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АНОТАЦІЯ 

Вороненко А.А. Біоконверсія суміші відпрацьованої олії та С2-С6–

субстратів у мікробний екзополісахарид етаполан. – Кваліфікаційна наукова 

праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора філософії за 

спеціальністю 162 Біотехнологія та біоінженерія – Національний університет 

харчових технологій Міністерства освіти та науки України, Київ, 2022. 

Мікробні екзополісахариди (ЕПС) завдяки своїм фізико-хімічним 

властивостям та функціональним характеристикам впродовж десятиліть успішно 

використовуються в різноманітних галузях промисловості. При цьому 

справжнього комерційного успіху досягнули лише деякі з них (ксантан, декстран, 

пулулан та інші), а переважна більшість даних біополімерів продовжують 

перебувати на початкових стадіях фундаментальних досліджень та становлять 

виключно науковий інтерес. Головним чином це пов’язано з їхньою високою 

собівартістю та низькою концентрацією цільового продукту. 

Очевидно, що для вирішення даних проблем необхідно проводити пошук 

дешевої сировини для отримання полісахаридів та загалом здійснювати 

комплексну оптимізацію умов культивування. З літератури відомо, що одним з 

перспективних способів підвищення показників синтезу мікробних метаболітів 

являється використання суміші ростових субстратів. 

Дисертаційна робота присвячена встановленню особливостей інтенсифікації 

синтезу полісахариду етаполану при рості штаму Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на 

суміші рафінованої соняшникової олії та С2-С6–субстратів (ацетат, етанол, 

меляса), а також дослідженню можливості заміни рафінованої олії у змішаному 

субстраті на відпрацьовану. 

У дисертаційній роботі вперше продемонстровано можливість підвищення 

показників синтезу етаполану на суміші енергетично надлишкових субстратів. За 

молярного співвідношення концентрацій етанолу та рафінованої олії у суміші 

1:0,056, максимально наближеного до теоретично розрахованого (1:0,076), 
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концентрація полісахариду була у 2,6-2,8 разів вищою порівняно з такою на 

відповідних моносубстратах. У той же час на основі теоретичних розрахунків 

енергетичних потреб синтезу ЕПС і біомаси Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на 

енергетично дефіцитному субстраті (ацетат) визначено, що молярне 

співвідношення концентрацій ацетату натрію та олії у суміші, за якого 

досягається максимальний синтез ЕПС, становить 1:0,13. 

Встановлено, що незалежно від типу С2-субстрату у суміші з олією під час 

культивування продуцента спостерігалося відхилення рН культуральної рідини 

від оптимального для синтезу етаполану рівня (7,0-8,0). Для стабілізації рН 

проведено заміну у середовищі амонійного джерела азоту, транспорт якого у 

клітини бактерій відбувається антипортом з протоном і супроводжується 

підкисленням культуральної рідини, на нітратне, що транспортується симпортом з 

протоном. Додаткове зниження початкової концентрації олії та С2-субстратів у 

середовищі культивування з наступним дробним внесенням у процесі 

вирощування продуцента на їх суміші супроводжувалося підвищенням синтезу 

полісахариду у 1,5-6 разів. 

Завдяки нейтралізації попередньо гідролізованої меляси у суміші з олією 

досягнуто додаткового підвищення показників синтезу етаполану на 20-25 %. 

Встановлено можливість заміни рафінованої соняшникової олії у суміші з 

ацетатом, етанолом або мелясою на різні типи відпрацьованої (після смаження 

картоплі, м’яса, овочів та змішаної після смаження різних продуктів). При цьому 

продемонстровано, що підвищення з 1,6 до 5,0 мМ вмісту катіонів магнію, які є 

активатором ацетил-КоА-синтетази − ключового ферменту С2-метаболізму у 

Acinetobacter sp. IMВ B-7005, у середовищі з відпрацьованою олією та С2-

субстратами супроводжувалося підвищенням синтезу етаполану на 11-58 %. 

Розроблено технології одержання етаполану на суміші відпрацьованої 

соняшникової олії та С2-С6−субстратів (ацетат, етанол, меляса), що включають: 1) 

вирощування інокуляту на моносубстраті відпрацьованій олії; 2) використання як 

джерела азоту нітрату калію; 3) підвищення у середовищі культивування вмісту 
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Mg
2+

 до 5 мМ; 4) дробне внесення субстратів. Реалізація таких підходів дала 

змогу підвищити синтез етаполану до 16-18 г/л, що вище за показники, отримані 

на відповідних олієвмісних моносубстратах (12-14 г/л), або суміші глюкози 

(меляси) та С2-С4−субстратів (ацетат, етанол, фумарат) (10-14 г/л). 

Одержані результати засвідчують можливість розробки універсальної 

технології одержання етаполану на суміші відпрацьованої олії та                              

С2-С6−субстратів, незалежної від типу та постачальника пересмаженої олії. 

Ключові слова: бактерія, Acinetobacter, процес культивування, 

позаклітинні полімери, синтез полісахариду етаполан, ростові субстрати, 

метаболічна активність, рН, олія. 
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SUMMARY 

Voronenko A.A. Bioconversion of waste oil and C2-C6–substrates mixture 

into microbial exopolysaccharide ethapolan. – Qualifying scientific work on the 

rights of the manuscript. 

Dissertation for the degree of Doctor of Philosophy in specialty 162 

"Biotechnology and Bioengineering" – National University of Food Technologies of the 

Ministry of Education and Science of Ukraine, Kyiv, 2022. 

Due to its physicochemical properties and functional characteristics, microbial 

exopolysaccharides (EPS) have been successfully used in various industries for decades. 

At the same time, only some of them (xanthan, dextran, pullulan, etc.) have achieved a 

real commercial success, while the vast majority of these biopolymers are still in the 

initial stages of fundamental research and are of exclusively scientific interest. This is 

mainly due to their high cost and low concentration of the target product. 

Obviously, to solve these problems, it is necessary to search for cheap raw 

materials for the polysaccharides production and, in general, to carry out complex 

optimization of cultivation conditions. It is known from the literature that one of the 

promising methods for increasing the indicators of microbial metabolites synthesis is 

the use of a mixture of growth substrates. 

The dissertation is devoted to the establishment of the peculiarities of 

intensification of polysaccharide ethapolan synthesis during growth of the strain 

Acinetobacter sp. IMV B-7005 on the mixture of refined sunflower oil and C2-C6–

substrates (acetate, ethanol, molasses), as well as the investigation of the possibility of 

replacing refined oil in the mixed substrate with a waste one. 

In the dissertation, for the first time, the possibility of increasing the synthesis 

rates of ethapolan on the mixture of energy-excessive substrates was demonstrated. At 

the molar ratio of concentrations of ethanol and refined oil in the mixture of 1:0.056, as 

close as possible to the theoretically calculated (1:0.076), the concentration of 

polysaccharide was 2.6-2.8 times higher compared to that on the corresponding 

monosubstrates. At the same time, based on theoretical calculations of the energy 
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requirements of EPS and biomass of Acinetobacter sp. IMV B-7005 synthesis on the 

energy-deficient substrate (acetate) it was determined that the molar ratio of 

concentrations of sodium acetate and oil in the mixture, at which the maximum EPS 

synthesis was achieved, should be 1:0.13. 

It was established that regardless of the type of C2-substrate in the mixture with 

oil during the cultivation of the producer, a deviation of the pH of the culture liquid 

from the optimal level for the ethapolan synthesis (7.0-8.0) was observed. In order to 

stabilize pH, an ammonium source of nitrogen, which transport into bacterial cells takes 

place by antiport with proton and is accompanied by acidification of the culture liquid, 

was replaced with a nitrate source, transported by symport with proton. An additional 

decrease in the initial concentration of oil and C2-substrates in the culture medium 

followed by fractional application during producer growth on their mixture was 

accompanied by an increase in polysaccharide synthesis by 1.5-6 times. 

Due to neutralization of the pre-hydrolyzed molasses in the mixture with oil, an 

additional increase in the parameters of the ethapolan synthesis by 20-25% was 

achieved. 

The possibility of replacing refined sunflower oil mixed with acetate, ethanol, or 

molasses with different types of waste oil (after frying potatoes, meat, vegetables, and 

mixed after frying various products) has been established. At the same time, it was 

demonstrated that an increase in the content of magnesium cations from 1.6 to 5.0 mM, 

which are an activator of acetyl-CoA synthetase − the key enzyme of C2-metabolism in 

Acinetobacter sp. IMV B-7005, in the medium with waste oil and C2-substrates, was 

accompanied by an increase in the ethapolan synthesis by 11-58%. 

Technologies for the ethapolan production on the mixture of waste sunflower oil 

and C2-C6–substrates (acetate, ethanol, molasses) have been developed, which include: 

1) growing the inoculum on a waste oil monosubstrate; 2) using potassium nitrate as a 

nitrogen source; 3) increasing the content of Mg
2+

 in the culture medium to 5 mM; 

4) fractional application of substrates. The implementation of such approaches made it 

possible to increase the ethapolan synthesis to 16-18 g/l, which is higher than the 
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indicators obtained on the corresponding oil-containing monosubstrates (12-14 g/l), or 

the mixture of glucose (molasses) and C2-C4–substrates (acetate, ethanol, fumarate) (10-

14 g/l). 

The obtained results testify to the possibility of developing a universal technology 

for ethapolan production on the mixture of waste oil and C2-C6–substrates, independent 

of the type and supplier of refried oil. 

Key words: bacteria, Acinetobacter, cultivation process, extracellular polymers, 

synthesis of polysaccharide ethapolan, growth substrates, metabolic activity, pH, oil. 
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ВСТУП 

Обґрунтування вибору теми дослідження. Щорічно в світі відкриваються 

нові та поглиблено досліджуються вже відомі продуценти мікробних 

екзополісахаридів (ЕПС) [108, 147, 195]. Значний інтерес до даних практично 

цінних полімерів зумовлений здатністю до змінення реологічних характеристик 

водних систем та наявністю різноманітних біологічних властивостей 

(бактерицидна, протизапальна, протипухлинна та ін. [22, 108, 149, 192]), завдяки 

яким вони знаходять застосування в різноманітних галузях промисловості, від 

харчової до нафтопереробної [16, 37, 50]. 

Незважаючи на це впродовж десятиліть в основному продовжують 

використовуватися одні й ті самі комерційно успішні біополімери [16, 50]. Так, 

обсяги виробництва лише одного найбільш відомого ЕПС ксантану становлять 

понад 6 % від світового ринку мікробних полісахаридів [16]. Решту між собою 

поділяють декстран [36], гелан [48], альгінат [4], леван [163], пулулан [26], 

сукциноглюкан [72]. 

У той же час більшість нових мікробних ЕПС, за деякими винятками [103], 

продовжують перебувати на початкових стадіях фундаментальних досліджень та 

становлять виключно науковий інтерес [194]. Навіть наявність унікальних 

практично цінних властивостей [106, 144, 149] не гарантує їхнього успішного 

промислового впровадження [52, 137]. Основним лімітуючим фактором при 

цьому є висока собівартість цільового продукту, яка в біотехнологічному 

виробництві продуктів мікробного синтезу головним чином визначається 

кінцевою концентрацією полімеру, а також вартістю та ефективністю споживання 

джерела вуглецю [50, 136]. 

Оскільки вартість поживного середовища може становити до половини 

собівартості кінцевого продукту [32, 86, 113], ефективним підходом для її 

зниження є використання дешевих субстратів, які зазвичай представлені 

різноманітними вуглеводвмісними відходами агропромислового комплексу (різні 

види меляси та цукрових сиропів [8, 11, 93, 120, 126, 136, 162, 175, 181], залишки 
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фруктів та овочів [6, 12, 30, 74, 75, 107, 115, 133, 150, 174], лігноцелюлозні 

відходи [23, 54, 87, 188] тощо). 

Переважна більшість таких відходів містить у своєму складі кілька джерел 

вуглецю та енергії, які можуть використовуватися продуцентами як ростові 

субстрати. Відомо, що у разі одночасного споживання кількох субстратів (за умов 

міксотрофного росту) спостерігається зменшення непродуктивних втрат вуглецю 

субстратів та підвищення ступеню їх біоконверсії у цільовий продукт [14, 203]. 

Раніше було продемонстровано можливість інтенсифікації біосинтезу 

екзополісахариду етаполану (продуцент Acinetobacter sp. ІМВ В-7005) на суміші 

енергетично нерівноцінних (глюкоза та етанол, глюкоза та фумарат) та 

енергетично дефіцитних (глюкоза та етанол) ростових субстратів [203]. У цих 

дослідженнях встановлено, що можна суттєво зменшити кількість 

експериментальних робіт завдяки попередньому теоретичному розрахунку 

оптимального молярного співвідношення концентрацій субстратів у суміші [203]. 

Суттєвою перевагою етаполану порівняно з іншими відомими в світі 

мікробних ЕПС є можливість його одержання не тільки на широкому наборі С2-

С6–моносубстратів (етанол, ацетат, органічні кислоти, глюкоза, меляса), а й 

різноманітній олієвмісній сировині. Так, нещодавно показано можливість синтезу 

полісахариду на рафінованих та відпрацьованих оліях (соняшниковій, оливковій, 

кукурудзяній, ріпаковій) [71]. 

При цьому найвищі показники синтезу етаполану досягалися за умов росту 

продуцента на пересмаженій (відпрацьованій) соняшниковій олії, що робить її 

перспективним дешевим енергетично надлишковим моносубстратом для 

використання у змішаних субстратах [131]. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна 

робота виконана на базі кафедри біотехнології та мікробіології Національного 

університету харчових технологій (НУХТ) згідно держбюджетної наукової 

тематики кафедри «Розробка високоефективних ресурсозберігаючих 

біотехнологій з метою їх впровадження у мікробіологічну, фармацевтичну та 
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харчову промисловість» (2014-2018 рр., № державної реєстрації 0114U003437) та 

«Біотехнологічний потенціал мікроорганізмів природних та техногенних 

екосистем» (2019-2023 рр., № державної реєстрації 0119U001485). 

Мета і завдання дослідження. 

Мета дисертаційної роботи – дослідити можливість біоконверсії суміші 

рафінованої і відпрацьованої соняшникової олії та С2-С6–субстратів (ацетат, 

етанол, меляса) у мікробний екзополісахарид етаполан та встановити умови 

культивування Acinetobacter sp. ІМВ В-7005, які б забезпечували максимальні 

показники синтезу цільового продукту на цих змішаних субстратах. 

Для досягнення поставленої мети необхідно було виконати наступні 

завдання: 

– теоретично розрахувати та експериментально перевірити оптимальне 

молярне співвідношення концентрацій енергетично нерівноцінних (рафінована 

олія та ацетат) моносубстратів для синтезу етаполану на їх суміші; 

– встановити оптимальні умови культивування Acinetobacter sp. ІМВ В-7005, 

що забезпечують максимальну трансформацію вуглецю олії та ацетату в 

етаполан; 

– визначити енергетичні потреби синтезу ЕПС та біомаси на суміші 

енергетично надлишкових (олія та етанол) субстратів та розрахувати молярне 

співвідношення концентрацій під час культивування продуцента етаполану на їх 

суміші; 

– визначити шляхи інтенсифікації синтезу етаполану на суміші олії та 

етанолу за оптимального молярного співвідношення концентрацій цих 

моносубстратів у суміші; 

– дослідити можливість заміни рафінованої олії у змішаних С2-С6–субстратах 

на відпрацьовану; 

– дослідити синтез етаполану на суміші відпрацьованої олії після смаження 

різних продуктів та меляси, ацетату або етанолу; 
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– дослідити реологічні властивості препаратів етаполану, синтезованих на 

суміші відпрацьованої олії та С2-С6–субстратів. 

