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ВЛИЯНИЕ ОДНОВАЛЕНТНЫХ КАТИОНОВ НА СИНТЕЗ 
ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

A CINE TOB A CTER CALCOA СЕ TIC US 1MB В-7241 

Исследовано влияние одновалентных катионов на активность ключевых фермен-
тов С ̂ -метаболизма у продуцента поверхностно-активных веществ (ПАВ) Acinetobacter 
calcoacetictis 1MB В-7241, выращенного на этаноле. 

Установлено, что катионы калия являются ингибиторами пирролохинолинхинон-зависи-
мых алкоголь- и ацетальдегиддегидрогеназ, ферментов биосинтеза поверхностно-активных 
аминслипидов (IiАДФ*-зависимой глутаматдегидрогеназы) и гликолипидов (фосфоеналпиру-
ват(ФЕП)-карбоксикиназы), а катионы аммония - активаторами этих ферментов и ФЕП-
карбоксилазы. Снижение в среде культивирования концентрации катионов калия до I мМ и 
повышение содержания аминного азота до 10 мМ в результате замены нитрата калия на 
эквимолярную по азоту концентрацию мочевины сопровождалось увеличением активности 
ферментов метаболизма этанола и биосинтеза ПАВ, а также повышением в 2 раза услов-
ной концентрации поверхностно-активных веществ. 
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Ранее было показано, что Acinetobacter calcoaceticus 1MB В-7241, выделенный 
нами из загрязненных нефтью образцов почвы, образует низкомолекулярные по-
верхностно-активные вещества (ПАВ) при росте на гидрофобных и гидрофильных 
субстратах [10]. Отметим, что штамм 1MB В-7241 является интересным и необыч-
ным как с биотехнологической, так и биологической точек зрения по следующим 
причинам. 

Во-первых, большинство представителей рода Acinetobacter синтезируют высо-
комолекулярные ПАВ, обладающие эмульгирующими, но не поверхностно-активны-
ми свойствами [5, 13]. Наиболее изученными на сегодняшний день являются эмуль-
сан (продуцент Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, новое название - A. venetianus 
RAG-1 [5], A. calcoaceticus BD4), алазан (продуцент A. radioresistens К53 и КА53), 
дисперсан (продуцент A. calcoaceticus А2). По химической природе указанные 
биосурфактанты представляют собой комплексы внеклеточных полисахаридов и 
белков. Лишь недавно [18] в литературе появилось одно из первых сообщений о 
способности представителей рода Acinetobacter синтезировать низкомолекулярные 
ПАВ, однако только при культивировании на гидрофобных субстратах. 

Во-вторых, изолированный нами штамм 1MB В-7241 образует ПАВ при выра-
щивании на этаноле. Отметим, что на сегодняшний день в литературе практически 
отсутствуют сведения о способности микроорганизмов синтезировать низкомоле-
кулярные поверхностно-активные вещества на этом субстрате. Ранее нами была 
показана возможность образования ПАВ штаммом Rhodococcus erythropolis 1MB 
Ас-5017 как на гидрофобных (гексадекан, жидкие парафины), так и гидрофильных 
(глюкоза, этанол) субстратах [3, 10, 12]. 

