 
показників 

синтезу 
порівняно з 

контролем*, %

Література

1 2 3 4 5 6

Ліпіди

Cryptococcus 
curvatus ATCC 

20509

оцтова 
кислота, 15 + 
пропіонова 
кислота, 5+ 

масляна 
кислота, 10

4,93 г/л оцтова
кислота — 118 [19]

Cryptococcus 
curvatus 

MUCL 29819

оцтова
кислота, 2,4 + 

пропіонова 
кислота, 1,2 + 

масляна 
кислота, 0,4

1,77 г/л — [20]

Lipomyces 
starkeyi DSM 

70296

меляса+апельс 
иновий сік, 40 

за
вуглеводами

0,25 г/г 
біомаси глюкоза — 109 [21]

Rhodospori- 
dium toruloides 

DSMZ 4444
глюкоза, 30 
гліцерин, 30 11 г/л. — [22]

Wickerhamo-
myces

anomalus

глюкоза, 10 + 
відпрацьована 

олія, 5 
(після 

смаження 
картоплі, риби 

та м’яса)

0,62 г/л глюкоза — 103 [23]

Yarrowia
lipolytica
JMY4086

меляса, 245 + 
технічний 
гліцерин, 

100**
16 г/л — [24]

Yarrowia 
lipolytica SM7

технічний 
гліцерин, 40 + 
оливкова олія, 

5 (% мас)
6,13 г/л гліцерин — 

117 [32]

Пулулан
Aureobasidium

pululans
201253

крохмаль, 80 + 
сахароза, 20 55 г/л

крохмаль — 
157

сахароза — 79
[25]

Протеаза
Aspergillus 

oryzae TISTR 
3087

залишки 
соєвих бобів + 

відварений 
рис (концен­
трація вугле­

водів 19,6 мг/г 
субстрату)

33 од/г соєві боби — 
1170 [31]
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Продовження табл. 2
1 2 3 4 5 6

Ліпаза Yarrowia 
lipolytica SM7

технічний 
гліцерин, 40 + 
соєва олія, 5 

(% мас)
22,45 од/мл гліцерин — 

560 [32]

Біоетанол
Enterobacter 

aerogenes 
ATCC 29007

манітолу, 16 + 
гліцерин, 20 32,1 г/л гліцерин — 

617 [41]

Біоводень

Thermoanaero
bacterium

thermosaccha-
rolyticum
KKU-ED1

ксилоза, 5 + 
арабіноза, 5 3,5 л/л,

ксилоза — 249 
арабіноза — 

193
[42]

Консорціум
мікроорга­

нізмів

технічний 
гліцерин, 15 + 

жмих від 
виробництва 

пальмової олії, 
2 (% мас)

0,27 л/л гліцерин — 
540 [43]

Молочна
кислота

Lactobacillus 
casei CICC 

6106

жмих софори 
жовтуватої 

(Sophora fla- 
vescens) 4 (% 

мас) + змішані 
харчові відхо­
ди 6 (% мас)

48,4 г/л
жмих

софори — 480 
харчові 

відходи — 133
[34]

Пропіонова
кислота

Propioni-
bacterium

acidipropionici
CGMCC1.2225

гліцерин, 3,2 
% +

глюкоза, 0,8 % 
(об’ємна 
частка)

21,9 г/л
гліцерин — 

121
глюкоза — 190

[35]

Лимонна
кислота

Yarrowia 
lipolytica SM7

технічний 
гліцерин, 40 + 
оливкова олія, 
5% (об’ємна 

частка)

2,3 г/л гліцерин — 
192 [32]

Пропандіол
Klebsiella

pneumoniae
BA11

гліцерин, 6% + 
глюкоза, 0,6% 

(об’ємна 
частка)

9,3 г/л
гліцерин — 

112
глюкоза — 930

[39]

Полігідрокси-
алканоат

Cupriavidus sp. 
USMAA1020

1,4-бутандіол, 
0.5 % + 1,6- 

гександіол, 0,2 
(% мас)

5,4 г/л
1,4-бутан 

діол — 340 
1,6-гексан 

діол — 675
[28]

Примітки: *контроль (100%) —  показники синтезу на моносубстратах; ** —  кінцева 
концентрація субстрату; «— » —  дані не наведено.

Висновок
Отже, представлені результати показують доцільність використання су­

міші ростових субстратів для підвищення синтезу практично важливих
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мікробних метаболітів, а також засвідчують необхідність правильного вибору 
субстратів і коректного визначення молярного співвідношення їх концен­
трацій для забезпечення максимальної інтенсифікації процесу.
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