Об’єкти досліджень – ЕПС-синтезувальний штам Acinetobacter sp. ІМВ В-

7005, мікробний полісахарид етаполан. 

Предмет досліджень – процес синтезу етаполану на суміші рафінованої або 

відпрацьованої соняшникової олії та С2-С6–субстратів (ацетат, етанол, меляса), 

реологічні властивості етаполану. 

Методи досліджень. Під час виконання дисертаційної роботи 

використовували такі методи досліджень: біотехнологічні (культивування штаму 

Acinetobacter sp. ІМВ В-7005); фізико-хімічні (визначення концентрації 

полісахариду, рН, реологічних властивостей розчинів етаполану); мікробіологічні 

(визначення концентрації біомаси, морфолого-культуральних ознак бактерій); 

математичні (статистична обробка результатів досліджень MS Excel, Mathcad). 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше встановлено можливість 

інтенсифікації синтезу мікробного полісахариду етаполану на суміші енергетично 

надлишкових субстратів. За молярного співвідношення концентрацій етанолу та 

рафінованої олії у суміші 1:0,056, максимально наближеного до теоретично 

розрахованого (1:0,076), кількість етаполану була у 2,6-2,8 разів вищою порівняно 

з такою на відповідних моносубстратах. 

На основі теоретичних розрахунків енергетичних потреб синтезу ЕПС і 

біомаси Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на енергетично дефіцитному субстраті 

(ацетат) визначено, що молярне співвідношення концентрацій ацетату натрію та 

олії у суміші, за якого досягається максимальний синтез ЕПС, становить 1:0,13. 

Показано, що зниження початкової концентрації олії та С2-субстратів у 

середовищі культивування з наступним дробним внесенням у процесі 

вирощування продуцента на їх суміші супроводжувалося підвищенням синтезу 

етаполану у 1,5-6 разів. 

Встановлено, що підвищення з 1,6 до 5,0 мМ вмісту катіонів магнію, які є 

активатором ацетил-КоА-синтетази − ключового ферменту С2-метаболізму у 
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Acinetobacter sp. IMВ B-7005, у середовищі з відпрацьованою олією та С2-

субстратами супроводжувалося підвищенням синтезу етаполану на 11-58 %. 

Нейтралізація попередньо гідролізованої меляси у суміші з олією дала змогу 

додатково підвищити показники синтезу етаполану на 20-25 %. 

Встановлено, що заміна у середовищі культивування Acinetobacter sp. IMВ 

B-7005 амонійного джерела азоту, транспорт якого у клітини бактерій 

відбувається антипортом з протоном і супроводжується підкисленням 

культуральної рідини, на нітратне, що транспортується симпортом з протоном, 

дало змогу підвищити кількість етаполану на суміші відпрацьованої олії та С2-С6–

субстратів завдяки підтриманню рН на оптимальному для біосинтезу ЕПС рівні. 

Практичне значення отриманих результатів. Встановлено можливість 

заміни рафінованої соняшникової олії у суміші з ацетатом, етанолом або мелясою 

на різні типи відпрацьованої (після смаження картоплі, м’яса, овочів та змішаної 

після смаження різних продуктів). 

Розроблено технології одержання етаполану на суміші відпрацьованої 

соняшникової олії та С2-С6–субстратів (ацетат, етанол, меляса), що включають: 

1) вирощування інокуляту на моносубстраті відпрацьованій олії; 2) використання 

як джерела азоту нітрату калію; 3) підвищення у середовищі культивування 

вмісту Mg
2+

 до 5 мМ; 4) дробне внесення субстратів. Реалізація таких підходів 

дала змогу підвищити синтез етаполану до 16-18 г/л, що вище ніж на відповідних 

олієвмісних моносубстратах (12-14 г/л), або суміші глюкози (меляси) та С2-С4–

субстратів (ацетат, етанол, фумарат) (10-14 г/л). 

Спосіб одержання екзополісахариду захищено патентом України на винахід – 

UA 120560 C2. Публікація 26.12.2019. 

Показано, що розчини етаполану, синтезованого згідно розроблених 

технологій, не поступаються за реологічними властивостями розчинам ЕПС, 

одержаного на суміші рафінованої олії та С2-С6–субстратів, а також 

відпрацьованій олії як моносубстраті. 
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Результати наукових досліджень впроваджені у навчальний процес як модулі 

навчальних дисциплін «Новітні тренди у природоохоронних технологіях», 

«Інтенсифікація технологій мікробного синтезу» та «Змішані субстрати у 

природних умовах та біотехнологічних процесах» для підготовки докторів 

філософії за спеціальністю 162 «Біотехнології і біоінженерія». 

Особистий внесок здобувача. Дисертація є самостійною роботою автора. 

Дисертантом проаналізовано іноземну та вітчизняну наукову літературу з 

досліджуваної проблеми, проведено теоретичні розрахунки оптимального 

молярного співвідношення концентрацій моносубстратів у суміші та проведено 

відповідні експериментальні дослідження, узагальнено отримані 

експериментальні дані, проведено їхній порівняльний аналіз з літературними 

даними. 

Планування експериментальних робіт, їх аналіз, підготовка публікацій за 

результатами досліджень проходили за безпосередньої участі наукового керівника 

доктора біологічних наук, професора Пирог Т.П. 

Визначення показників росту і синтезу полісахариду етаполану 

(концентрація біомаси, кількість синтезованого ЕПС) на суміші олії та змішаних 

С2-С6–субстратів здійснювалися спільно з магістром кафедри біотехнології і 

мікробіології НУХТ Ярош М.Б. та аспірантом кафедри біотехнології і 

мікробіології НУХТ Івахнюком М.О., які є співавторами публікацій. 

Апробація матеріалів дисертації. Основні матеріали дисертаційної роботи 

було представлено на Міжнародній науково-практичній конференції «Universum 

View» (Краматорськ, Україна, 2018); ІІ Міжнародній науково-практичній 

інтернет-конференції «Біотехнологія: досвід, традиції та інновації» (Київ, 

Україна, 2018); Всеукраїнській науково-практичній конференції «Майбутній 

науковець» (Сєвєродонецьк, Україна, 2018, 2019, 2020); ІІ Всеукраїнській 

науково-практичній конференції з міжнародною участю «Стратегії інноваційного 

розвитку природничих дисциплін: досвід, проблеми та перспективи» 

(Кропивницький, Україна, 2019); 85 International scientific conference of young 
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scientists and students «Youth scientific achievements to the 21st century nutrition 

problem solution» (Kyiv, Ukraine, 2019); V Всеукраїнської наукової конференції 

студентів «Наукова Україна» (Дніпро, Україна, 2019); VIIІ, ІХ, X Міжнародній 

науково-технічній конференції «Наукові проблеми харчових технологій та 

промислової біотехнології в контексті Євроінтеграції» (Київ, Україна, 2019, 2020, 

2021); VІІІ Міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні досягнення 

фармацевтичної технології і біотехнології» (Харків, Україна, 2019); VIІІ 

Міжнародній науково-практичній онлайн конференції студентів, аспірантів та 

молодих вчених «Біотехнологія: звершення та надії» (Київ, Україна, 2019); 

Международной конференции молодых ученых «Фундаментальные исследования 

и инновации в молекулярной биологии, биотехнологии, биохимии» (Алматы, 

Республика Казахстан, 2019); 86, 87, 88 Міжнародній науковій конференції 

молодих учених, аспірантів і студентів «Наукові здобутки молоді – вирішенню 

проблем харчування людства у XXI столітті» (Київ, Україна, 2020, 2021, 2022); 

XXІI Всеукраїнській науковій конференції молодих учених «Актуальні проблеми 

природничих і гуманітарних наук у дослідженнях молодих учених «Родзинка – 

2020» (Черкаси, Україна, 2020); XVІ, XVІІ Міжнародній науковій конференції 

студентів і аспірантів «Молодь і поступ біології» (Львів, Україна, 2020, 2021); 

Міжнародній науково-практичній конференції «Перспективні матеріали та 

інноваційні технології: біотехнологія, прикладна хімія та екологія» (Київ, 

Україна, 2020); ХІV Всеукраїнській науково-практичній конференції 

«Біотехнологія ХХІ століття» (Київ, Україна, 2020); Республиканской научной 

конференции «Современные проблемы генетики, геномики и биотехнологии» 

(Ташкент, Республика Узбекистан, 2020); V, VI Міжнародній науково-практичній 

інтернет-конференції «Технологічні та біофармацевтичні аспекти створення 

лікарських препаратів різної направленості дії» (Харків, Україна, 2020, 2021); VІ 

Міжнародній науковій конференції студентів, аспірантів та молодих вчених 

«Актуальні питання розвитку біології та екології» (Вінниця, Україна, 2020); І, ІІ 

міжнародній науково-практичній Інтернет-конференції «Проблеми та досягнення 
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сучасної біотехнології» (Харків, Україна, 2021, 2022); ХVІ Всеукраїнській 

науково-практичній конференції студентів, аспірантів і молодих вчених 

«Біотехнологія XXI століття» (Київ, Україна, 2022). 

Публікації. За результатами роботи опубліковано 39 наукових праць, у тому 

числі 8 статей, серед яких 1 – у науковому виданні країн Європейського Союзу 

(міжнародна індексація Scopus та Web of Science); 7 – у наукових фахових 

виданнях України за спеціальністю 162 Біотехнології та біоінженерія, з яких – 1 

стаття у журналі бази даних Web of Science, категорії «А»; 30 тез доповідей – 

опублікованих у вітчизняних та закордонних науково-практичних конференціях; 

одержано 1 патент України на винахід. 

Структура роботи. Дисертаційна робота складається з вступу, 6 розділів, 

висновків, списку використаних джерел (204 найменування), 3 додатки. Основні 

матеріали викладено на 145 сторінках тексту, який містить 20 таблиць та 8 

рисунків. 
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РОЗДІЛ 1. ШЛЯХИ ПІДВИЩЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ТЕХНОЛОГІЙ 

СИНТЕЗУ МІКРОБНИХ ЕКЗОПОЛІСАХАРИДІВ 

Оптимізація біотехнологічних процесів являється ефективним інструментом 

для зниження собівартості мікробних екзополісахаридів (ЕПС) та підвищення 

їхнього виходу в процесі виробництва в промисловому масштабі, що загалом 

призводить до підвищення конкурентоспроможності на світовому ринку даних 

практично цінних полімерів [137]. В контексті промислового виробництва навіть 

незначне підвищення показників синтезу цільового продукту або зниження його 

вартості може мати істотну фінансову вигоду, особливо в довгостроковій 

перспективі. 

Відомо, що вихід ЕПС значною мірою варіюється в залежності від умов 

культивування та природи продуцента. При цьому власне процес культивування є 

складним та комплексним, а на його ефективність одночасно впливають ряд 

біологічних та фізико-хімічних факторів [16, 50, 157, 160]. Серед них найбільш 

вагомими є умови культивування та «природа» продуцента. 

1.1. Встановлення оптимальних умов культивування 

Умови культивування, за яких досягаються максимальні показники синтезу 

ЕПС, являються індивідуальною для кожного продуцента комбінацією фізико-

хімічних факторів (тип джерела вуглецю та азоту, співвідношення C/N, 

мінеральний склад поживного середовища, температура, рН, тривалість 

культивування, швидкість та ефективність масообмінних процесів тощо) [160]. 

Велика кількість змінних призводить до того, що оптимізація процесу не може 

обмежуватися варіюванням однією змінною або встановленням оптимальних 

значень виключно для одного фактору [16]. 

Для вирішення даного завдання необхідне проведення ґрунтовних 

експериментальних робіт, які за підходом до планування досліджень можна 

умовно поділити на однофакторні, під час яких проводиться вивчення впливу 

параметрів одного фактору варіювання, та багатофакторні, коли одночасно 
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досліджується взаємодія декількох факторів та їх вплив на процес культивування 

[49, 78, 96]. 

1.1.1. Поетапна оптимізація біосинтезу полісахаридів з використанням 

однофакторних досліджень 

Проведення експериментів, в яких одночасно здійснюється варіювання 

лише однією змінною (one variable at a time) є найбільш простим способом 

встановлення  умов культивування, максимально наближених до оптимальних. 

Зазвичай в таких дослідженнях проводиться послідовне визначення типу та 

концентрації джерела вуглецю та азоту, рН, температури та оптимальної 

тривалісті культивування. 

Так, Elova зі співавт. [41] встановили, що оптимальним для синтезу ЕПС 

молочнокислими бактеріями Lactobacillus plantarum Eb-2 є проведення 

культивування при рН 5,5 та температурі 37 °С у середовищі з сахарозою (2 %) та 

пептоном (1 %) впродовж 48 год. За таких умов культивування концентрація 

полісахариду була у 3,6 разів вищою за показники на базовому середовищі. Варто 

зазначити, що в даних експериментах для вирощування продуцента 

використовували середовище, приготоване на молочній сироватці, яке за рахунок 

наявності катіонів Mn
2+

 сприяє додатковому підвищенню біосинтетичної 

активності молочнокислих бактерій [41]. 

Схожі результати було отримано при досліджені впливу складу поживного 

середовища (типу та концентрації джерела вуглецю та азоту), рН та температури 

на синтез полісахариду штамом Bacillus sp. ZBP4. В результаті проведення 

однофакторних досліджень встановлено оптимальні значення досліджуваних 

факторів, при яких концентрацію ЕПС було підвищено у 7,5 рази, порівняно з 

показниками за вихідних умов культивування [42]. 

Варто зазначити, що у наведених вище дослідженнях [41, 42], незважаючи 

на істотне підвищення показників синтезу цільового продукту, концентрація 

отриманого полісахариду була незначною і становила ≈1 г/л. Зважаючи на це, 
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вигідно вирізняються роботи [65, 40], в яких кількість синтезованих ЕПС досягала 

8-26 г/л. 

Hereher зі співавт. [65] проводили скринінг перспективних продуцентів 

мікробних полісахаридів, виділених з різних зразків ґрунту. Встановлено, що 

серед 16 ізолятів бактерії Micrococcus roseus накопичували найбільшу кількість 

ЕПС (1,8 г/л). Під час подальшої оптимізації складу поживного середовища та 

умов культивування (рН, температура та тривалість культивування) концентрацію 

цільового продукту вдалося додатково підвищити до 8 г/л. У результаті подібного 

скринінгу зі зразків ґрунту було виділено штам Aspergillus sp. DHE6, який після 

оптимізації умов культивування впродовж 240 год вирощування на середовищі з 

глюкозою (4 %) накопичував 26,1 г/л, що було у 3,6 рази вищим за вихідні 

показники на базовому середовищі [40]. 

У роботі [129] продемонстровано можливість інтенсифікації синтезу 

полісахаридів штамом Bacillus licheniformis 24 завдяки реалізації культивування з 

підживленням на оптимізованих середовищах з глюкозою або фруктозою у 4,9 та 

3,3 рази відповідно. Показано, що оптимальний режим внесення субстратів 

залежав від використовуваного джерела вуглецю. Так, при рості на глюкозі 

одноразове внесення субстрату на 40 год вирощування призводить до підвищення 

кількості синтезованого полісахариду на 30 %. У той же час при внесенні трьох 

додаткових порцій фруктози на 28, 36, 54 год культивування при рості штаму 24 

даному субстраті призводило до підвищення показників синтезу ЕПС лише на 

12 %. 

Незважаючи на простоту планування та проведення однофакторних 

досліджень вони мають ряд суттєвих недоліків, зокрема потребують значних 

трудовитрат та додаткових економічних витрат внаслідок необхідності 

проведення великої кількості експериментальних досліджень для належного 

оцінювання впливу кожного фактору та визначення його оптимальних значень. 