В-третьих, A. calcoaceticus 1MB В-7241 синтезирует необычные по химическому 
составу ПАВ, представляющие собой комплекс нейтральных, амино- и гликолипи-
дов [11], причем гликолипиды представлены трегалозомиколатами - метаболитами, 
характерными для бактерий рода Rhodococcus, но не Acinetobacter [13]. Способ-
ность A. calcoaceticus 1MB В-7241 синтезировать трегалозомиколаты подтверждена 
также и энзимологическими исследованиями [1]. 
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В-четвертых, исследование особенностей С2-метаболизма A. calcoaceticus 1MB 
В-7241 показало наличие у штамма ферментов, не характерных для представите-
лей рода Acinetobacter [1]. К таким ферментам относятся прежде всего 4-нитрозо-
Ы,К-диметиланилин(НДМА)-зависимые алкоголь- и ацеталъдегиддегидрогеназы, 
пирролохинолинхинон(ПХХ)-зависимая ацетальдегиддегидрогеназа, АТФ-зави-
симая фосфоенолпируват(ФЕП)-карбоксикиназа и трегалозофосфатсинтаза. От-
метши, что наличие НДМА-зависимых алкоголь- и ацетальдегидцегидрогеназ у 
грамотрицательных бактерий нами установлено впервые. НДМА-зависимые алко-
гольдегидрогеназы были обнаружены в 90-х годах XX ст. у некоторых грамположи-
тельных бактерий (Mycobacterium gastri, Rhodococcus rhodochrons, R. erythropolis, 
Rhodococcus sp. и Amycolatopsis methanolica) [16]. Это новый тип никотинопротеи-
новых (НАД(Ф)Н-содержащих) алкогольдегидрогеназ, в реакции выявления кото-
рых в качестве искусственного акцептора электронов используется 4-HHrp030-N,N-
диметиланилин. Они содержат в качестве активного сайта связанный НАД(Ф)Н, 
который является кофактором, но не коферментом этих дегидрогеназ. 

Цель данной работы - выявление возможных активаторов и ингибиторов клю-
чевых ферментов С2-метаболизма у A. calcoaceticus 1MB В-7241 с последующей 
модификацией состава среды культивирования для интенсификации синтеза повер-
хностно-активных веществ. 

Материалы и методы. Объект исследования - штамм A. calcoaceticus К-4, за-
регистрированный в Депозитарии микроорганизмов Института микробиологии и 
вирусологии НАН Украины под номером 1MB В-7241. 

Бактерии выращивали на жидкой минеральной среде следующего состава (г/л): 
K N 0 3 - 1,0, NaCl - 1,0, Na2HP04 ' 12Н20 - 0,6, КН2Р04 - 0,14, MgS0„'7H20 - 0,1, вода 
дистиллированная - до 1 л, рН 6,8-7,0 (среда 1), а также на среде 2, аналогичной 
по составу среде 1, за исключением KNO,. Вместо KN03 в среде 2 использовали 
(NH2)2CO В эквимолярной по азоту концентрации. В одном из вариантов в среду 2 
дополнительно вносили дрожжевой автолизат - 0,5 % (по объему) и раствор микро-
элементов - 0,1 % (по объему [ 11 ]). В качестве источника углерода и энергии исполь-
зовали этанол в концентрации 1-2 % (по объему). Посевной материал - культура из 
середины экспоненциальной фазы роста (48 ч), выращенная на средах указаного 
выше состава с 0,5 % этанола. Количество инокулята - 5 % от объема засеваемой 
среды (104~105 клеток/мл). Культивирование осуществляли в 750 мл колбах со 100 
мл среды на качалке (220 об/мин) при 30 °С в течение 24-120 ч. 

Показатели роста и синтеза ПАВ - концентрация биомассы, поверхностное на-
тяжение (os) свободной от клеток культуральной жидкости, условная концентрация 
ПАВ (ПАВ*, безразмерная величина), индекс эмульгирования культуральной жид-
кости (Е24, %) определяли, как описано в наших предыдущих работах [2, 10, 11, 
12]. 

Для получения бесклеточных экстрактов бактериальную суспензию, полученную 
после культивирования A. calcoaceticus 1MB В-7241 в жидкой минеральной среде, 
центрифугировали (4000 g, 15 мин, 4 °С). Осадок клеток дважды отмывали от остат-
ков среды 0,05 М К+-фосфатным буфером (рН 7,0), центрифугируя (4000 g, 15 мин, 
4 °С). Отмытые клетки ресуспендировали в 0,05 М К+-фосфатном буфере (рН 7,0) и 
разрушали ультразвуком (22 кГц) 3 раза по 40 с при 4 °С на аппарате УЗДН-1 (Рос-
сия). Дезинтеграт центрифугировали (12000 g, 30 мин, 4 °С), осадок отбрасывали, 
надосадочную жидкость использовали в качестве бесклеточного экстракта. 

