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ОСОБЛИВОСТІ МЕТАЛ(}ЛІЗМУ
АСІМЕТО В АПТЕК щ. \ЬЛВ БЛФ$5 \хІДЧеьС

ВИРОІЦУВА)ІНЯ НА СУМ'ІІП'І С:--С.-СУБСТ'РаДІ'ІВ
Встанотена. ЧО в )мовах м котрофного росту Лс іге:ог)асlег $р. В-7В05 на суміші агіе-

тахпЧ цахпфію \ гіпоюзм акіпм«цієікь ацехч\ш-КоАшмтетши \ фосфоєжфічзп)Фцвал\с\хwтстши
6Чхм І \Ч 'райе, ачоказчімівх с\х\цтезІ М Іфобмого екзопоійцвкф\йф фпамованф мйлже ) 'І рази

}гижчими, иіж на суміші.ацетатііу коііхю і мюкозіі. Припусксається. що позитивна роль каті-
ожів кипр\ю може ио!\маіпм ' Чх -участка в ацінмвиом'9 іпфамсиорт\ ачетатпВ в к іЧінмци

АсіпеlоЬасіеі' $р. В-7005. Підвищення синтезу етополану в разі шрощування продуцента на
сумі'иі шергеті.чно дфіцитних (аце«гат + глюкоза) і енергетично нерівкоЧіннщ (етатюд р

+ глюкоза) субстротів зумошено посшенням гпюконеогиезу. ЧО засеідчми фунщіоііутнм
двох анашфотичцих !иііжів (шіоксшатного Чету і піруваткорбоксилазної реащіі). а та-
кож підшценм активності фосфоенолпіруватсинтетази порівняно з культивуванням бок-
терій нв вІДріов Днкіх мокосубстратт.

Кл ю ч о в і сл о в о: еюорголіііікриди, міксотрофний р ст. с)тіт с7бсгмрвт в, глюконео-
генез. актибність ферментів. ценіпртьний метаболізіь4.

Раніше ми показали можливість підвищення синтезу екзопопіцукриду
(ЕПЦ) етаполану в процесі культивування ЛсїргеґоЬвсґе/" $р. В-7005 на суміші
енергетично нерівноцінних (етанол + тю.юза) і енергегично дефіцитних (аце-
тат + гіііокбза) ростових субстрайвЕ6, 7, ІЗ], встановлено можливість заміни
глюкози у змішаному субстраті на дешевший субстрат мепясуіІІ], розробле-
но підходи до усунення лімі'іування С2-метаболізму в умовах міксотрофного
росту продуцента на суміші Са---Сб-субстрайвЕ12І, встановлено умови куль-
тицвання .4с пе/оЬас/еґ $р. В-7005, що забезпечують максимально повну кон-
версію вуглецю обох субстрайв у ЕПЦ. ЦІ дослідження дали змогу реалізу'
ватт без зниження показників синтез етаполану на незабуференому середо-
вищі, в якому вміст солей бу)ю знижено у 2--3 рази. У процесі вироіііування
продуцента на змішаних субсїратах кЬькість синтезованого етаполану, його
вихід відносно біомаси і субсірату були майже у 2 рази вищими порівняно з
кіиьтивуванням на віІшовідних моносубстратах. У попередніх дослідженнях
[1 0] проаналізовано активністю ключоЬих ферментів С2----Сб-метаболізму під
час культивування ЛсіргеґоЬас/ег $р. В-7005 на суміші етанолу і глюіюзи, про-
те умови міка(лрофного росту бактерМ, в яких спостерйається найвищий
синтез етаполану, на той час ще не б)ли встановлені.

Ч

{

4

© Т.П. Пирог, Ю.В. Корж, Н.В. Висявцька, 2007

18 І$$М 0201-8462. Мікробіод. зісурн., 2007, Т. 69, Жя 4



[(
ґ'

Ґ

{

}

Ч

І

Мета цієї роботи -- порівняльне дослідження особливостей центрально-
го метабоііізму в разі вирощування Лс пеґоЬасґер $р. В-7005 в умовах, що за-
безпечують макєимаш.ний синтчез и'апшануна с:іагіші С2'славу'к (дииа7; ка-
нал) Ґ глюкози та ва'ановлення механізмів, які підвищують синтез ЕЛЦ по-
рівняно з відповщними моносубстратами.