Зважаючи на зазначене, все більшого розповсюдження набувають 

багатофакторні дослідження, які дозволяють не тільки одночасно вивчати вплив 
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більшої кількості факторів при проведенні меншої кількості практичних робіт, але 

й враховують їх комбіновану взаємодію під час впливу на процес культивування 

[18, 70, 165]. 

1.1.2. Використання багатофакторних досліджень для комплексної 

оптимізації умов культивування  

Для ефективної оптимізації умов культивування з використанням 

багатофакторних досліджень спершу доцільним є визначення найбільш 

критичних факторів, які потребують більш детального дослідження. Ефективним 

інструментом для вирішення даної задачі є використання методу математичного 

планування експериментів за планом (дизайном) Плакета-Бурмана (Plackett-

Burman design), який дозволяє обчислити рівень впливу на процес великої 

кількості змінних при проведенні меншої кількості експериментів [20]. Варто 

зазначити, що хоча дизайн Плакета-Бермана являється зручним інструментом на 

початковому етапі оптимізації, проте він не враховує взаємодії, які можуть 

відбуватися між різними досліджуваними факторами [118]. 

Зважаючи на це для подальшого комбінованого аналізу факторів, які мають 

найбільший вплив на процес, зазвичай використовують інші більш комплексні 

математичні моделі, зокрема, метод Бокса-Вілсона (метод поверхні відгуку, 

response surface methodology) [18, 70, 165], метод Тагучі [21, 138] та ін. При цьому 

для планування експериментів залежно від поставлених завдань зазвичай 

використовують центральний композиційний план (central composite design) або 

дизайн Бокса-Бенкена (Box-Behnken design) [47]. Так, наприклад, план Бокса-

Бенкена є більш ефективним за центральний композиційний дизайн при 

дослідженні впливу трьох факторів на вибрані відгуки. Ще одна перевага дизайну 

Бокса-Бенкена полягає в тому, що він не містить комбінацій, для яких усі фактори 

одночасно знаходяться на найвищому або найнижчому рівні [47]. Таким чином, 

при плануванні досліджень можна уникнути проведення експериментів з 

використанням екстремальних значеннях параметрів, при яких з високою 

вірогідністю будуть отримані незадовільні результати. 
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Незалежно від використаного для проведення досліджень підходу 

першочерговим при проведені оптимізації умов культивування є встановлення 

оптимального вмісту компонентів поживного середовища [16]. Зазвичай при 

цьому основними факторами варіювання є тип та концентрація джерела вуглецю 

та азоту, а також вміст мікро- та макроелементи, які можуть впливати на синтез 

ЕПС. 

Варто зазначити, що визначення оптимальних типів складових поживного 

середовища, наприклад, джерела вуглецю та азоту, в таких дослідженнях 

проводять з використанням однофакторних експериментів, з подальшим 

уточненням їхнього оптимального вмісту в багатофакторних експериментах. 

Так, у роботі [178] встановлено, що оптимальним джерелом вуглецю і азоту 

для Streptomyces griseorubens GD5 є галактоза та дріжджовий екстракт відповідно. 

При їхньому використанні концентрація ЕПС становила 4,8-5,2 г/л. В результаті 

подальшого встановлення оптимальної концентрації та співвідношення джерела 

вуглецю та азоту, а також уточнення вмісту мінеральних солей кількість 

синтезованого полісахариду було підвищено у 2 рази до 9,5 г/л. При використанні 

аналогічного підходу для інтенсифікації синтезу ЕПС штамом Klebsiella oxytoca 

ICCF 419 після визначення оптимального співвідношення C/N (23,45) 

концентрацію цільового продукту було підвищено до 17,4-20,5 г/л [172]. Інші 

дослідники [170] продемонстровали здатність молочнокислих бактерій 

Lactobacillus sp. при рості на середовищі з декстрозою синтезувати 60 г/л 

полісахариду. Варто зазначити, що дані результати є дещо сумнівними, оскільки 

концентрація джерела вуглецю в середовищі культивування становила лише 

1,5 %, а прогнозований вихід ЕПС згідно розробленої авторами моделі на основі 

штучного інтелекту становив 30,17 г/л. 

Dhagat зі співавт. [33] встановили, що найвищі показники одночасного 

синтезу полісахариду (17,6 г/л) та біоемульгатору (6,1 г/л) штамом Brevibacillus 

borstelensis спостерігаються при наявності 2,2 % глюкози, 1,4 % глутамату натрію 

та 0,6 % дріжджового екстракту у середовищі культивування. На основі 
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отриманих результатів авторами з використанням штучного інтелекту було 

розроблено математичну модель, яку планується використати під час проведення 

часткової заміни компонентів поживного середовища на відходи 

агропромислового комплексу. 

Проведення аналогічних досліджень описано у роботах [104145, 164]. Так, 

Moghannem зі співавт. [104] повідомляють про синтез 7,9 г/л ЕПС на середовищі з 

мелясою (12 %). У роботі [164] досліджено можливість заміни сахарози та 

дріжджового екстракту на сік цукрової тростини та чорну чечевицю (урд) 

відповідно при синтезі декстрану бактеріями Weissella confusa. Одночасно з цим 

використовуючи RSM на основі центрального композиційного плану проводили 

оптимізацію вмісту складових поживного середовища. У результаті проведених 

досліджень було не тільки встановлено можливість синтезу ЕПС на 

альтернативній сировині, але й досягнуто підвищення показників синтезу 

декстрану у 2,6 рази (до 33,5 г/л) порівняно з результатами, отриманими на 

базовому середовищі. Інші дослідники [56] встановили, що для оптимального 

синтезу левану штамом Bacillus licheniformis NS032 при рості на мелясі, 

необхідно спершу провести її комплексну обробку кислотою та активованим 

вугіллям. При цьому кількість синтезованого полісахариду (10,4 г/л) була у 4-5 

разів нижчою, ніж за використання аналогічної концентрації сахарози (200 г/л). 

Під час подальшої оптимізації складу поживного середовища встановлено, що для 

досягнення максимальних показників синтезу левану (53,2 г/л) до обробленої 

меляси (12,5 % за вуглеводами) необхідно додатково вносити сахарозу (7,5 %) та 

фосфат (0,47 %). 

У той же час є повідомлення про синтез 80,1 г/л полісахариду штамом 

Weissella confusa XG-3 [198], які було досягнуто після зниження вмісту сахарози 

(з 10 % до 8 %) та ацетату натрію (з 0,5 % до 0,37 %) в середовищі культивування 

та підвищення початкового рН культуральної рідини (з 5,5 до 5,8). 

Під час оптимізації вмісту компонентів поживного середовища для синтезу 

ксантану штамом Xanthomonas campestris ATCC 13951 встановлено, що найвищі 
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розрахункові показники синтезу полісахариду (12,95 г/л) спостерігаються при 

наявності у середовищі культивування 3,3 % гліцеролу, 0,055 % пептону та 

0,073 % NH4NO3. У той же час зниження концентрації джерела вуглецю до 1,6 % 

та органічного та мінерального джерела азотного живлення до 0,018 % та 0,067 % 

відповідно, дозволяє знизити залишкову концентрацію гліцеролу та загального 

азоту у культуральній рідині на 73,77 % та 58,90 % відповідно, що суттєво 

спрощує виділення та очистку цільового продукту. При цьому концентрація ЕПС 

знижується лише на 9,19 %. 

Більш детальну інформацію про можливість використання альтернативних 

дешевих субстратів для біосинтезу мікробних ЕПС наведено у Підрозділі 1.3. 

Варто зазначити, що встановлення оптимальних умов культивування 

передбачає не лише уточнення оптимального вмісту компонентів середовища 

культивування, але й визначення параметрів культивування, при яких 

забезпечуються найвищі показники синтезу цільового продукту. Так, у роботі [43] 

продемонстровано, що оптимізація параметрів культивування (температура, рН та 

тривалість культивування) при рості молочнокислих бактерій Lactobacillus brevis 

E25 на стандартному середовищі MRS (середовище De Man, Rogosa та Sharpe), з 

додаванням 1 % сахарози, призводить до підвищення синтезу ЕПС до 35 г/л. Для 

штаму Lactobacillus plantarum SP8 температура та тривалість культивування 

разом з вмістом глюкози та дріжджового екстракту, мають найбільший вплив на 

показники синтезу ЕПС [196]. Додаткове дослідження комплексної взаємодії 

даних факторів за допомогою методу Бокса-Вілсона сприяло підвищенню 

кількості синтезованого полісахариду у 18,7 разів, порівняно з культивуванням на 

стандартному середовищі MRS. 

При рості Lactobacillus rhamnosus MTCC 5462 на середовищі з глюкозою 

(1 %) рівень впливу рН на синтез полісахариду був на 8 % вищим ніж вплив 

концентрації джерела азоту [21]. Загалом за оптимальних умов культивування 

концентрація ЕПС досягала 10,7 г/л. Для інших представників молочнокислих 

бактерій, Lactobacillus acidophilus LA5 та Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
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BB12, при вирощуванні на молочній сироватці, критичним виявилася 

концентрація джерела азоту (дріжджового екстракту), температура та тривалість 

культивування [7]. За оптимальних умов культивування незалежно від умов 

культивування, моно- або змішана культура продуцентів, концентрація 

полісахаридів була дуже низькою і не перевищувала 0,19-0,35 г/л. 

У роботі [20] Bhat зі співавт. досліджували комбінований вплив умов 

культивування (склад поживного середовища, тривалість культивування, рН) на 

синтез ЕПС бактеріями Enterococcus faecium K1 та Lactobacillus paracasei M7. 

Незважаючи на те, що в результаті оптимізації показники синтезу полісахаридів 

штамів K1 та M7 було підвищено на 101,4 % та 79,6 % відповідно, концентрація 

цільового продукту залишалася незначною і не перевищувала 0,7 г/л. Після 

встановлення оптимальних умов культивування дріжджів Lipomyces starkeyi VIT-

MN03 на середовищі з сахарозою (2 %) показники синтезу ЕПС підвищувались у 

6 разів і досягали 4,86 г/л [45]. Інші автори [134, 190] в результаті аналогічної 

оптимізації процесу встановили умови культивування Glutamicibacter 

halophytocola KLBMP 5180 та Leuconostoc pseudomesenteroides JF17, при яких 

забезпечується синтез 2,89 г/л та 50,56 г/л полісахаридів відповідно. 

У ході дослідження синтезу ЕПС молочнокислими бактеріями Lactobacillus 

rhamnosus ŁOCK 0943, ŁOCK 0935 та ОМ-1 встановлено, що незалежно від 

штаму продуценту оптимальним джерелом вуглецю є суміш фруктози (20 г/л), 

глюкози (20 г/л) та сахарози (20 г/л) [118]. В подальших дослідженнях впливу 

параметрів культивування встановлено, що оптимальні значення температури 

(25 °С), рН (5,7) та кількості внесеного посівного матеріалу (5 %, об’ємна частка) 

є однаковими для трьох продуцентів. У той же час штам ŁOCK 0943 під час 

культивування потребує проведення додаткової аерації шляхом перемішування 

[119]. 

Hao зі співавт. [61] у послідовних дослідженнях впливу складу поживного 

середовища та параметрів культивування морських бактерій Pseudoalteromonas 

agarivorans Hao 2018 встановили умови, що забезпечуються максимальний синтез 
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ЕПС (2,6-3,0 г/л). Варто зазначити, що отримане середовище культивування 

містило значну кількість 3,5 % морської солі, що очевидно зумовлено природнім 

місцем існування продуценту. У той же час у роботі [167] в ході дослідження 

синтезу ЕПС арктичним ізолятом Polaribacter sp. SM1127 визначено умови 

культивування, при яких є можливим заміна 3 % морської солі у середовищі 

культивування на значно меншу кількість NaCl (0,4 %) без зниження показників 

синтезу цільового продукту (6,27 г/л). При подальшій реалізації культивування з 

підживленням концентрацію ЕПС було додатково підвищено у 3 рази (до 

19,25 г/л). 

Про досягнення високих показників синтезу полісахариду в результаті 

оптимізації умов культивування також повідомляється у роботі [117]. Так, 

продемонстровано, що додавання 5,1 % сахарози та 14,7 % сульфату амонію при 

рості Rhodotorula mucilaginosa sp. GUMS16 на картопляно-декстрозному бульйоні 

(містить 2,4 % декстрози) при рН 5 супроводжується синтезом 134,8 г/л 

полісахариду. 

Узагальнені дані щодо факторів варіювання, досліджуваних під час 

встановлення оптимальних умов культивування, та показників синтезу 

полісахаридів за даних умов наведено в табл. 1.1. 
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Таблиця 1.1 – Узагальнена характеристика факторів варіювання та показників синтезу мікробних полісахаридів за 

оптимальних умов культивування 

Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

Aspergillus sp. 

DHE6 
Глюкоза, 4 

Концентрація глюкози 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

рН 

Температура  

Швидкість 

перемішування  

Тривалість 

культивування  

4 % 

0,15 % 

 

6,0 

30 °С 

150 об/хв 

 

240 год 

7,20 26,10 40 

Bacillus 

licheniformis 24 

Глюкоза, 20 

(вихідна 

концентрація) 

Внесення глюкози на 40 

год культивування 
н/п 2,2-2,6 12,61 129 

Bacillus 

licheniformis 24 

Фруктоза, 20 

(вихідна 

концентрація) 

Внесення фруктози на 

28, 36, 54 год 

культивування 

н/п 1,90-2,11 7,03 129 

Bacillus 

licheniformis NS032 

Бурякова 

меляса, 12,5 

(за 

вуглеводами) 

Сахароза, 7,5 

Концентрація бурякової 

меляси 

 

Концентрація сахарози 

Концентрація фосфату 

12,5 (за 

вуглеводами) 

 

7,5 

0,47 

10,40-10,90 53,20 56 



37 

 

Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

Bacillus sp. ZBP4 

Бурякова 

меляса, 6 (за 

вуглеводами) 

Концентрація бурякової 

меляси 

Концентрація триптону 

рН 

Температура 

6 % 

 

0,5 % 

5,0 

45 °С 

0,14 1,07 42 

Bacillus velezensis 

KY471306 

Меляса, 12 

(за 

вуглеводами) 

Концентрація меляси 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Температура 

12 % 

 

0,6 % 

30 °С 

4,10 7,90 104 

Bifidobacterium 

animalis subsp. 

lactis BB12 

Лактоза, 4,64 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Температура  

Тривалість 

культивування 

2 % 

 

38,2 °С 

41,6 год 

0,10 0,16 7 

Brevibacillus 

borstelensis 
Глюкоза, 2,2 

Концентрація глюкози 

Концентрація глутамату 

натрію 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Концентрація MgSO4  

2,2 % 

1,4 % 

 

0,6 % 

 

0,06 % 

13,50 (ЕПС) 

4,60 (біо-

емульгатор) 

17,60 (ЕПС) 

6,10 (біо-

емульгатор) 

33 

Enterococcus 

faecium K1 
Лактоза, 1,07 

Концентрація лактози 

Концентрація цитрату 

амонію 

1,07 % 

0,25 % 

 

0,36 0,72 20 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

рН 

Тривалість 

культивування 

5,4 

94,05 год 

Glutamicibacter 

halophytocola 

KLBMP 5180 

Мальтоза, 0,37 

Концентрація мальтози 

Концентрація 

солодового екстракту 

Концентрація MnCl2 

рН  

Температура  

Швидкість обертів  

0,37 % 

0,99 % 

0,14 % 

7,5 

28 °С 

200 об/хв 

0,74 2,89 190 

Klebsiella oxytoca 

ICCF 419 
Лактоза, 3 

Концентрація лактози 

Концентрація 

кукурудзяного екстракту 

Співвідношення C/N 

Концентрація KH2PO4 

Концентрація лимонної 

кислоти 

3 % 

1,34 % 

 