Активность ПХХ-зависимой алкогольдегидрогеназы (КФ 1.1.2.8, ранее 
КФ 1.1.99.8) и ПХХ-зависимой альдегиддегидрогеназы (КФ 1.2.99.3) определяли 
по восстановлению дихлорфенолиндофенола в присутствии феназинметасульфата 
при 600 нм с этанолом и ацетальдегидом как донором электронов соответственно. 
Активность никотинопротеиновой (НАД(Ф)Н-содержащей) алкогольдегидрогеназы 
(КФ 1.1.99.36) и ацеталъдегиддегидрогеназы (КФ 1.2.99) измеряли спектрофотомет-
рически по восстановлению 4-нитрозо-Ы,Ы-диметиланилина при 440 нм с этанолом 
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и ацетальдегидом как донорами электронов соответственно, как описано в наших 
предыдущих работах [1, 10, 12]. 

Активность ацетаткиназы (КФ 2.7.2.1), ацетил-КоА-синтетазы (КФ 6.2.1.1), изоцит-
ратлиазы (КФ 4.1.3.1), цитратсинтазы (КФ 2.3.3.1, ранее КФ 4.1.3.7), аконитатгидрата-
зы (КФ 4.2.1.3), изоцитратдегидрогеназы (КФ 1.1.1.42), 2-оксоглутаратдегидрогеназы 
(КФ 1.2.4.2), малатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.37),сукцинатдегидрогеназы(КФ 1.3.99.1), 
фумаратгидратазы (КФ 4.2.1.2), оксалоацетатдекарбоксилазы (КФ 4.1.1.З.), глутамат-
дегидрогеназы (КФ 1.4.1.4 и 1.4.1.2), ФЕП-синтетазы (КФ 2.7.9.2), ФЕП-карбокси-
киназы (КФ 4.1.1.49), ФЕП-карбоксилазы (КФ 4.1.1.31), трегалозофосфатсинтазы 
(КФ 2.4.1Л 5) анализировали, как описано ранее [ 1,2,10, 12]. 

При проведении энзиматических анализов использовали реактивы фирмы 
«Merck» (Германия): этанол, ацетальдегид, додеканаль, феназинметасульфат; 
«Fluka» (Швейцария): НАД, уридин-5'-дифосфатглтокоза, коэнзим А; «Serva» (Гер-
мания): дихлорфенолиндофенол, лактатдегидрогеназа, АДФ, изоцитрат; остальные 
реактивы фирмы «Sigma» (США). 

При исследовании влияния катионов калия, натрия и аммония на активность 
ферментов отмывание клеток, ультразвуковую обработку и определение активности 
ферментов осуществляли в 0,05 М трис-фосфатном буфере (pH 7,0). Концентрация 
катионов в реакционной смеси составляла 25, 50 и 100 мМ. Катионы вносили в ре-
акционную смесь в виде 20 %-ньгх растворов KCl, NaCl и NH4C1. 

Содержание белка в бесклеточньгх экстрактах рассчитывали по Брэдфорд [6], ак-
тивность ферментов определяли при 28-30°С - температуре, оптимальной для роста 
A. calcoaceticus 1MB В-7241. 

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений 
в экспериментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили, как описано ранее [1,2, 10, 12]. Различия средних показате-
лей считали достоверными при уровне значимости р<0,05. 

Результаты. В предыдущих наших работах [1, 2] было показано, что у 
А. calcoaceticus 1MB В-7241, растущего на этаноле, функционирует неполный цикл 
трикарбоновых кислот (не обнаружена активность 2-оксоглутаратдегидрогеназы), 
и в то же время выявлена высокая активность как изоцитратдегидрогеназы, так и 
изоцитратлиазы. Более того, несмотря на наличие ферментов глиоксилатного цик-
ла, в клетках штамма 1MB В-7241 обнаружена и дополнительная анаплеротическая 
реакция, катализируемая ФЕП-карбоксилазой. Такие результаты этимологических 
исследований могут свидетельствовать о биосинтетической роли цикла трикарбо-
новых кислот у А. calcoaceticus 1MB В-7241, в частности, его участии в образовании 
поверхностно-активных аминолипидов. 