Матеріали і методи. Об'тти дотіджень. Як об'єкт досліджень вико-
ристовували ЕПЦ-синтезувальний штам бактерй Лс ле/оЬасґвґ $р. 12$ [1],
депонований в Депозитарії мікроорганізмів Інсти'бугу мжробіології і вірусо-
логії ім. Д.К. Заболотного НАН України під номером В-7005.

К)иьтг4Фвант баю7герlй здйснювали в і©лбах на качалці(220 06/хв) при
30 'С, рН 6,8--7,0 упродовж 16---96 год на рідких мінеральних середовищах
такого складу, г/л: середовище І : КН2РО4 -- 3,4; КОН. -- 0,9; ЬЇН4){О3 -- 0,3;
М8$О4 7Н20 --0,4; СаСlІ2 2Н20 -- 0,І ; Ге$О4 7Н.20 -- 0,001 ; середовище
2: аналогічне середовищу І, в якому МН4МОз замМено на еквімолярну за азо-
том концентрацію Міі4СІ. У середовища додатково вносили 0,5 %(за об'умом)
дріжджового автоліза:іу і 0,0006 % пантотенату кальцію.

Як ;ркершо вуглецю та енергії використовували манаії концентрацією
0,75 % (об. частка), ациат натрію -- І,І % (мас. частка), глюкозу -- 0,75 %
(мас. частка), суміш етанолу і глюкози у співвідношенні 1 : 1 (0,75 % : 0,75 %),
а також суміш ацетату натрію (І, І %) і глюкози (0,75 %), ацетату калію (І ,З %)
і глюкози(0,75 %). Концентрації ацетату натрйо і ацетату калію були еквімо-
лярні за вутлецем концентрації етанолу, Як посівний матеріал використову-
вали ісуль:гуру з експоненційної фази росту(1 8--24 год), вирощену на сере-
довищі І або 2, що містила як джерело вуглецю і енергії глюкозу(0,5 %),
ацетат натрію (0,7 %) або ацетат калію (0,8 %).

Концентрацію біомаси(АСБ) і ефективність трансформації вуглецю суб-
сіратів у ЕПЦ(кількість синтезованих ЕПЦ, вихід ЕПЦ від субстрату, ЕПЦ-
синтезувальна здатність) визначали, як описано у працях [4, 6, 1 1 , 12].

Ежзгшатг/чн антізи. Отримання безклітинних екстрактів здійснювали,
як.описано раніше [10]. Активністю аца'ил-КоА-синтетази (6.2. 1. 1), ацетат-
кінази(2.7.2.1), 1зоцитратліази(4.1 .3.1), малатсинтази(4.1 .3.2), 13оцитратде-
гідрогенази ( 1 . 1 . 1 .42), 2-оксоі:лутаратдегідрогенази ( 1 .2.4.2), піруватдегідро-
гена5Ь (1 .2.2.2), піруваткарбоксилази (6.4. 1.1), фосфоенолпіруватсинтетази
(ФЕП-синтиази) (2.7.9.2) визначали, як описано у працях [9, 10].

Сlтатистичну обробку експериментальних даних проводіили за Г.Ф. Ла-
кіниміЗ]. Достовірність результатів дослщжень оцйювапи згідно з /-критерієм
Стьіодента при 5%-му рівні зна'!ущосй.