23,45 

0,1 % 

0,1 % 

15,00 17,40-20,50 172 

Lactobacillus 

acidophilus LA5 
Лактоза, 4,64 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Температура 

Тривалість 

культивування  

2 % 

 

42 °С 

12 год 

0,13 0,35 7 

Lactobacillus Лактоза, 4,64 Концентрація 2 % 0,08 0,19 7 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

acidophilus LA5 та 

Bifidobacterium 

animalis subsp. 

lactis BB12 

дріжджового екстракту 

Температура  

Тривалість 

культивування  

 

42 °С 

24 год 

Lactobacillus brevis 

E25 

Сахароза, 1 

Глюкоза, 2 

рН 

Температура 

Тривалість 

культивування 

6,5 

35 °С 

18 год 
10,00 35,00 43 

Lactobacillus 

paracasei M7 
Глюкоза, 1 

Концентрація глюкози 

рН 

Тривалість 

культивування 

1 % 

7,6 

48 год 
0,38 0,68 20 

Lactobacillus 

plantarum Eb-2 
Сахароза, 2 

Концентрація сахарози 

Концентрація пептону 

рН 5,5 

Температура  

Тривалість 

культивування  

2 % 

1 % 

5,5 

37 °С 

48 год 

0,25 0,91 41 

Lactobacillus 

plantarum SP8 
Глюкоза, 2,2 

Концентрація глюкози 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Температура 

Тривалість 

2,2 % 

3 % 

 

35,6 °С 

22 год 

0,09 0,28 196 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

культивування 

Lactobacillus 

rhamnosus ŁOCK 

0935 

Фруктоза, 2 

Глюкоза, 2 

Сахароза, 2 

Концентрація фруктози 

Концентрація глюкози 

Концентрація сахароза 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Інокулят 

рН 

Температура 

Тривалість 

культивування 

2 % 

2 % 

2 % 

0,4 % 

 

5 % 

5,7 

25 °С 

24 год 

0,10 0,90 118, 119 

Lactobacillus 

rhamnosus ŁOCK 

0943 

Фруктоза, 2 

Глюкоза, 2 

Сахароза, 2 

Концентрація фруктози 

Концентрація глюкози 

Концентрація сахароза 

Інокулят 

рН 

Температура 

Тривалість 

культивування 

Швидкість 

перемішування 

2 % 

2 % 

2 % 

5 % 

5,7 

25 °С 

30 год 

 

80 об/хв 

0,09 1,14 118, 119 

Lactobacillus 

rhamnosus MTCC 
Глюкоза, 1 

Концентрація глюкози 

Концентрація цитрату 

1 % 

0,3 % 
1,10-1,30 10,70 21 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

5462 амонію 

Кількість інокуляту 

рН 

Температура 

Тривалість 

культивування 

 

3 % 

7,0 

37 °С 

72 год 

Lactobacillus 

rhamnosus OM-1 

Фруктоза, 2 

Глюкоза, 2 

Сахароза, 2 

Концентрація фруктози 

Концентрація глюкози 

Концентрація сахароза 

Кількість інокуляту 

рН 

Температура 

Тривалість 

культивування 

2 % 

2 % 

2 % 

5 % 

5,7 

25 °С 

24 год 

0,13 0,99 118, 119 

Lactobacillus sp. Глюкоза, 1,5 

Концентрація глюкози 

Концентрація цитрату 

амонію 

Концентрація NaH2PO4  

Концентрація KH2PO4  

Концентрація MgSO4  

1,5 % 

0,15 % 

 

0,3 % 

0,25 % 

0,025 % 

10,00 60,00 170 

Leuconostoc 

pseudomesenteroides 

JF17 

Сахароза, 18 

Концентрація сахарози 

рН 

Температура  

18 % 

7,3 

20 °С 

9,80-10,60 50,56 45 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

Lipomyces starkeyi 

VIT-MN03 
Сахароза, 2 

Концентрація сахарози 

Концентрація NaCl 

pH 

Температура 

культивування 

Тривалість 

культивування 

2 % 

3 % 

4 

25 °С 

 

720 год 

0,82 4,86 134 

Micrococcus roseus Сахароза, 4,5 

Концентрація сахарози 

Концентрація (NH4)2SO4  

Температура  

Тривалість 

культивування  

4,5 % 

0,02 % 

25 °С 

96 год 

1,80 8,00 65 

Polaribacter sp. 

SM1127 

Сахароза, 3,65 

(вихідна 

концентрація) 

Внесення сахарози на 72, 

96, 120 год 

культивування 

Концентрація пептону 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Концентрація NaCl 

Кількість інокуляту 

рН 

Температура 

Тривалість 

3,65 % 

 

 

0,94 % 

0,5 % 

 

0,4 % 

2 % 

7,5 

11,25 °С 

144 год 

2,11 19,25 167 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

культивування 

Pseudoalteromonas 

agarivorans Hao 

2018 

Глюкоза, 3 

Концентрація глюкози 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Концентрація морської 

солі 

Кількість інокуляту 

Температура 

Швидкість 

перемішування 

Тривалість 

культивування 

3 % 

0,45 % 

 

3,5 % 

 

8,79 % 

25 °С 

171 об/хв 

 

33,78 год 

0,55-1,10 2,60-3,00 61 

Rhodotorula 

mucilaginosa sp. 

GUMS16 

Сахароза, 5,1 

Глюкоза, 2,4 

Концентрація сахарози 

Концентрація (NH4)2SO4 

рН 

5,1 % 

14,7 % 

5 

68,40-81,30 134,80 117 

Streptomyces 

griseorubens GD5 
Галактоза, 0,75 

Концентрація галактози 

Концентрація 

дріжджового екстракту 

Концентрація NaCl 

Концентрація суміші 

мікро- та макроелементів 

0,75 % 

0,25 % 

 

0,2 % 

10 мл/л 

4,65 9,50 178 

Weissella confusa 
Сік цукрової 

тростини, 5 

Концентрація соку 

цукрової тростини 

5 % 

 
13,00 33,50 164 
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Продуцент 

Субстрат для 

біосинтезу 

ЕПС, % 

Фактори оптимізації* 

Значення 

параметру 

після 

оптимізації 

Концентрація ЕПС, г/л 

Література до 

оптимізації 

після 

оптимізації 

Концентрація чорної 

чечевиці (ураду) 

Концентрація MgCl2  

Концентрація MgSO4  

Концентрація K2HPO4  

2,5 % 

 

0,25 % 

0,25 % 

2,5 % 

Weissella confusa 

XG-3 
Сахароза, 8 

Концентрація сахарози 

Концентрація ацетату 

натрію 

pH 

8 % 

0,37 % 

5,8 
33,60 97,50 198 

Xanthomonas 

campestris ATCC 

13951 

Гліцерол, 1,6 

Концентрація гліцеролу 

Концентрація пептону 

Концентрація NH4NO3 

1,6 % 

0,02 % 

0,07 % 

7,98 11,25 145 

Примітки. * – наведено фактори, параметри яких було оптимізовано під час встановлення оптимальних умов 

культивування. н/п – не передбачено. 
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1.2. Вдосконалення штамів-продуцентів методами метаболічної та генетичної 

інженерії 

Одним з визначальних факторів, що безпосередньо впливає на синтез 

мікробних полісахаридів є генетична «природа» продуцента. Вона являється 

фундаментальною основою, яка визначає наявність або навпаки відсутність 

певних метаболічних шляхів, зокрема біосинтезу цільового продукту, що загалом 

являє унікальну характеристику певного ЕПС-синтезувального штаму [155, 169]. 

Зважаючи на це вплив на рівні генів являється потужним інструментом для 

інтенсифікації синтезу та модифікації властивостей ЕПС. 

1.2.1. Основні підходи до регулювання метаболізму продуцентів мікробних 

полісахаридів 

Біосинтез мікробних полісахаридів є складним, комплексним процесом, 

який розпочинається з поглинання субстрату, його перетворення у центральних 

метаболічних шляхах, та закінчується безпосереднім синтезом та екскрецією 

полісахаридів [37, 50, 137]. Для успішного проходження даних перетворень 

необхідним є функціонування різноманітних ферментів, які кодуються 

відповідними генами. Пов’язані з синтезом ЕПС гени можна розділити на три 

основні групи [13, 141, 152, 153, 155]: 

1) гени, що приймають участь у активації та послідовному перетворені 

субстратів на нуклеозиддифосфатпохідні вуглеводів, які являються вихідними 

сполуками для біосинтезу ЕПС, та утворені інших складових частин 

полісахаридів; 

2) гени, що кодують глікозилтрансферази, які здійснюють перенесення 

активованих нуклеозиддифосфатпохідних вуглеводів до зростаючого 

полісахаридного ланцюга; 

3) гени, залучені у полімеризації та експорту полісахаридів. 

Переважна більшість генів, які відповідають за безпосередній синтез ЕПС 

та його обробку зазвичай організовані та кластеризовані в хромосомі продуцента 

або на великих плазмідах подібним чином [141, 155]. Варто зазначити, що 
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наявність характерного скупчення генів, пов’язаних з синтезом ЕПС, значно 

полегшує відкриття нових ЕПС-синтезувальних штамів та відповідних 

полісахаридних оперонів, навіть при визначенні лише драфту геномних 

послідовностей [155, 191]. У той же час незважаючи на те, що численні оперони 

та шляхи синтезу мікробних полісахаридів відомі вже впродовж десятиліть, 

функції більшості цих генів, а також певні особливості молекулярних та 

регуляторних механізмів біосинтезу ЕПС залишаються досі повністю не 

з’ясованими [9, 19, 141, 154]. Окрім цього рівень залучення певних генів та їх 

внесок у біосинтез даних полімерів може значною мірою відрізнятися у різних 

ЕПС-синтезувальних штамів, що зумовлює необхідність розробки індивідуальних 

підходів до модифікації продуцентів полісахаридів та їх метаболічних шляхів. 

Вирішення даних проблем передбачає застосування підходів метаболічної 

інженерії для проведення аналізу метаболічних шляхів продуцента, визначення 

потенційних лімітувальних реакцій («вузьких» місць) та їх впливу на синтез 

цільового продукту, з наступним використання інструментарію генетичної 

інженерії для усунення даних обмежень [116, 169]. При цьому доцільним є 

проведення послаблення або повного усунення небажаних побічних реакцій чи 

конкуруючих метаболічних шляхів, що сприяє додатковому надходженню 

вуглецю та енергії та загальному спрямовуванню енергетичного метаболізму на 

синтез ЕПС [152, 169], а також усунення інгібування кінцевим продуктом 

(ретроінгібування) [148]. 

Модифікацію різних аспектів метаболізму можна здійснювати за рахунок 

впливу на рівні білка та внутрішньої регуляції ферментативної активності, яка в 

більшості випадків досягається завдяки рекомбінантній експресії відповідних 

генів у мікробних клітинах [116, 180]. 

Для кожного ЕПС-синтезувального штаму існує велика кількість можливих 

підходів для регулювання його метаболізму, проте зазвичай відсутнє всебічне 

розуміння того, які елементи підвищують або знижують ефективність цільових 

метаболічних шляхів. У той же час велика кількість метаболічних взаємодій 
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мають нелінійний характер, що може призводити до непередбачуваних наслідків 

при налаштуванні якогось певного елементу метаболізму та зумовлює 

необхідність використання комплексного підходу до їх оптимізації. При цьому 

також не варто забувати про важливість встановлення для кожного продуцента 

індивідуальних оптимальних умов культивування (див. Підрозділ 1.1.) [16, 51]. 

1.2.2. Використання генетичної інженерії для інтенсифікації синтезу 

полісахаридів 

Біосинтез полісахаридів є енерговитратним процесом, який потребує 

безперервного надходження значної кількості вуглецю, що призводить до 

конкурування з основними шляхами конструктивного метаболізму за доступні 

джерела вуглецю та енергії [13, 141, 152, 153, 155]. Таким чином, однією зі 

стратегій підвищення показників синтезу ЕПС являється збільшення вуглецевого 

пулу до клітин продуцента або його перерозподілу серед різних метаболічних 

шляхів. 

Спрямовування центрального метаболізму на біосинтез цільового 

продукту за рахунок усунення конкуруючих метаболічних шляхів. У роботі 

[177] з метою підвищення синтезу ЕПС у ціанобактерій Synechocystis sp. 

PCC 6803 було порушено функціонування гену glgC, який кодує синтез глюкозо-

1-фосфатаденілтрансферази, що бере участь у синтезі глікогену, а також 

забезпечено надмірну експресію gpi (кодує глюкозо-6-фосфат ізомеразу). Даний 

підхід сприяв направленню потоків вуглецю на синтез вуглеводних мономерів, які 

входять до складу ЕПС. Отриманий рекомбінантний штам ▲gpi-ΔglgC синтезував 

1,3 г/л ЕПС, який характеризувався підвищеним вмістом глюкози, галактози, 

ксилози, манози, рамнози, фукози та уроновних кислот, порівняно з диким 

штамом. 

Інші дослідники [59] використовували комплексний підхід для 

інтенсифікації синтезу коланової кислоти бактеріями Escherichia coli JM109(DE3). 

Спершу завдяки видаленню гену waaF, який відіграє ключову роль в синтезі 

ліпополісахариду, було підвищено кількість дефектів мембрани та створено 
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стресові умови для бактерій, які зумовили підвищення синтезу коланової кислоти 

майже в 6 разів. Додатково було проведено підбір умов культивування 

отриманого рекомбінантного штаму. Так, за оптимальних умов штам ΔwaaF 

синтезував 1,9 г/л ЕПС, що було максимально наближено до теоретично 

розрахованого рівня (2,1 г/л) та перевищували показники синтезу полісахариду 

диким штамом у 12 разів. 

У роботі [82] повідомляється про проведення досліджень механізмів 

регуляції біосинтезу ЕПС та встановлення можливості підвищення показників 

його синтезу за рахунок кофакторної інженерії. Для цього проводили клонування 

генів НАДН оксидази Streptococcus mutans у Lactobacillus casei LC2W під 

контролем конститутивного промотора P23. Рекомбінантний штам LC-nox 

проявляв майже у 20 разів вищу активність ферменту порівняно з диким штамом, 

що супроводжувалось зниження показників росту та утворення лактату. Загалом 

це сприяло додатковому направленню вуглецю на синтез ЕПС, показники якого 

досягли 0,2 г/л, що було на 46 % вище порівняно з диким штамом. Інші 

дослідники [81] продемонстрували, що надмірна експресія саме генів nox має 

найвищий вплив на синтез ЕПС у штаму LC2W порівняно з іншими 

досліджуваними генами pfk, rfbB, galT. 

Ще одним прикладом підвищення показників синтезу цільового продукту за 

рахунок усунення конкуруючих метаболічних шляхів є робота [187], у якій 

досліджувався одночасний синтез полісахариду полі-3-гідроксибутирату та 

санксану бактеріями Sphingomonas sanxanigenens NX02. Незважаючи на те, що 

місце накопичення полімерів є різним (всередині та ззовні клітини відповідно) 

вони мали однакові оптимальні умови культивування. Експерименти показали, 

що повне видалення гену phbB, який кодує ацетоацетил-КоА редуктазу – один з 

ключових ферментів синтезу полі-3-гідроксибутирату, призводив також до 

значного зниження показників синтезу ЕПС штамом NX02-dPHB. На наступному 

етапі отриманий штам було піддано плазмовому мутагенезу, в результаті якого 

концентрація санксану підвищилась до 21,2 г/л, що було у рази 1,4 рази вищим за 
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показники синтезу вихідного штаму (14,9 г/л). Варто зазначити, що мутантний 

штам NXdP також характеризувався триразовим зменшенням рівню біомаси 

(3,1 г/л). He зі співавт. [64] в результаті опромінення дикого штаму Bacillus subtilis 

NJ509 іонами азоту, отримали мутантний штам NJ308, здатний синтезувати у 5,4 

рази більше ЕПС (3,41 г/л) при рості на крохмалі порівняно з вихідним 

продуцентом. Подальші дослідження показали, що в результаті мутагенезу було 

порушено експресію генів, які кодують ключові ферменти біосинтезу 

полісахариду. 