Для проверки этого предположения на первом этапе исследований анализирова-
ли активность НАД(Ф)+-завнсимой глутаматдегидрогеназы - фермента, катализиру-
ющего восстановительное аминирование 2-оксоглутаратдегидрогеназы с образова-
нием глутамата и принимающего участие в биосинтезе аминокислот глутаматного 
семейства (табл. 1). В табл. 1 представлены также данные об активности ферментов 
биосинтеза поверхностно-активных птиколипидов (трегалозомиколатов) у штамма 
1MB В-7241. 

Полученные результаты (табл. 1) согласуются с нашими предыдущими данными 
[1] и свидетельствуют о высокой активности в клетках А. calcoaceticus 1MB В-7241, 
выращенных на этаноле, НАДФ+-изоцитратдегидрогеназы (фермента цикла трикар-
боновых кислот), изоцитратлиазы и ФЕП-карбоксилазы (ферментов двух различных 
анаплеротических путей). Логичным подтверждением наличия такого набора фер-
ментов (при отсутствии 2-оксоглутаратдегидрогеназы) явилась достаточно высокая 
(879 нмоль мин"'мг1 белка) активность НАДФ+-глутаматдегидрогеназы (табл. 1). 
Таким образом, энзиматические исследования подтвердили способность штамма 
1MB В-7241 к синтезу поверхностно-активных аминолипидов. 
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Таблица 1 

Активность ферментов анаплеротических реакций и биосинтеза 
поверхностно-активных веществ у А. сакеасе?ки$ 1МВ В-7241 

Фермент 

Активность (имоль-мин"'-мг' белка) в бесклеточных 
экстрактах, полученных из клеток, находящихся 

Фермент 
в начале экспоненциальной 

фазы 
в конце экспоненциальной 

фазы 

Изоцитратлиаза 540±27 478±23 

ФЕП-карбоксилаза 556±27 467±23 

ФЕП-карбоксикиназа 450±22 394±!9 

ФЕП-синтетаза 2173±108 1406±70 

Трегалозофосфатсинтаза 0 46±2 

НАДФ+-зависимая 
изоцитратдегидрогеназа 498±24 48б±24 

2-Океоглутарат-
дегидрогеназа 0 0 

НАДФ+-зависимая 
глутаматдегидрогеиаза 879±44 855±42 

НАД-зависимая 
глутаматдегидрогеиаза 0 0 

Примечания. Продолжительность культивирования 24 и 72 ч (начало и конец 
экспоненциальной фазы роста соответственно). Табл. 1-3: культивирование осуществляли 
на среде 1, содержащей 1 % этанола. 

В синтезе поверхностно-активных трегалозомиколатов у А. сЫсоасеИсш 1МВ 
В-7241 принимают участие оба ключевых фермента глюконеогенеза (табл. 1). От-
метим, что к концу экспоненциальной фазы роста в клетках бактерий наблюдалось 
снижение активности ФЕП-синтетазы и увеличение трегалозофосфатсинтазной ак-
тивности (табл. 1). 

На следующем этапе исследовали влияние катионов калия, аммония и натрия на 
активность ключевых ферментов ассимиляции этанола у штамма 1МВ В-7241. Со-
гласно предыдущим данным [1] окисление этанола и ацетальдегида у данных бакте-
рий осуществляется ПХХ- и НДМА-зависимыми дегидрогеназами. 