Результати та їх обговорення. У попередніх дослітсеннях [13] ми по-
казали, що у процесі вирощування продуцента етапоііану на сумшіі ацетату
натрію і глюкози показники синтезу ЕПЦ були у 1,5--2,0 рази вищими, ніж
піД час ісулбтивування бактерий на відповідних моносубстратах. При цьому
концентрація іитіонів натрію, яку вносити у середовище у віп=пяді СНзС00Ма,
становила 134 мМ. РанішеЕ5, 8] було встановлено, що у процесі ку)іьтиву-
вання Лсіпе/оЬасґеґ $р. В-7005 на середовищі з ианолом катіони натрію є
Інгібіторами активності ацеіил-КоА-синтиази -- фермента, за участю якого
ацетат залучається до метаболізму. Так, за наявносй 100 мМ Маь акшвнієіь
цього ферменту знижувалась у 2 разиЕ8]. У зв'язку з цим з метою запобЬ'ан-
ня накопичення ацетату в ісульггуральнМ родині і підвищення синтезу ЕПЦ
під час вироїїіування про21ущента етапу)гану на а'анолі з середовища були
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виключені катіони натрію [5, 8]. Оскільки активаторами ацетил-КоА-синте-
тази є канони каліюЕ8], ми припустили, що під час вироіііування Лс пе/оЬас/ег
$р. В-7005 на суміші ацетату калію і глюкози показники синтезу етаполану
б)21уть вищими, ніж за наявності у змішаному субєтраті ациату натрію. Од-
нак проведені дослідження показали, що заміна ацетату натрію на еквімо-
лярну за вуглецем концентрацію аца'ату калію супроводжувалась знижен-
ням кількості синтезованих ЕПЦ, ЕПЦ-синтезувальної щатності і вихаlИ ЕПЦ
від субстрату в 1,6--1,8 разів (табл. І). Варто зазначити, що таку зако-
номірність спостерігали незалежно від способу підгаювки посівного мате-
ріалу. За умови використання іноіфіящ, вирощеного на ацетаті(порівняно із
посівним матеріалом, вирощеним на глюкозі), незначно підвищилися усі по-
казники синтезу ЕПЦ як на суміші ацетату натрію і глюкози, так і ацетату
калію й глюкози (таба. І).

Для пояснення таких несподіваний результатів аналізували єктивність
ферментів метаболізму аиетату(ациил-КоА-синтетази та ацетаткінази) і к)по-
чового ферменту глюконеогенезу (ФЕП-син'гетази) під час культивування
продуцента етапу;гану на середовищі з глюкозою й ацетатом натрію і калію.
Попередні дослщження [5] показали наявність у клітинах Лсірге/оЬвс/вг $р.
В-7005, вирощених на етанолі, крім ацетил-КоА-синтетази й ациаткінази,
проте ацетаткіназна активность була невисокою (1 0 -- 1 5 нмоль / (хв . мг бика))
і не могла мати ісюгного значення для метаболізму ацетату під час ку)іьтиву-
вання бактерий на етанолі. Однак цйіком імовірно, що у процесі росту проду-
цента етапопану на ацматі саме ацетаткіназа може забезпечувати катаболізм
цього субстрату Результати ензимологічних досліджень наведено у таба. 2.

Синтез егаполяну на суміші ацегату і глюкози
Таблиця І

Джерело вуглеию
у середовищі

кул.ьіівуваккя, %

Джерело вуглецю
пц час отримання

Ьокум'гу, %
ЕПЦ на
здатність, г ЕЇІЦ /г

АСБ

Вихід ЕПЦ
від

%

Ацетат калію, І,З +
+ глюкоза, 0, 75

Ацетат каті)ію,.І,І +
+ глюкоза, 0,75

Глюкоза, 0,5
Ациат вмію, 0,8
Глюкоза, 0,5
Ацетат натрію, 0,7

5,35
5,50
9,00
9,50

8,90
9,20

14,5
15,8

35,0
36,0
59,6
63,0

П р и м іт к а. Тут і в табл. 2: посівнііїй мамріал отримували і куіьтивування здйснювали яа
середовищі 2.

Т абл иця 2
Активніиь ацм'ил.КоА-синтмази І ФЕП-синтаази під час рому Лс/пвґодвсігг $р.