Розповсюдженим вузьким місцем при біосинтезі ЕПС являється недостатній 

рівень відповідних нуклеозиддифосфатсахаридів [152, 169, 180]. Особливо 

актуальним це являється у грамнегативних бактерій, де дані попередники 

використовуються для синтезу полісахаридів клітинної стінки, зокрема О-

антигену ліпополісахариду та глюканів S-шару. Таким чином, ще одна стратегія 

інтенсифікації біосинтезу ЕПС полягає у забезпечені підвищеного і/або сталого 

рівня нуклеозиддифосфатпохідних. 

Бактерії Aureobasidium pullulans паралельно з пулуланом здатний 

синтезувати ще один практично цінний полісахарид – β-глюкан. Обидва 

практично цінні полімери мають однаковий прекурсор, а саме, 

уридиніндифосфат. У результаті Agrobacterium tumefaciens-опосередкованої 

трансформації отримано штам Aureobasidium pullulans CGMCC 19650, здатний 

синтезувати на 78,6 % більше β-глюкану ніж вихідний штам CCTCC M 2012259 

[24]. При транфсормації трансферну ДНК було вбудовано в кодуючий регіон гену 

mal31, відповідального за кодування задіяного в синтезі пулулану вуглеводного 

транспортеру, що призвело до підвищення рівня транскрипції генів pgm2, ugp, 

fks1 та kre6; кількості ключових ферментів, пов’язаних з біосинтезом УДФГ і β-

глюкану, та внутрішньоклітинного вмісту УДФГ. У той же час спостерігалося 

зниження рівню транскрипції генів ags2, які кодують α-глюкансинтазу – 

ключовий фермент синтезу пулулану. Загалом порушення функціонування гену 

mal31 призвело до зниження концентрації пулулану на 41,7 %. 
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Яскравим прикладом направлення метаболічних шляхів на синтез цільового 

продукту є робота [25], у якій на основі метаболічної моделі в масштабі геному 

iCW773 було визначено цільові гени та проведено відповідні генетичні 

маніпуляції, спрямовані на інтенсифікацію синтезу гіалуронової кислоти у 

Corynebacterium glutamicum. Загалом в результаті проведених досліджень було: 

1) підвищено експресію гену hasB, кодуючого УДФ-глюкозо-6-дегідрогеназу, яка 

каталізує перетворення УДФ-глюкози на попередник гіалуронової кислоти – 

УДФ-глюкуронову кислоту; 2) знижено метаболічну активність гліколізу за 

рахунок asRNA-опосередкованого послаблення гену fba, який кодує фрктозо-1,6-

дифосфат альдолазу; 3) зменшено метаболічну активність пентоз фосфатного 

шляху завдяки делеції гену zwf, який кодує глюкозо-6-фосфат 1-дегідрогеназу; 

4) знижено активність піруватдегідрогенази в результаті комплексного asRNA-

опосередковане послаблення гену aceE та мутації ініціюючого кодону); 

5) заблоковано шляхи синтезу лактату та ацетату завдяки видаленню ключових 

генів відповідних метаболічних шляхів (ldh, ackA-pta, cat та poxB). Загалом такий 

комплексний підхід сприяв максимальному спрямовуванню пулу вуглецю на 

синтезу цільового продукту. При реалізації культивування з підживленням 

отриманий рекомбінантний штам накопичував 28,7 г/л гіалуронової кислоти, що 

було у 22 рази вищим за вихідні показники синтезу дикого штаму. 

Інші дослідники [184] в результаті комплексного ряду рекомбінацій (делеція 

репресорів галактозного оперону galR та galS, підвищення активності кластеру 

генів galU-ugd біосинтезу гіалуронової кислоти, зниження рівня споживання 

глюкози за рахунок видалення генів pfkA та zwf) отримали рекомбінантний штам 

Escherichia coli, здатний синтезувати гіалуронову кислоту (0,03 г/л) на середовищі 

з сумішшю глюкози та галактози. Варто зазначити, що дана робота являється 

однією з перших, в якій повідомляється про можливість синтезу гіалуронової 

кислоти з галактози.  

Підвищення рівня експресії ключових генів біосинтезу полісахаридів. 

Gu зі співавт. [57] досліджували шляхи підвищення експресії гену sacB, що кодує 
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левансукразу та її секрецію у штаму Bacillus amyloliquefaciens NK-ΔLP. Серед 

усіх досліджених варіантів рекомбінантів штам ΔLP-Y, у якому використано 

гетерологічний промотор Pgrac та сигнальний пептид yncM, характеризувався 

найвищими показниками синтезу полісахариду. Так, при культивуванні з 

підживленням на середовищі з сахарозою (200 г/л) штам ΔLP-Y накопичував 

102 г/л ЕПС впродовж 48 год культивування, що було в понад 7 разів вищим 

порівняно з показниками отриманими, при культивуванні вихідного штаму. Варто 

зазначити, що в даній роботі синтез левану є максимально наближеним до 

найвищого повідомленого синтезу левану штамом Bacillus subtilis (natto) CCT7712 

(112 г/л) [121]. 

Інші дослідники [68] вивчали вплив підвищення експресії гену pgmG, який 

кодує синтез біфункціонального білку з фосфоглюкомутазною та 

фосфоманомутазною активність, на синтез полісахариду сфінгану бактеріями 

Sphingomonas sanxanigenens. Експерименти показали, що рекомбінантний штам з 

плазмідою pMMB66(EH)-pgmG здатен накопичувати на 17 % більше ЕПС 

(12,6 г/л) в порівнянні з диким штамом. Аналогічний підхід було 

продемонстровано у роботі [73]. Так, мутантний штам Sinorhizobium meliloti, в 

якому за рахунок введення плазміди pstb-LAFR5-exoY підвищено експресію гену 

exoY, характеризувався здатністю накопичувати в 2,3-2,5 рази більше 

полісахариду ніж нативні бактерії. Ген exoY кодує фермент фосфотрансферазу 

ундекапреніл-фосфат галактози, який каталізує приєднання галактози до 

ліпідного переносника та приймає участь в початкових етапах синтезу 

сукциноглюкану. 

У роботі [171] встановлено, що надмірна експресія генів центрального 

метаболізму galE, galT та galK, кодуючих УДФ-глюкозо-4-епімеразу, галактозо-

фосфатаза уридил трансферази та галактокінази відповідно, у рекомбінантного 

штаму Streptococcus thermophilus TMB 6013 супроводжувалася підвищенням 

виходу ЕПС від субстрату 3,3 рази (до 0,5 г ЕПС/ г лактози) порівняно з диким 

штамом LY03. 
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Однією з проблем синтезу пулулану Aureobasidium spp. при рості на 

середовищах з високим вмістом глюкози являється катаболічна репресія. Для 

зменшення впливу даного явища Wang зі співавт. [182] провели у штаму 

Aureobasidium melanogenum P16 делецію гену, який кодує катаболічний 

вуглецевий репресор CreA та відіграє ключову роль у механізмі репресії 

глюкозою. Отриманий штам DG41, з порушеним функціонуванням гену CREA, 

характеризувався підвищеним транскрипційним рівнем генів, кодуючих 

глікозилтрансферазу, трьох генів транспортерів глюкози, глюкозо-6-фосфат 

кінази, α-амілази, глюкоамілази та пулуланази. У той же час значною мірою було 

знижено рівень генів CreA та двох транспортерів глюкози. У процесі 

культивування на середовищі з високим вмістом глюкози (120 г/л) отриманий 

штам DG41 накопичував майже 65 г/л пулулану, що було в 1,25 рази вищим 

порівняно з показниками дикого штаму P16. 

Варто зазначити, що в деяких випадках надмірна експресія генів, пов’язаних 

з біосинтезом полісахаридів не завжди має однозначний позитивний ефект. Штам 

Bacillus licheniformis CGMCC 2876 здатен одночасно синтезувати полісахарид та 

полі-γ-глуматінової кислоти, яким притаманні високі флокулювальні властивості 

[89]. Експерименти показали, що надмірна експресія гену epsB, відповідального за 

негативну регуляцію синтезу полісахариду, призводила до підвищення виходу 

біофлокулянту та його флокулювальної активності на 36,6 % (до 10,26 г/л) та 

224 % (до 9612 Од/мл) відповідно. При цьому було відмічено зниження вмісту 

вуглеводної складової біофлокулянту майже на 25 % і підвищення вмісту полі-γ-

глуматінової кислоти на 10 %. У той же час одночасне підвищення рівня експресії 

ключових генів біосинтезу ЕПС у бактерій роду Bacillus (ген фосфоглюкомутази 

(pgcA) та пірофосфорилази УДФ-глюкози (gtaB1), призводило до підвищення 

синтезу біофлокулятну лише на 21 %. Варто зазначити, що в даних дослідженнях 

бактерії вирощували на середовищі з глюкозою, на якому, на відміну від росту на 

цитраті натрію та гліцерину, переважно синтезуються ЕПС. 
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Оптимізація процесу культивування. Окремо варто виділити 

модифікацію продуцентів, яка має на меті оптимізацію біотехнологічного 

процесу. У роботі [90] продемонстровано можливість оптимізації біосинтезу 

велану штамом Sphingomonas sp. за рахунок гетерологічної екпресії гену 

гемоглобіну (vgb) бактерій Vitreoscilla. Використання даного підходу дало змогу 

мінімізувати лімітування кисню, яке має місце при підвищенні в’язкості 

культуральної рідини при накопиченні ЕПС, та підвищити показників синтезу 

велану з 25,3 г/л до 34,6 г/л без суттєвої зміни реологічних властивостей полімеру. 

Автори припускають, що позитивний ефект даного підходу зумовлений 

покращенням респірації та постачання АТФ. 

Інші дослідники [168] в результаті електротрансформації Enterobacter 

cloaceae JD з генетичним матеріалом, виділеним з термофільного штаму 

Geobacillus sp. GW3, отримали трансформант GW3-3.0, який здатен синтезувати 

8,83 г/л ЕПС на середовищі з мелясою при температурі 54 °С. У той же час при 

підвищенні температури до 59 °С синтез полісахариду майже повністю 

припинявся. Дані властивості отриманого трансформанту роблять перспективним 

його використання у контрольованій інтенсифікації вторинного видобутку нафти. 

Варто зазначити, що термофільні та інші екстремофільні організми, зокрема 

психро- та галофіли, можуть бути не тільки джерелом генів підвищеної стійкості 

до подразнюючих факторів навколишнього середовища, але й виступати 

перспективною біологічною моделлю для створення нових промислово важливих 

продуцентів ЕПС [180]. Незважаючи на те, що полісахаридам екстремофілів 

можуть бути притаманні унікальні властивості, внаслідок низької ЕПС-

синтезувальної здатність, їхнє комерційне впровадження є дуже обмеженим [132]. 

Зазначимо, що в переважній більшості з наведених вище робіт 

рекомбінантні штами продуцентів отримано з використанням відповідних 

плазмід. 

Оскільки плазміди та інші мобільні генетичні елементи можуть бути легко 

сконструйовані, перенесені та експресовані в організмі-господаря, вони являються 



54 

 

зручним інструментом для проведення тестувань та досліджень [116]. У той же 

час існує ряд недоліків при використанні даного підходу для налагодження 

біотехнологічного виробництва. Так, наявність плазмід вимагає проведення 

безперервного відбору рекомбінантів, який зазвичай реалізовано за допомогою 

включення генів стійкості до певних. При промисловому виробництві це 

являється додатковим фактором витрат, а забруднення продукту антибіотиками 

залишається невід’ємним ризиком, що викликає занепокоєння з екологічної точки 

зору. Окрім цього, генетична нестабільність може призвести до видалення, 

перестановки плазміди або зниження кількості копій, що може призвести до 

втрати продуктивності. 

1.2.3. Модифікація функціональних характеристик мікробних полісахаридів 

Окрім інтенсифікації синтезу ЕПС завдяки методам генетичної інженерії 

можливим є проведення модифікація їхньої структури та властивостей [62]. 

Ще в 1990 р. продемонстровано, що модифікований тетрамер ксантану, з 

якого завдяки інактивації гену, кодуючого глюкозилтрансферазу, видалено 

термінальну манозу мав нижчу в’язкість порівняно з вихідним штамом [62]. 

Нещодавно з’явилася робота [186], в якій окрім впливу термінальної манози 

додатково досліджувався вплив наявності залишків ацетату та пірувату на 

реологічні характеристики ксантану Xanthomonas campestris CGMCC 15155. З 

цією метою було сконструйовано 8 рекомбінантних штамів, в яких було здійснено 

делецію або навпаки надмірно експресовано гени gumF, gumG, gumL та gumI. 

Аналогічно наведеним вище дослідженням полісахарид з відсутньою 

термінальною манозою мав низьку в’язкість при нульовій швидкості зсуву. У той 

же час встановлено, що наявність залишків ацетату на відміну від пірувату 

сприяла стабілізації подвійної спіралі полімеру, а полісахарид, з якого додатково 

було вилучено глюкуронову кислоту мав підвищену в’язкість. Відомим також є 

можливість регулювання молекулярної маси ксантану завдяки комбінованому 

підвищенню активності генів gumB та gumC [53]. 
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Інші автори [35] продемонстрували можливість збільшення молекулярної 

маси альгінату Azotobacter vinelandii за рахунок підвищення експресії гену alg8, 

який кодує синтез каталітичної субодиниці альгінат-полімеразного комплексу. У 

той же час в експериментах з рекомбінантним штамом Pseudomonas aeruginosa 

PDO300 Δalg8, нездатними до синтезу ЕПС, продемонстровано, що ген alg8 

являється вузьким місцем біосинтезу альгінату, а його введення призводить до 

підвищення кількості синтезованого альгінату в 15 разів порівняно з нативним 

штамом PDO300 [142]. 

Варто зазначити, що за допомогою використання методів генетичної 

інженерії також можливо конструювати продуцентів з повним циклом синтезу не 

властивих їм практично цінних біополімерів [19, 185]. Так, Gu зі співавт. [15] 

сконструювали рекомбінантний штам Escherichia coli MG1655ΔcysH(DE3) 

pETM6-PCAFSw, здатний синтезувати приблизно 27 мкг/ г біомаси 

низькомолекулярний хондроїтин сульфат з високим рівнем сульфатування (96 %). 

Для цього: 1) використовуючи плазміду pETM6-Sw було забезпечено синтез 

сульфотрансферази; 2) порушено синтез фруктозильованого хондроїтину, який 

входить до складу капсульного полісахарид продуцента; 3) завдяки репресії гену 

cysH, відповідального за відновлення 3′-фосфоаденозин-5′-фосфосульфатe до 

неорганічного сульфіту забезпечено достатній внутрішньоклітинний пул донору 

сульфату. 

У роботі [183] продемонстровано можливість гетерологічної експресії генів 

Pasteurella multocida, що кодують гепарозан синтазу (PmHS2), в бактеріях Bacillus 

megaterium. В результаті культивування з підживленням на середовищі з 

ксилозою рекомбінантний штам накопичував до 2,74 г/л гепарозану. Stingele зі 

співавт. [166] досліджували особливості гетерологічної експресії кластеру генів 

Streptococcus thermophilus Sfi6, які кодують синтез ЕПС, в молочнокислих 

бактеріях Lactococcus lactis MG1363, нездатних до синтезу полісахариду. 