Как видно из представленных в табл. 2 данных, с увеличением концентрации 
катионов калия в реакционной смеси наблюдалось существенное снижение актив-
ности ПХХ-зависимых ферментов. Так, в присутствии 100 мМ К+активность этих 
дегидрогеназ уменьшалась в 2,5-2,9 раза по сравнению с таковой без катионов. Ак-
тиваторами ПХХ-зависимых дегидрогеназ оказались катионы аммония, причем по 
мере увеличения концентрации МН4

+ активность этих ферментов также повышалась. 
Катионы натрия в концентрации 25 и 50 мМ повышали активность ПХХ-зависимой 
алкогольдегидрогеназы, в то время как при всех исследуемых концентрациях Ма' 
наблюдалось снижение активности ПХХ-зависимой ацетальдегидцегидрогеназы в 
1,5 раза. 

Отметим, что НДМА-зависимая алкогольдегидрогеназная активность практи-
чески не изменялась в присутствии всех изученных одновалентных катионов, а ак-
тивность НДМА-ацетальдегиддегидрогеназы незначительно (в 1,2-1,3 раза) увели-
чивалась при наличии в реакционной смеси катионов калия и натрия (табл. 2). 

Дальнейшие исследования показали, что активность ферментов цикла трикарбо-
новых кислот у А. сакоасеИсш 1МВ В-7241 практически не изменялась в присутс-
твии катионов калия, натрия и аммония. 
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ВПЛИВ ОДНОВАЛЕНТНИХ КАТІОНІВ НА СИНТЕЗ 
ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН 

ACINЕТОВАCTER CALCOACETICUS 1MB В-7241 

Р е з ю м е 
Досліджено вплив одновалентних катіонів на активність ключових ферментів С2-мета-

болізму у продуцента поверхнево-активних речовин (ПАР) Acinetobacter calcoaceticus 1MB 
В-7241, вирощеного на етанолі. 

Встановлено, що катіони калію є інгібіторами піролохінолінхінон-залежних алкоголь- і 
ацетальдегіддегідрогеназ, ферментів біосинтезу поверхнево-активних аміноліпідів (НАДФ+-
залежної глутаматдегідрогенази) і гліколіпідів (фосфоенолпіруват(ФЕП)-карбоксикінази), а 
катіони амонію - активаторами цих ферментів і ФЕП-карбоксилази. Зниження у середовищі 
культивування концентрації катіонів калію до 1 мМ і підвищення вмісту амінного азоту до 
10 мМ в результаті заміни нітрату калію на еквімолярну за азотом концентрацію сечовини 
супроводжувалося збільшенням активності ферментів метаболізму етанолу і біосинтезу ПАР, 
а також підвищенням у 2 рази умовної концентрації поверхнево-активних речовин. 

К л ю ч о в і с л о в а : Acinetobacter calcoaceticus 1MB В-7241, метаболізм етанолу, інтен-
сифікація біосинтезу, поверхнево-активні речовини, ключові ферменти. 
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EFFECT OF UNIVALENT CATIONS ON SYNTHESIS 
OFSURFACTANTS 

BY ACINETOBACTER CALCOACETICUS IMV B-7241 

S u m m a r y 
The effect of univalent cations on activity of key enzymes of C2-metabolism has been investigated 

in the producer of biosurfactants, Acinetibacter calcoaceticus IMV B-7241 grown on ethanol. It was 
established that potassium cations are inhibitors of pyroquinolinequinone-dependent alcohol- and 
acetaldehyde dehydrogenases, the enzymes of biosynthesis of surface-active aminolipids (NADP-
dependent glutamate dehydrogenase) and glycolipids (phosphoenopyruvate(PhEP)-carboxikinase), 
while ammonium cations are activators of these enzymes and PhEP-carboxylase. A decrease of 
potassium cations concentration in the cultivation medium to 1 mM and increase of the content 
of amine nitrogen to 10 mM as a result of potassium nitrate substitution by equimolar, as to 
nitrogen, urea concentration were accompanied by the increase of activity of enzymes of ethanol 
metabolism and SAS biosynthesis, as well as by the 2-fold increase of conditional concentration of 
the biosurfactants. 

The paper is presented in Russian. 

K e y w o r d s : Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241, ethanol metabolism, biosynthesis 
intensification, biosurfactants, key enzymes. 
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