В.7005 на суміші ацл'ату і глюкози

Джерело вугдеіlю у середо-
%вищі ©=

Джерело вуглецю
під час отриманій

%

Активнісв, жаль/(хв ' ш' білка)
ацииії КоА ФЕП

кінази

Адемт вмію, І,З +
+ глюкоза, 0,75 Глюкоза, 0,5

Ацетат калію, 0,8
Еттол, 0,5
Глюкша, 0,$
Ацетат натрію, 0,7
Етаіїоя, 0,5

1 8,7
19,4

17,3
!7,9
18,1

16,7

35,7
45,8
37,2
424,0
735,8

625,2

134,0

435,6
179,9

3977,0

і734,9

Ацетт натрію, І,І +
+ глюкоза, 0,75
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Як видно з цих даних, ацетаткіназна активность залишалася на рівні і 7--
1 9 нмоль / (хв . мг білка) незалежно від способу пригаіування іноісуляту і на-
явності у змішаному субстраті ацетату калію чи натрію. У процесі к)зіьтиву-
вання Лсі/ге/оЬас/е/" $р. В-7005 на суміші ацетату натрію і глюкози активністю
ацетил-КоА-синтетази і ФЕП-синтетази була більш ніж у ІO разів вищою
порівняно з вирощуванням бактерий на суміші ацетату калію і глюкози. Та.
ким чином, встановлено позитивний вплив катіонів натрію на метаболізм
ациату і синтез етаполану пщ час росту продуцента на суміші ацетату і глю-
кози. Нині причини, що зумовлююгь це явище, залишаються невідомими.
Проте для його пояснення ми можемо висунути таке припущення. Якщо у
,4сіпе/оЬас/ег $р. В-7005 ацетат поглинається шляхом активного транспорту. з
використанням енергії протонрушійної сили, як це встановлено дііїя багатьох
бактерий [2], то катіони натрію можуть брати участь у створенні сонних
градієнтів на мембрані, необхідних для генерації протонного потенціалу.
Виясненню цього питання б)путь присвячені наші подальша дослідження.

На наступному етапі вивчали активность ферментів центрального миа-
болізму пй час культивування прадуцента етаполану на моно- і зміціаних
субстратах (табл. 3, 4). Наведені дані підтверджують отримані нами раніше
[4, 6, 10] результати про те, що незалежно віц природи джерела вуглецевого
живлення клітини ,4с/пеґог)ас/е/" $р. В-7005 характеризуються достатньо ви-
сокою активністю ферментів С2---Сб-миаболізму. Так, у шітинах бактерий,
вирощених на етанолї чи ацетатї, виявлено високу піруватдегідрогеназну і
піруваткароокс:илазну активністю, а у клітинах, вирощених на глюкозі, --
високу активность ацетил-КоА-синтетази, ФЕП.синтетази і ферментів гліок-
силатного циклу. Варто зазначити, що наявність активності ферментів
С2'метаболізму в клітинах Лс ?геґоЬас/ег $р. В-7005 у процесі росту на моно-
субстраті(глюкозі) зумовлена використанням посівного матеріалу, вироще-
ного на ациаті (табл. 3, 4). Раніше [4] ми встановили, що під час ісультиву'
вання прсіцуцента етаполану на глюкозі за наявності мінорних концентрацій
(0,01--0,2 %) С2-сполук або в разі використання іноісуляту, вирощеного на
С2-субстратах, вщбувається індукція глюконеогенезу.

Порівняльний аналіз активності ферментів центрального метаболізму в
різних умовах культивування Лс/пе/оЬас/ег $р. В-7005 на суміші етанолу і
глюкози, наведений нами раніше [10] і у цій праці, свйчить, що активность
ферментів анаплеротичних шляхів і глюконеогенезу короіює з показниками
синтезу етаполану. Так, ЕПЦ-синтезувальна здатність на суміші етанолу і
глюкози в умовах Іфіьтивування, опитаних раніше [10], становила 3--4 г
ЕПЦ/ г АСБ, а пй час росту в умовах, наведених у цій праці, підвищувалагь
до 5--7 г ЕПЦ/ г АСБ. При цьому вищою була й активністю піруваткарбок-
силази і ФЕП-синтетази. Використання посівного матеріалу, вирощеного на
ацетаті (таба. 4) замість інокуляту з м'ясопептонного агару [10], супровод-
жувалось підвищенням у 1,5--2,0 рази активное'і ацетил-КоА-синтетази в
умовах міксотрофного росту бактерий на суміші етанолу і глюкози. При цьо-
му незалежно від способу підготовки посівного матеріалу під час росту
Лсірге/ог)вс/ег $р. В-7005 на суміші етанолу і глюкози (табл. З і [10]) спосте-
рй'али зниження активності обох ферментів гпіоксилатіlЬго циклу порівняно
з ісультивуванням на моносубстраті -- етанолі. ЦІ результати можуть засвід-
чити, що ацепіл-КоА, утворений в ацепїл-КоА-синтегазній реакції, залучаєть-
ся до метаболізму переважно через цикл трикарбонових кислот.
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Водночас у разі вирощування Лсіпе/оЬас/вг $р. В-7005 на суміші аііетг:іу
і глюкози активность ферментів гліоксилатного циклу підвищувалась(у 2 ра-