Встановлено, що отриманий рекомбінатний штам внаслідок низької активності 

УДФ-N-ацетоглюкозамін С4-епімеразної активності характеризувався здатністю 
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до синтезу полісахариду, в якому на відміну від батьківського штаму N-

ацетилгалактозамін був замінений на галактозу. 

Узагальнені дані щодо синтезу ЕПС рекомбінантними продуцентами, 

отриманими в результаті застосування методів генетичної інженерії, та 

модифікації властивостей даних практично цінних метаболітів наведено в 

табл. 1.2. 
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Таблиця 1.2 – Використання генетичної інженерії для інтенсифікації синтезу ЕПС або модифікації їхніх 

властивостей 

Вихідний штам 

продуцента 

Використаний підхід до 

генетичної модифікації 

продуцента 

Вплив на показники синтезу ЕПС або його 

властивості 
Література 

Aureobasidium 

melanogenum P16 
Делеція гену CREA 

Підвищення показників синтезу пулулану у 1,25 

рази (до 65,00 г/л) 
182 

Aureobasidium 

pullulans 

Підвищення експресії генів pgm2, 

ugp, fks1 та kre6 

Підвищення показників синтезу β-глюкану у 5,4 

рази (до 3,41 г/л) 
24 

Azotobacter vinelandii Підвищення експресії гену alg8 Регуляція молекулярної маси альгінату 35 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

NK-ΔLP 

Підвищення експресії гену sacB 
Підвищення показників синтезу ЕПС у 7 разів 

(до 102,00 г/л) 
57 

Bacillus licheniformis 

CGMCC 2876 
Підвищення експресії генів epsB 

Підвищення показників синтезу біофлокулянту 

на 36,6 % (до 10,26 г/л) 

Підвищення флокулювальної активності на 

224 % (до 9612 Од/мл) 

89 

Bacillus megaterium 
Експресія генів, які кодують 

гепарозан синтазу (PmHS2) 

Встановлено принципову можливість синтезу 

гепарозану (2,74 г/л) 
183 

Bacillus subtilis 

NJ509 
Опромінення іонами азоту 

Підвищення показників синтезу ЕПС у 5,4 рази 

(до 3,41 г/л) 
64 

Corynebacterium 

glutamicum 

Підвищення експресії гену hasB 

Послаблення експресії генів fba та 

aceE 

Делеція генів zwf, ldh, ackA-pta, cat 

та poxB 

Підвищення показників синтезу гіалуронової 

кислоти у 22 рази (до 28,70 г/л) 
25 
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Вихідний штам 

продуцента 

Використаний підхід до 

генетичної модифікації 

продуцента 

Вплив на показники синтезу ЕПС або його 

властивості 
Література 

Enterobacter cloaceae 

JD 

Електротрансформація з 

генетичним матеріалом 

Geobacillus sp. GW3 

Встановлено здатність синтезувати ЕПС при 

температурі 54 °С (8,83 г/л) 
168 

Escherichia coli 

Делеція генів galR, galS та pfkA та 

zwf 

Підвищення експресії генів galU-

ugd 

Встановлено принципову можливість синтезу 

гіалуронової кислоти при рості продуцента на 

галактозі (0,03 г/л) 

184 

Escherichia coli 

Забезпечено експресію генів, які 

кодують сульфотрансферазу 

Делеція генів, які кодують 

фруктозилтрансферазу 

Репресія гену cysH 

Встановлено принципову можливість синтезу 

низькомолекулярного хондроїтин сульфату з 

високим рівнем сульфатування (ЕПС-

синтезувальна здатність 27 мкг/ г біомаси) 

15 

Escherichia coli 

JM109(DE3) 
Делеція гену waaF 

Підвищення показників синтезу коланової 

кислоти у 12 разів (до 1,90 г/л) 
59 

Lactobacillus casei 

LC2W 
Підвищення експресії гену nox 

Підвищення показників синтезу ЕПС на 46 % 

(до 0,20 г/л) 
82 

Lactococcus lactis 

MG1363 

Експресія кластеру ЕПС генів 

Streptococcus thermophilus Sfi6 

Синтез ЕПС, який на відміну від батьківського 

штаму мав у своєму складі галактозу замість N-

ацетилгалактозаміну 

166 

Sinorhizobium meliloti Підвищення експресії гену exoY 
Підвищення показників синтезу ЕПС у 2,3-2,5 

рази 
73 

Sphingomonas 

sanxanigenens 
Підвищення експресії гену pgmG 

Підвищення показників синтезу ЕПС на 17 % 

(до 12,60 г/л) 
68 

Sphingomonas Делеція гену phbB Підвищення показників синтезу ЕПС у 1,4 рази 187 
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Вихідний штам 

продуцента 

Використаний підхід до 

генетичної модифікації 

продуцента 

Вплив на показники синтезу ЕПС або його 

властивості 
Література 

sanxanigenens NX02 Плазмовий мутагенез (до 21,20 г/л) 

Sphingomonas sp. Екпресія гену гемоглобіну vgb 

Підвищення показників синтезу пулулану у 1,4 

рази (до 34,60 г/л) 

Мінімізація лімітування за киснем при 

глибинному культивуванні 

90 

Streptococcus 

thermophilus TMB 

6013 

Підвищення експресії генів galE, 

galT та galK 

Підвищення виходу ЕПС від субстрату у 3,3 

рази (до 0,50 г ЕПС/ г лактози) 
171 

Synechocystis sp. 

PCC 6803 

Порушення експресії гену glgC 

Підвищення експресії гену gpi 

Підвищення показників синтезу ЕПС у 7,4 рази 

(до 1,30 г/л) 
177 

Xanthomonas 

campestris 

Підвищення експресії генів gumB 

та gumC 
Регуляція молекулярної маси ксантану 53 

Xanthomonas 

campestris CGMCC 

15155 

Підвищення експресії або делеція 

генів gumF, gumG, gumL та gumI 

Досліджено вплив наявності термінальної 

манози, залишків ацетату та пірувату на 

реологічні характеристики ксантану 

186 
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1.3. Використання нетрадиційних субстратів для біосинтезу полісахаридів 

Можливість ефективного промислового впровадження нових мікробних 

полісахаридів та підвищення конкурентоспроможності полімерів, вже 

представлених на світовому ринку, значною мірою залежить від їх вартості, яка 

головним чином складається з вартості поживного середовища, витрат на 

проведення культивування та виділення цільового продукту [16, 50, 158]. 

Внесок кожної складової в кінцеву вартість цільового продукту залежить 

від багатьох факторів і може значною мірою відрізнятися для різних ЕПС-

синтезувальних штамів. У той же час, прийнято вважати, що витрати на поживне 

середовище, які головним чином визначаються вартістю джерел вуглецю та азоту, 

становлять в середньому 30-50 % від кінцевої собівартості мікробних 

полісахаридів [32, 86, 113]. Зважаючи на зазначене все більш актуальним 

становиться пошук та дослідження різноманітних альтернативних субстратів для 

їх біосинтезу. При цьому перевага надається використанню різноманітних, 

зазвичай харчових, відходів, значні обсяги накопичення яких призводять до 

проблем їх належної переробки [101]. 

Так, відходи, які не були піддані вторинній переробці зазвичай 

утилізуються шляхом захоронення на звалищах, спалювання, або просто 

неконтрольованого зливання або скидання у навколишнє середовище [44]. Варто 

зазначити, що переважна більшість таких відходів внаслідок значного вмісту 

біодеградабельних вуглеводів, білків та жирів мають велику біохімічну потребу 

кисню та хімічного споживання кисню [105]. З однієї сторони, це призводить до 

порушення належного функціонування екосистем, а з іншого робить можливим 

використання даних відходів в якості субстратів в біотехнологічних процесах 

[79]. 

1.3.1. Класичні відходи цукрового виробництва 

Меляса та інші відходи цукрового виробництва завдяки значному вмісту 

вуглеводів, мікро- та макроелементів на сьогоднішній день можна вважати 
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класичними альтернативними субстратами, які використовують для проведення 

первинних досліджень з заміни рафінованої сировини на відпрацьовану. 

Виробництво 1 т цукру супроводжується утворенням 0,38 тон меляси, а 

щорічне накопичення досягає 55 млн т [197]. Вміст сахарози та редукуючих 

цукрів в мелясі зазвичай перебуває в межах 40-60 % (масова частка), що робить 

можливим її використання в біотехнологічних процесах в якості дешевої 

альтернативи глюкозі та іншим рафінованим вуглеводам [126, 197]. 

Так, у роботі [175] досліджувалась можливість заміни сахарози в 

середовищі культивування Sclerotium rolfsii ATCC 201126 на альтернативні 

дешеві джерела вуглецю та енергії. Встановлено, що при рості на мелясі з 

цукрової тростини (1,8 % за вуглеводами) та крохмалю (2 %) кількість 

синтезованого склероглюкану досягала 5,11 та 7,95 г/л відповідно, що лише 

незначною міро відрізнялося від показників синтезу цільового продукту (6,87 г/л) 

на сахарозі (2 %). Автори припускають, що зниження концентрації полісахариду 

при рості на мелясі може бути зумовлено наявністю в її складі важких металів, які 

можуть певною мірою інгібувати активність ферментів, відповідальних за синтез 

ЕПС. З іншого боку наявність додаткового азоту в мелясі також могла призводити 

до порушення оптимального співвідношення C/N [126], хоча даний вплив в роботі 

не досліджувався. Інші автори повідомляють про здатність діазотрофних бактерій 

Rhizobium hautlense SEMIA 6450, Ensifer meliloti SEMIA 135, Mesorhizobium sp. 

SEMIA 816 при рості на буряковій мелясі (1 % за вуглеводами) синтезувати 4,47, 

4,12 та 3,76 г/л відповідно [120]. За аналогічної концентрації соєвої меляси в 

середовищі культивування гриби Lasiodiplodia theobromae MMPI накопичували 

1,06 г/л полісахариду лазіодіплодану [1]. Інші дослідники [162] встановили 

здатність молочнокислих бактерій Lactobacillus plantarum BR2 при рості 

середовищі, що містить 4 % (за вуглеводами) гідролізату крохмалю маніоки 

накопичувати 6,5 г/л полісахариду. Варто зазначити, що отримані показники 

синтезу ЕПС були у 1,48 рази вищими за показники (4,4 г/л) при рості на 

середовищі, яке містить 4 % лактози. 
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Мутантний штам Bacillus licheniformis М4, отриманий в результаті обробки 

етилметансульфатом, здатний синтезувати майже у 1,3 рази більшу кількість ЕПС 

(2,89 г/л) на середовищі з мелясою з цукрової тростини порівняно з диким 

штамом (2,26 г/л) [11]. Варто зазначити, що вміст вуглеводів у отриманому 

полісахариді був майже на 15 % вищим ніж у синтезованого нативним 

продуцентом. Подальша оптимізація умов культивування (рН, температури, 

кількості внесеного інокуляту, тривалості культивування) з використанням 

методу Бокса-Вілсона супроводжувалась додатковим підвищенням кінцевої 

концентрації цільового продукту у 3,15 рази (до 9 г/л) [11]. 

An зі співавт. [8] повідомили про можливість заміни в поживному 

середовищі для одержання пулулану штамам Aureobasidium pullulans 201253 

сахарози на більш дешевий гідролізат картопляного крохмалю. Встановлено, що 

при культивуванні штаму 201253 на моносубстраті гідролізаті картопляного 

крохмалю максимальна концентрація ЕПС досягалася на 110 год культивування, а 

при використанні суміші ГКК (80 г/л) та сахарози (20 г/л) – за 60 год. При цьому 

концентрація пулулану становила 54,57 г/л і була практично такою самою, як і під 

час культивування на середовищі з моносубстратом сахарозою (100 г/л). Варто 

зазначити, що при рості продуцента на суміші гідролізату картопляного крохмалю 

та сахарозі у співвідношенні 80:20 питома швидкість споживання субстрату та 

утворення продукту становила 0,559 та 0,212 г/(л·год) відповідно, що було вищим 

ніж при використанні моносубстрату гідролізату картопляного крохмалю (0,450 

та 0,146 г/(л·год) відповідно) або суміші гідролізату картопляного крохмалю, 

глюкози та фруктози (співвідношення 80:10:10) (0,52 та 0,166 г/(л·год)). У той же 

час всі досліджувані показники процесу культивування були найвищими при 

використанні моносубстрати сахарози. 

Автори роботи припускають, що незначна кількість сахарози у суміші може 

стимулювати активність ферментів, відповідальних за синтез ЕПС і підсилювати 

ефективність конверсії гідролізату картопляного крохмалю [8]. Підтвердженням 

даного припущення може бути зниження показників синтезу цільового продукту 



63 

 

при заміні сахарози у суміші з гідролізатом картопляного крохмалю на рівні 

частини глюкози та фруктози. 

Схожі закономірності було також виявлено Maalej зі співавт. [93] під час 

оптимізації синтезу полісахариду бактеріями Pseudomonas stutzeri AS22. 

Встановлено, що додавання незначних кількостей манози (1 г/л) при вирощуванні 

бактерій на крохмалі (50 г/л) супроводжувалось підвищенням концентрації 

цільового продукту на 32 % (до 10,2 г/л) порівняно з показниками, отриманими на 

моносубстраті крохмалі (7,7 г/л). У той же час накопичення біомаси та біосинтез 

ЕПС при рості штаму AS22 на моносубстратів манозі практично відсутній, хоча 

даний вуглевод входить до складу полісахариду. На нашу думку, це може бути 

пов’язано з явищем кометаболізму, тобто проведенням трансформації 

допоміжного субстрату спряженим з використанням ростового [88]. 

У роботах [136, 181] продемонстровано можливість одночасного зменшення 

вартості поживного середовища на 25-30 % та підвищення показників синтезу 

цільовго продукту завдяки заміні рафінованих субстратів на сік цукрової 

тростини. При використанні соку цукрової тростини (3-5 % за вуглеводами) 

кількість синтезованих ЕПС штамами Kosakonia cowanii TL-1 та Leuconostoc 

mesenteroides MTCC 7337 становила 15,61 та 14,6 г/л відповідно і була на 5-6 % 

вищою за показники, отримані на рафінованому субстраті. 

1.3.2. Альтернативні джерела азоту у середовищах з відходами цукрового 

виробництва 

Меляса також може бути використана як основа для розробки технологій 

які передбачають комплексну заміну джерела вуглецю та азоту на альтернативну 

сировину. Так, при рості на мелясі (6,6 % за вуглеводами) бактерії Streptococcus 

zooepidemicus ATCC 35246 синтезували лише 1,08 г/л [10]. У той же час додаткове 

внесення 1,2 % протеїнового гідролізату (вміст білку в гідролізаті становив 

70,6 %), отриманого шляхом послідовної обробки овечої вовни 2,5 н КОН та 6 н 

H3PO4, супроводжувалося додатковим підвищенням показників синтезу 
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полісахариду до 3,54 г/л, що було у 1,4 вищим ніж при використанні класичних 

органічних джерел азоту (триптонового та протеазного пептонів). 

Доцільність використання альтернативних джерел азоту також 

продемонстровано у роботі [125]. Так, заміна в середовищі культивування 

триптону, бактопептону або дріжджового екстракту на гідролізат курячого пір’я 

(0,4 %) при рості штаму Xanthomonas campestris MO-03 на буряковій мелясі (4 % 

за вуглеводами) призводила до підвищення показників синтезу ксантану з 16,5-

17,5 г/л до 20,5 г/л. Інші дослідники [176] продемонстрували, що пептон з 

курячого пір’я є не лише ефективним джерелом азоту, але й може успішно 

замінити мінеральні компоненти у складі поживного середовище. Так, бактерії 

Bacillus subtilis MTCC 441 при рості на середовищі, в якому джерело азоту 

(бактеріальний пептон або дріжджовий екстракт) та всі мінеральні солі (KH2PO4, 

MgSO4 та MnSO4) було замінено на 0,2 % гідролізату курячого пір’я здатні 

накопичувати 25,83 г/л левану. Варто зазначити, що дані показники синтезу було 

лише на 15 % нижчим за результати, отримані під час культивування на базовому 

напівсинтетичному середовищі. Можливість такої заміни являється можливою 

внаслідок комплексного складу гідролізату курячого пір’я. Так, до його складу 

входить велика кількість різноманітних амінокислот, мікро- та макроелементів, а 

вміст загального білку становить приблизно 70 % [122]. 