зи -- малатсинтази і 10разів -- Ізоцитратліази) порівняно з 'щ'-"ву-ан"'м
на відповідних моносубмратах(таба. З). У процесі росту бактерий на сере-
довищі з ацетатом і глюкозою мало місце зниження в 1,2--1,4 раза актив-
ності піруваткарбоксилази і ферменйв циклу трикарбонових кихот порівняно
з вирощуванням на ациаті(табл. З). Разом з тим на суміші етанолу і глюкози
(таба. 4) спостерй'али підвищення у 1,3--3,0 рази активності Ьоцитратдегід-
рогенази і 2-оксоглутаратдегідрогенази порівняно з культивуванням на ета-
нолі. Таким чином, роль гліоксилатного циклу в метаболізму Лс ?їеґоЬасґеґ $р.
В-7005 на суміші ацетату і глюкози істагніша, ніж на суміші ианолу і глюкози .

Під час вирощування продуцента етаполану на суміші ациату і глюкози
акгивність піруваткарбоксилази хоч і знижувалася порівняно з кулбтивуван'
ням на моносубстратах, проте залишалася доволі високою -- 33 14,8 нмоль /
(хв . мг бика)(таба. З). Отже, одночасне функціонування двох анаплеротич-
них ішіяхів(гліоксилатного циклу і піруваткарбоксилазної реакції) можуть
свідчить на користь посилення глюконеогенезу в процесі росту Лсіпе/оЬвс/е/"
$р. В-7005 на суміші С2-- Сб'сполук. Дійсно, акгивність ФЕП.синтетази на
змішаних субстратах була значно вищою, ніж на моносубстратах (таба. 3, 4).

Сс
віс

Таблиця З

Активиість деяішх ключовий ферментів С2 -- Сб.метііболізму під час вирощування
Лс:пио&всґегдр. В-7805 на ациаті натрію(І,І %), глюкозі(0,75 %) і суміші цих субд'ратів

Е:З
аіе

Акіивність, кмоль /(хв ' ю' бМа) під час ка

суміші ацеіату і глюкозиг;їюко31

Іце}
уЗlс
(егг

Аиемл.КоА.синтетаза
Ізоцифатліаза
Малатсиктаза

Ізоцитратдегідрогежва
2-0кєог;!утаратдех'ідрогежаза
Піруватгіеїіярогеяаза
Піруваїкарбоксіїііазг
ФЕІІ-синтеїаза

П р и м іт к и. Тут і в мбд. 4: куlьтквувжнlя здійджюваяві жа єередовив6 2; їїоєівішй макріаіі
сугримуваш ка «родовищі 2 з ацетаюм мафію(0,7 %).

Таблиця 4
Акгивжіиь деяких фермерів центральної'о мааболізму під чае Іфльтивування

Лс&іеґобвсіеі' $р. В-7005 на панелі (0,75 %), глюкозі (0,75 %) і сумЬМ цих субпр8тів
аци
бьи

оно
Лс&

знЧ
кои
нир

вир

Акмвнісв, іпколь/(хв ' мг білка) під час на

суміші еїаїіоху і г;!юкозиемкоМ

Аиетил-КоА-синіетаза
Ізоштратліаза
Малатсинтаза

Ізоцитратдегідрогеназа

2-0ксоглутаратдегідрогеназа
ІІіруватде!'ідрогежаза
!Ііруваткарбокси;база
С>ЕЇі.синдуїшд

І©н

1636,1 69,6 735,8

83,4 70,6 855,6
148,4 !54,! 295,9

3682,7 $38!,5 3063,5

760,0 Ї479,І 508,6
138,3 Ї 13,6 140,3

4557,3 4972,9 3314,8
2272,5 1 18,1 3977,0

273,5 86,7 198,6

247,4 54,6 33,2
209,3 64,1 41,5
762,7 !350,5 !965,4
78,4 $84,8 324,3
! 12,7 105,7 428,3