Загалом використання альтернативних джерел азоту може мати істотний 

вплив на вартість поживного середовища. Так, наприклад, кукурудзяний екстракт 

має у 95,5 та 19,1 рази нижчу вартість ніж пептон та дріжджовий екстракт 

відповідно, та являється у 9,6 рази – ніж відносно дешевий соєвий шрот. За 

оптимальних умов культивування Sphingomonas paucimobilis ZJUT 1008 при рості 

на глюкозі (3,4 %) та використанні комбінованого органічного (1 % 

кукурудзяного екстракту) та мінерального (0,25 % сечовини) джерела азотного 

живлення синтезував 14,41 г/л гелану [69]. 

Інші автори [63] продемонстрували, що комплексна заміна глюкози на 

крохмаль маніоки, а дріжджового екстракту на кукурудзяний сироп або гідролізат 
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соєвого шроту, дозволяють не тільки вдвічі знизити вартість середовища 

культивування, але й забезпечити високі показники синтезу цільового продукту. 

Так, після проведення оптимізації умов культивування за допомогою методу 

Бокса-Вілсона та використання моделі на основі штучного інтелекту штам 

Aureobasidium pullulans CCTCC M 2012259 на середовищі з крохмалем маніоки 

(5,01-5,24 %) та кукурудзяним екстрактом (0,46 %) або гідролізатом соєвого 

шроту (0,98 %) накопичував 21,07-25,89 г/л пулулану. При цьому показники 

синтезу ЕПС на контрольному середовищі з глюкозою та дріжджовим екстрактом 

становили 22,26 г/л. Аналогічну кількість пулулану (25,19 г/л) було отримано при 

вирощуванні штаму Aureobasidium pullulans LB83 на середовищі з 6 % (за 

вуглеводами) гідролізату жому цукрової тростини [66]. 

Варто зазначити, що вартість пулулану є відносно високою ($25 за кг) 

порівняно з іншими всесвітньо відомими мікробними полісахаридами [8]. Загалом 

це призводить до активного пошуку дешевої сировини для його виробництва. Так, 

в огляді [159] підсумовано відомості, наявні за останні два десятиріччя, щодо 

синтезу пулулану на агропромислових відходах (меляса, сиропи, вичавки з 

цукрової тростини та цукрового буряку, перероблене насіння та лушпиння тощо). 

При цьому показано, що концентрація полісахариду залежно від умов 

культивування, типу та концентрації використаного відпрацьованого субстрату 

може варіювати від 6,5 до 125 г/л. 

Нещодавно з’явилося одне з небагатьох повідомлень про синтез пулулану в 

умовах твердофазному культивуванні. Так, при культивуванні рості 

Aureobasidium pullulans MTCC 1991 на середовищі з відходами переробки 

маніоки, в якому додатково проведено оптимізацію вмісту неорганічних солей та 

дріжджового екстракту, концентрація полісахариду досягала 6,45 г/л [179]. У той 

же час інші автори [140] при культивуванні даного штаму на аналогічних 

відходах отримували значно більший вихід цільового продукту (27,5 г ЕПС/ кг 

субстрату). Основною причиною такої розбіжності може бути варіабельність 

компонентного складу відходів та способів їхньої попередньої обробки. 
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1.3.3. Агропромислові відходи та інші нетрадиційні субстрати 

Останнім часом у літературі почали з’являтися нові публікації про 

використання для синтезу мікробних ЕПС не тільки класичних відходів 

цукрового виробництва (меляси, жому, соку цукрової тростини тощо) (див. 

Підрозділ 1.3.2.), а дійсно нетрадиційних субстратів, до яких можна віднести: 

залишки різноманітних фруктів та овочів [6, 12, 30, 74, 75, 107, 115, 133, 150, 174], 

пальмовий сік [46, 109, 110], лігноцелюлозні відходи [23, 54, 87, 188], відходи 

біодизелю [38, 135], синтетичні полютанти [58] тощо. 

Залишки фруктів та овочів. У процесі вирощування Bacillus sp. SRA4 на 

середовищі з екстрактом залишків фруктових відходів (8 % за вуглеводами) 

накопичував впродовж 72 год 25,1 г/л полісахариду [174]. Інші автори [6] 

повідомляють про здатність бактерій Sphingomonas paucimobilis ATCC 31461 за 

оптимальних умов культивування на середовищі з виноградними вичавками (5 % 

за вуглеводами) синтезувати 12,08 г/л гелану. 

У роботі [107] повідомляється, що заміна в середовищі культивування 

штаму Aureobasidium pullulans 51 сахарози (10 %) на фініковий сироп (12,5 % за 

вуглеводами) супроводжувалося збільшенням концентрації полісахариду з 

5,01 г/л до 14,06 г/л. 

Проведення оптимізації умов культивування Macrococcus brunensis при 

рості на суміші порошку з мангових кісточок (7 %) та сахарозі (1 %) призвело до 

підвищення показників синтезу ЕПС у 2,1 рази (до 30,93 г/л) [133]. У роботі [12] 

продемонстровано здатність мутантного штаму Bacillus licheniformis MS3 в 

умовах твердофазного культивування на подрібнених мангових шкірках 

синтезувати 15,6 г/л ЕПС. Інші дослідники [74] встановили, що при рості на 

середовищі, яке містить порошок некондиційного ламаного рису (джерело 

вуглецю) та соєвий шроту (джерело азоту), штам Bacillus tequilensis PS21 здатен 

накопичувати 28,47 г/л полісахариду. 

Kazemi зі співавт. [75] займалися розробкою комплексної технології 

отримання практично цінних сполук з баклажанових шкірок. Відповідно до даної 
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технології екстракт, отриманий з оброблених шкірок, використовувався для 

виділення пектинів та фенольних з’єднань, а сухий залишок – для культивування 

Aureobasidium pullulans KY767024 та отримання пулулану. При використанні 

даного субстрату за оптимальних умов вирощування концентрація синтезованого 

ЕПС досягала 16,8 г/л. 

Шкірки картоплі. У роботі [115] досліджено можливість заміни сахарози 

та дріжджового екстракту в середовищі культивування Shewanella chilikensis 

WAS11 на різноманітні агропромислові відходи (мелясу з цукрової тростини, 

шкірки солодкої картоплі та овочевих бананів, екстракт пташиного посліду, 

стручки арахісу, бобові висівки). Встановлено, що при використанні шкірок 

солодкої картоплі (2 %) та бобових висівок (0,5 %) в якості джерела вуглецю та 

азоту відповідно концентрація полісахариду зростала у 1,8 рази та була найвищою 

порівняно з використанням інших досліджуваних відходів. Загалом після 

проведення додаткової оптимізації процесу культивування за допомогою методу 

Бокса-Вілсона отримано 38,14 г/л цільового продукту. 

Інші дослідники [30] проводили порівняння впливу умов культивування 

(напівтвердофазне або глибинне) на синтез ксантану штамом Xanthomonas 

campestris pv. manihotis ISBF 1182 при рості на картопляних шкірках. 

Експерименти показали, при напівтвердофазному культивуванні кількість 

синтезованого полісахариду досягала 20,9 г/л, що було у 10,3 рази вищим 

порівняно з глибинним. У роботі [150] повідомляється, що за оптимальних умов 

вихід альгінату при твердофазному культивуванні Azotobacter nigricans FCBP-PB-

0422 на картопляних шкірках становив 0,2 г ЕПС/ г субстрату. 

Пальмовий сік. Mummaleti зі співавт. [109] встановили, що при 

використанні соку кокосової пальми, яка містить у своєму складі 17 % сахарози та 

0,25 % білку, в якості субстрату для біосинтезу бактерії Bacillus subtilis NCIM 

5021 здатні синтезувати 57,2 г/л левану. У подальших дослідженнях [110] 

продемонстровано декілька підходів для інтенсифікації синтезу ЕПС на даному 

субстраті. Так, при додатковому внесенні чотирьох порцій субстратів кожні 3 год 
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після 11 год вирощування продуцента супроводжувалось накопиченням 62,1 г/л 

полісахариду, що було на 8,5 % вище за показники, отримані без проведення 

підживлення. При культивуванні на суміші соку з кокосової пальми, меляси, та 

ананасового екстракту (сумарна концентрація субстратів 17 % за вуглеводами) 

показники синтезу полісахариду досягали 69,40 г/л. У той же час при 

культивуванні на відповідних моносубстратах концентрація левану не 

перевищувала 60, 50 і 20 г/л відповідно. 

У роботі [46] продемонстровано здатність бактерій Acetobacter xylinum при 

рості на суміші соку листя олійної пальми та кокосової води (оптимальне 

співвідношення 60:40) накопичувати 4,5 г/л бактеріальних целюлоз. 

Лігноцелюлозні відходи. При рості на оброблених паровим вибухом 

стеблах кіноа (1 % за вуглеводами) галофільний штам Bacillus BU-4 синтезував 

2,73 г/л ЕПС, що було дещо вищим за показники, отримані на глюкозі (2,34 г/л) 

[23]. При цьому за аналогічної концентрації ферментативного гідролізату 

дерев’яної тирси штам BU-4 накопичував всього 0,89 г/л ЕПС. Інші дослідники 

[87] повідомляють про здатність Aureobasidium melanogenum TN2-1-2 на 

середовищі, яке містить 11 % (масова частка за вуглеводами) гідролізату 

пшеничної соломи (співвідношення глюкози та ксилози 78 %:22 %), синтезувати 

55,1 г/л пулулану. При рості на моносубстратах глюкозі та ксилозі концентрація 

ЕПС становила 58,3 та 50,2 г/л відповідно. 

У роботі [188] показано здатність Sphingomonas sanxanigenens NX02 

синтезувати мікробний ЕПС санксан суміші глюкози та ксилози. Встановлено, що 

незалежно від співвідношення субстратів у суміші (7:3, 5:5, 3:7) їх швидкість 

споживання, концентрація ЕПС та рівень біомаси в перші 24 год культивування 

були в 1,1-2,3 рази вищими за результати, отриманні на відповідних 

моносубстратах. Наприкінці культивування показники синтезу вирівнювалися і 

перебували на одному рівні незалежно від типу використовуваного субстрату 

(моно- або змішаного). Варто зазначити, що заміна рафінованих вуглеводів на 4 % 

(масова частка за вуглеводами) гідролізату кукурудзяної соломи (співвідношення 
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глюкози та ксилози 3,48:1) супроводжувалася додатковим підвищенням кількості 

синтезованого санксану до 13,1 г ЕПС/ кг культуральної рідини. 

Gao зі співавт. [54] встановили, що додаткове внесення 5,09 % (масова 

частка за вуглеводами) порошку меляси з цукрової тростини при твердофазному 

культивуванні штаму Kosakonia cowanii TL-1 на середовищі, яке містить суміш 

жому цукрової тростини та капсули насіння квасолі (оптимальне співвідношення 

2:1), супроводжувалося підвищенням виходу ЕПС у понад 7 разів (до 

0,042 г ЕПС/ г субстрату). 

1.3.4. Невуглеводні альтернативні субстрати 

Відходи виробництва біодизелю. На кожні 100 л біодизелю утворюється 

майже 10 л технічного гліцерину [28, 34], який внаслідок значного вмісту 

різноманітних домішок перед можливим подальшим використанням, наприклад, у 

косметичній промисловості тощо, потребує проведення додаткових дорогих 

стадій попередньої очистки. Варто зазначити, що підвищена лужність та наявність 

метанолу у складі технічного гліцерину роблять його зберігання та утилізацію 

серйозною екологічною проблемою. 

Нещодавно з’явилися декілька нових повідомлень про можливість 

використання даного відходу для синтезу мікробних ЕПС. Так, Raghunandan зі 

співавт. [135] повідомляють про виділення з ємностей для зберігання біодизелю 

двох перспективних ЕПС-синтезувальних представників роду Sphingomonas, які 

при рості на технічному гліцерині (8 %) синтезують 51,6 та 52,6 г/л гелану 

відповідно. У роботі [38] продемонстровано здатність бактерій Pseudomonas 

aeruginosa LVD-10 та Enterobacter sp. SW при культивуванні на середовищі з 

технічним гліцерином (4,5 %) накопичувати 3,2 та 2,5 г/л ЕПС відповідно. 

Пестициди. Gupta зі співавт. [58] під час дослідження синтезу ЕПС штамом 

Bacillus sp. ISTL8 на різних вуглеводних субстратах (сахароза, мальтоза, 

коричневий цукор, фруктоза, меляса), пестицидах та поліциклічних ароматичних 

вуглеводнях (карбофуран, пентахлорфенол, 2,4-динітрофенол, пірен, флуорен) 

встановили, що кількість синтезованого полісахариду при використані в якості 
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субстрату коричневого цукру (2 %) або карбофурану (0,04 %) є однаковою і 

становить 6,2 г/л. 

Узагальнені дані щодо синтезу ЕПС на альтернативних нетрадиційних 

субстратах наведено в табл. 1.3. 
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Таблиця 1.3 – Показники синтезу полісахаридів на альтернативних субстратах 

Продуцент 
Тип та концентрація, % Концентрація 

ЕПС, г/л 
Література 

джерела вуглецю джерела азоту 

Acetobacter xylinum 
Cуміш соку листя олійної пальми 

та кокосової води (60:40) 
н/п 4,50 46 

Aureobasidium melanogenum 

TN2-1-2 

Гідролізат пшеничної соломи, 11 за 

вуглеводами 

Співвідношення 

C/N 13,07 
55,10 87 

Aureobasidium pullulans 

201253 

Гідролізат картопляного крохмалю, 

8 

Сахароза, 2 

Дріжджовий 

екстракт, 0,25 

(NH4)2SO4, 0,06 

54,57 8 

Aureobasidium pullulans 51 
Фініковий сироп, 12,5 за 

вуглеводами 
(NH4)2SO4, 0,06 14,06 107 

Aureobasidium pullulans 

CCTCC M 2012259 
Крохмаль з маніоки, 5,24 

Гідролізат соєвого 

шроту, 0,98 

(NH4)2SO4, 0,1 

25,89 63 

Aureobasidium pullulans 

CCTCC M 2012259 
Крохмаль з маніоки, 5,01 

Кукурудзяний 

екстракт, 0,46 

(NH4)2SO4, 0,06 

21,07 63 

Aureobasidium pullulans 

KY767024 
Гідролізат залишків баклажанів, 3 (NH4)2SO4, 0,06 16,80 75 

Aureobasidium pullulans LB83 
Гідролізат жому цукрової 

тростини, 6 

Дріжджовий 

екстракт, 0,19 
25,19 66 

Aureobasidium pullulans 

MTCC 1991 

Вижимки маніоки 

(твердофазне культивування) 

(NH4)2SO4, 0,02 

Дріжджовий 

екстракт, 0,06 

6,45 179 
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Azotobacter nigricans FCBP-

PB-0422 
Картопляні шкірки 

Кукурудзяний 

екстракт, 0,1 

197,6 мг ЕПС/ г 

субстрату 
150 

Bacillus licheniformis MS3 
Подрібнені мангові шкірки 

(твердофазне культивування) 