20$,З зоо,з 384,7
і056,7 486,7 1565,3



У літературі є дані щодо Інтенсифікації росту і синтезу біомаси
Со/7пеЬас/ег ит 8/и/атітт на суміші ацетату і глюкозиіі 7]. Автори встано-
вили, що прискорення росту корінебактерій за цих умов зумовлене тим, що
ацм'ат використовувався для генерації енергії, а глюкоза -- для конструктив-
ного метаболізму. Так, ацетил-КоА утворювався переважно з ацетату і лише
незначна його кйькість -- у піруватдегідрогеназній реакції [] 7]. У процесі
росту С. 8/и/атісит на суміші ацетату і глюкози анаплеротичною послідов.
ністю реакцій, що поповнююгь вміст С4-дикарбонових кислот, слугував гліок-
силатний цикл, а ФЕП-карбоксилазна і піруваткарбоксилазна реакції не функ-
цюнували. отримані нами результати ензимологічних досліджень можуть
вказувати на те, що під час вирощування Лс пе/оЬас ег $р. В-7005 на суміші
ацетату і глюкози вутлець обох субстратів використовується як в енергетич-
ному, так і конструктивному метаболізму.

У нашій попередній праці [10] ми звертали увагу на високу активность
піруваткарбоксилази в клітинах Лс /ге/оЬвс/ег $р. В-7005, вирощених на ета-
нолі. У процесі росту на вуглеводах цей фермент каталізує анаплеротичну
реакцію утворення оксалоацетату з пірувату, яка є незворотноюЕ1 5]. Доте-
пер у літературі є лише кілька повідомлень про здатніа'ь піруваткарбоксила-
зи здійснювати декарбоксилювання оксалоацетату [1 4, 1 6, 1 7]. Так, активность
піруват- і ФЕП-карбоксилази реєєщрували під час росту С. 8/и/атітт на
ацетаті [17], проте фізіологічна роль цих ферментів у разі вирощування ко-
рінебактерій на С2-субстраті залишається невідомою.

Отже, унасліцок проведеної роботи встановлено, що одночасне функціо-
нування гліоксилатного циклу і піруваткарбоксилазної реакції, а також підви-
щення активності ФЕП-синтетази засвйчує посилення глюконеогенезу в
умовах міксотрофного ростуЛс/р7е/оЬас/вр' $р В-7005 на суміші С2-субстратів
(етанол, ацетат) і глюкози порівняно 3 19тіьтивуванням бактерий на моносуб-
єтратах.

Т.П. Пирог', Ю.В. Кораіс2. Н.В. Висятецкая'
* Национальньій университе' пищевьїх техсїїологий, Киев

2 Институт микробиологии к вирусолоі'іш НАН Украинпі, Киев

ОСОБЕННОСТИ МЕТАНО)]ИЗМА ЛСіг\€70ВЛС?ЕХ Ф. ИМВ В-7085
ПРИ ВЬІЕАЩИВАНИИ НА СМЕСИ С,--.С..СУБСТРДТОВ

Установлено, что в ушовиях миксотрофного роста Лсііге огргїсґег $р. В-700$ на смеси
аііетата натрия и їіаокозьі актиівность аlіеіил.КоА<иктеі©ьл и фосфознохдкрувтс!!жива!
бьіііі{ в ІO раз, а показатели синтеза микробного 9кзополисахарида иаполана почти в 2 раза
ниже, чем на смеси ацеїма калиія и їіпокозьї. ІІредполаі'ается, что положитетная роль кам-
онов жатрия может заключаться в их участии в активном транспорте ацетата в клетки
Лсіпеґо&асґег $р. В-7005. 11овьішение синтеза з'гапалана при вьірапііівании продуценїа на смеси
зкергєікчески дефицижжх (ацеlгг + пхюкоза) и зжермжески кержноцежньіх {зїтол + тю
коза) субсгратов обушовлено усилением тюконеогенфа, о чєм сваі.дегельсгвовало функции'
нирование двух анаплеромческих путей(глиокстатого цикла и пируваікарбокстазиой ре-
акции), а также повьішете акмвносм фосфознотируватсжтемзьі по'ф,внєнию с куіЕьтк-
вировжием бактерий на соответа'вующих моносубсіратах.

К л ю ч е в ьі е с л о в а: зкзополиєахаридьі, миксогрофньїй рост, смесь субстратов, їуїю-
конеогенф, актвность ферменітов, цеіїїральтій мемболизм.
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