Дріжджовий 

екстракт, 0,06 
15,60 12 

Bacillus licheniformis М4 
Меляса з цукрової тростини, 2 за 

вуглеводами 

М’ясний екстракт, 

1,5 
9,00 11 

Bacillus sp. BU-4 
Оброблені стеблі кіноа, 1 за 

вуглеводами 

Пептон, 0,5 

Дріжджовий 

екстракт, 0,3 

2,73 23 

Bacillus sp. BU-4 
Оброблена дерев’яна тирса, 1 за 

вуглеводами 

Пептон, 0,5 

Дріжджовий 

екстракт, 0,3 

0,89 23 

Bacillus sp. ISTL8 Карбофуран, 0,04 

Пептон, 1 

М’ясний екстракт, 

0,3 

6,20 58 

Bacillus sp. SRA4 
Екстракт залишків фруктових 

відходів, 8 за вуглеводами 

Казеїн, 1,8 

Дріжджовий 

екстракт, 0,03 

25,10 174 

Bacillus subtilis MTCC 441 Сахароза, 10 
Пептон з курячого 

пір’я, 0,2 
25,83 176 

Bacillus subtilis NCIM 5021 
Сік з кокосової пальми, 17 за 

вуглеводами 

Білок, 0,25 

(міститься в 

субстраті) 

57,20 109 

Bacillus tequilensis PS21 
Порошок з некондиційного 

ламаного рису, 5 
Соєвий шрот, 3 28,47 74 

Ensifer meliloti SEMIA 135 Бурякова меляса, 1 за вуглеводами 
Дріжджовий 

екстракт, 0,04 
4,12 120 
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Enterobacter sp. SW Технічний гліцерин, 4,5 н/п 2,5 38 

Kosakonia cowanii TL-1 

Жом цукрової тростини та капсули 

насіння квасолі у співвідношенні 

2:1 (твердофазне культивування) 

Меляса з цукрової тростини, 5,09 

NaNO3, 4,16 
0,042 г ЕПС/ 

г субстрату 
54 

Kosakonia cowanii TL-1 
Сік цукрової тростини, 3 за 

вуглеводами 

Дріжджовий 

екстракт, 0,3 
15,61 181 

Lactobacillus plantarum BR2 
Гідролізат крохмалю маніоки, 4 за 

вуглеводами 

(NH4)2SO4, 0,55 

Дріжджовий 

екстракт, 4 

6,50 162 

Lasiodiplodia theobromae 

MMPI 
Соєва меляса, 1 за вуглеводами 

Дріжджовий 

екстракт, 0,2 
1,06 1 

Leuconostoc mesenteroides 

MTCC 7337 

Сік цукрової тростини, 5 за 

вуглеводами 

Дріжджовий 

екстракт, 2 
14,60 136 

Macrococcus brunensis 
Порошок з мангових кісточок, 4 

Сахароза, 1 

Дріжджовий 

екстракт, 0,7 
30,93 133 

Mesorhizobium sp. SEMIA 816 Бурякова меляса, 1 за вуглеводами 
Дріжджовий 

екстракт, 0,04 
3,76 120 

Pseudomonas aeruginosa 

LVD-10 
Технічний гліцерин, 4,5 н/п 3,20 38 

Pseudomonas stutzeri AS22 
Крохмаль, 5 

Маноза, 0,1 

Дріжджовий 

екстракт, 0,5 
10,20 93 

Rhizobium hautlense SEMIA 

6450 
Бурякова меляса, 1 за вуглеводами 

Дріжджовий 

екстракт, 0,19 
4,47 120 

Sclerotium rolfsii ATCC 

201126 
Крохмаль, 2 NaNO3, 0,3 7,95 175 

Sclerotium rolfsii ATCC Меляса з цукрової тростини, 1,8 за NaNO3, 0,3 5,11 175 
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201126 вуглеводами 

Shewanella chilikensis WAS11 Шкірка солодкої картоплі, 2 Бобові висівки, 0,5 38,14 115 

Sphingomonas paucimobilis 

ATCC 31461 

Виноградні вичавки, 5 за 

вуглеводами 
Na2HPO4, 1 12,08 6 

Sphingomonas paucimobilis 

ZJUT 1008 
Глюкоза, 3,4 

Кукурудзяний 

екстракт, 1 

Сечовина 0,25 

14,41 69 

Sphingomonas 

pseudosanguinis 
Технічний гліцерин, 8 NH4Cl, 0,1 51,60 135 

Sphingomonas sanxanigenens 

NX02 

Гідролізат кукурудзяної соломи, 4 

за вуглеводами 

Дріжджовий 

екстракт, 0,02 

13,10 г ЕПС / 

кг культура-

льної рідини 

188 

Sphingomonas yabuuchiae Технічний гліцерин, 8 NH4Cl, 0,1 52,60 135 

Streptococcus zooepidemicus 

ATCC 35246 

Бурякова меляса, 6,6 за 

вуглеводами 

Протеїновий 

гідролізат з овечої 

вовни, 1,2 

3,54 10 

Xanthomonas campestris MO-

03 
Бурякова меляса, 4 за вуглеводами 

Пептон з курячого 

пір’я, 0,4 
20,50 125 

Xanthomonas campestris pv. 

manihotis ISBF 1182 
Картопляна шкірка, 10 

Дріжджовий 

екстракт, 0,1 
20,90 30 

Примітки. н/п – не передбачено. 
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Висновки до Розділу 1 

Проаналізовані літературні дані останніх років щодо шляхів підвищення 

ефективності технологій мікробних ЕПС засвідчили необхідність застосування 

комплексного підходу для вирішення даної задачі. Так, на першому етапі 

необхідним є встановлення оптимального складу поживного середовища (тип та 

концентрація джерела вуглецю та азоту, мінеральних солей та інших 

компонентів) та умов культивування (рН, температура, тривалість 

культивування тощо) продуцента. При цьому найбільш сучасним підходом 

являється проведення багатофакторних досліджень з використанням 

комплексних математичних моделей (метод Бокса-Вілсона, метод Тагучі та 

інші), які враховують взаємозв’язок різних досліджуваних факторів і дають 

змогу більш точно встановити оптимальні умови процесу культивування. 

У той же час однофакторні дослідження в комплексі з сучасними 

дизайнами проведення експериментальних досліджень (наприклад, Плакета-

Бурмана) залишаються ефективним інструментом для первинного визначення 

найбільш критичних факторів, які мають найбільший вплив на процес і 

потребують додаткової оптимізації. 

Доцільним також є використання методів генетично інженерії для 

виявлення та усунення вузьких місць біосинтезу ЕПС, модифікації властивостей 

отриманих біополімерів та розширення набору субстратів для їхнього 

виробництва. При цьому основним підходом являється спрямовування пулу 

вуглецю на синтез цільового продукту за рахунок підвищення активності 

ключових генів біосинтезу полісахаридів і делеції генів конкуруючих 

метаболічних шляхів. 

Наведені вище дослідження зазвичай проводяться з використанням 

дорогих рафінований вуглеводних субстратів (глюкоза, сахароза, лактоза тощо), 

що негативно впливає на собівартість мікробних ЕПС. Зважаючи на це активно 

ведеться пошук та проводяться дослідження з особливостей використання 

альтернативних більш дешевих субстратів для їхнього отримання. При цьому 
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найбільш розповсюдженими являються відходи цукрового виробництва (меляса, 

жом, патока тощо), до складу яких окрім легкозасвоюваних вуглеводів зазвичай 

входять ряд інших нутрієнтів (вітаміни, амінокислоти, мікро- та макроелементи), 

необхідних для синтезу ЕПС. 

Варто зазначити, що останнім часом починають активно з’являтися 

повідомлення про розширення спектру можливих альтернативних субстратів для 

синтезу полісахаридів за рахунок використання дійсно нетрадиційних джерел 

вуглецю та енергії (залишки різноманітних фруктів та овочів, лігноцелюлозні 

відходи, відходи біодизелю, синтетичні полютанти тощо). 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

2.1. Характеристика об’єктів дослідження 

Об’єкти досліджень. Як об’єкт досліджень використовували продуцента 

мікробного екзополісахариду (ЕПС) етаполану штам Acinetobacter sp. 12S, 

депонований в Депозитарії Інституту мікробіології і вірусології Національної 

академії наук України за номером ІМВ В-7005. 

До складу етаполану входять один нейтральний та два кислих полісахариди, 

неацильований (НАП) та ацильований (АП), які являються ідентичними за 

молярним співвідношенням D-глюкози, D-манози, D-галактози, L-рамнози, D-

глюкуронової і піровиноградної кислот (3:2:1:1:1:1) та структурі повторюваної 

ланки вуглеводного ланцюга (рис. 2.1). Різниця між НАП та АП полягає в тому, 

що останній додатково містить у своєму складі залишки жирних кислот (С12-С18) 

[203]. 

 

Рисунок 2.1 – Структура повторюваної ланки полісахариду етаполану [203] 

2.2. Визначення оптимального молярного співвідношення концентрацій 

моносубстратів у суміші 

Енергетичні потреби синтезу етаполану з жирних кислот олії (лінолевої та 

олеїнової), ацетату та етанолу визначали на основі інформації про активність 

ферментів циклу Кребса, гліоксилатного циклу та глюконеогенезу у штаму 

Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 [203], а також даних про β-окиснення жирних кислот 

[139]. 

Суміш енергетично нерівноцінних субстратів. Методологія проведення 

розрахунків при рості на суміші енергетично нерівноцінних субстратів 

складається з двох основних етап: 
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1) визначення генерації та витрат енергії під час синтезу полісахариду та 

біомаси при рості бактерій на ацетаті (енергетично дефіцитний субстрат); 

2) встановлення кількості енергії, яка генерується при катаболізмі жирних 

кислот соняшникової олії (енергетично надлишковий субстрат) до 

фосфогліцеринової кислоти, яка являється центральним вуглецевим 

попередником; 

3) розрахунок кількості соняшникової олії, необхідної для забезпечення 

«покриття» енергетичної потреби, яка має місце при метаболізмі енергетично 

дефіцитного субстрату. 

Суміш енергетично надлишкових субстратів. При рості на суміші 

енергетично надлишкових субстратів передбачається проведення: 

1) визначення кількості енергії, що генерується після синтезу біомаси та 

полісахариду при рості штаму ІМВ В-7005 на кожному енергетично 

надлишковому субстраті суміші (соняшниковій олії та етанолі); 

2) розрахунок загального внеску кожного енергетично надлишкового 

субстрату суміші в розподіл надлишкової енергії, утвореної під час їхнього 

метаболізму. 

Для врахування особливостей складу етаполану та використовуваних 

субстратів при проведенні наведених вище розрахунків приймали наступні 

припущення: 

1) до складу етаполану входить 50 % АП та 50 % НАП; 

2) АП ацильований двома залишками жирних кислот, а саме, пальмітинової 

та лауринової; 

3) основними вищими жирними кислотами, що входять до складу 

рафінованої соняшникової олії, являються олеїнова (50 %) та лінолева (50 %) 

[139]; 

4) НАДФН, що утворюється у процесі катаболізму субстратів, є джерелом 

відновлюваних еквівалентів, які окиснюються до води через дихальний ланцюг; 

5) коефіцієнт Р/О (кількість молекул АТФ, утворених в розрахунку на один 
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атом кисню) становить 2. Зважаючи на це в розрахунках 1 моль НАД(Ф)Н 

приймали еквівалентним 2 молям АТФ, 1 моль ФАДН – 1 моль АТФ. 

Для графічного зображення схем синтезу фосфогліцеринової кислоти та 

повторювальної ланки етаполану при рості Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на 

відповідних енергетично дефіцитних або надлишкових субстратів 

використовували MS Visio. 

2.3. Умови культивування штаму продуцента етаполану 

Узагальнену схему проведення експериментальних досліджень при 

вирощуванні Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на суміші олії та С2-С6–субстратів 

представлено на рис. 2.2. 

 

Рисунок 2.2 – Принципова схема проведення експериментальних 

досліджень з біосинтезу етаполану штамом Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 

Склад поживних середовищ. Бактерії вирощували у рідких мінеральних 
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середовищах наступного складу (г/л): 

середовище 1 (базове): КН2РО4 – 6,8; КОН – 0,9; MgSO4×7 H2O – 0,4 

(1,6 мМ); CaCl2×2H2O – 0,1; NH4NO3 – 0,6; FeSO4×7 H2O – 0,001 [203]; 

середовище 2: аналогічне середовищу 1, в якому концентрація NH4NO3 

знижена в 3 рази; 

середовище 3: аналогічне середовищу 1, в якому відсутній NH4NO3; 

середовище 4: аналогічне середовищу 1, в якому NH4NO3 замінено на 

еквімолярну за нітрогеном концентрацію NH4Сl (0,8 г/л); 

середовище 5: аналогічне середовищу 4, в якому концентрація КН2РО4 

знижена в 2 рази; 

середовище 6: аналогічне середовищу 5, в якому концентрація КОН знижена 

в 2 рази; 

середовище 7: аналогічне середовищу 6, в якому відсутній КОН; 

середовище 8: аналогічне середовищу 7, в якому концентрація КН2РО4 

знижена в 2 рази; 

середовище 9: аналогічне середовищу 7, в якому концентрація 

MgSO4×7 H2O підвищена до 1,25 г/л (5,0 мМ).  

середовище 10: аналогічне середовищу 1, в якому NH4NO3 замінено на 

еквімолярну за нітрогеном концентрацію КNO3 (1,5 г/л); 

середовище 11: аналогічне середовищу 9, в якому концентрація 

MgSO4×7 H2O підвищена до 1,25 г/л (5,0 мМ). 

Розчини солей стерилізували вологим жаром при температурі 131 ºС 

(1,5 атм) впродовж 40 хв. 

Узагальнена характеристика поживних середовищ наведена в табл. 2.1. 

Оскільки продуцент етаполану є природним ауксотрофом, який потребує 

для росту у синтетичних та напівсинтетичних середовищах пантотенову кислоту 

та неідентифікований ростовий фактор, що міститься у дріжджовому автолізаті 

[199, 203], у середовище додатково вносили 0,5 % (об’ємна частка) дріжджового 

автолізату, а також мультивітамінний комплекс «Комплевіт» в концентрації 
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0,00085 % (масова частка в перерахунку на пантотенат), який являється 

альтернативним джерелом пантотенату. 

Таблиця 2.1 – Узагальнена характеристика середовищ для вирощування 

Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 

Номер 

середовища 

Джерело 

азотного 

живлення 

Концентрація, г/л 

Джерела 

азоту 

Лужної складової 
MgSO4×7 H2O 

КН2РО4 КОН 

1 

NH4NO3 

0,6 6,8 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

2 0,2 6,8 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

3 0 6,8 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

4 

NH4Сl 

0,8 6,8 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

5 0,8 3,4 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

6 0,8 3,4 0,45 0,4 (1,6 мМ) 

7 0,8 3,4 0 0,4 (1,6 мМ) 

8 0,8 1,7 0 0,4 (1,6 мМ) 

9 0,8 3,4 0 1,25 (5,0 мМ) 

10 
КNO3 

1,5 6,8 0,9 0,4 (1,6 мМ) 

11 1,5 6,8 0,9 1,25 (5,0 мМ) 

 

Для приготування розчину препарату «Комплевіт» вміст однієї капсули 

(концентрація пантотенату кальцію – 25 мг) розчиняли у 50 мл дистильованої 

води та стерилізували вологим жаром при температурі 112 ºС (0,5 атм) впродовж 

30 хв. 

Дріжджовий екстракт готували наступним чином: 5 г екстракту розчиняли у 

100 мл дистильованої води та стерилізували вологим жаром при температурі 

112 ºС (0,5 атм) впродовж 30 хв. 

Підготовка інокуляту. Як посівний матеріал використовували культуру з 

експоненційної фази росту, вирощену на середовищі, що містило як джерело 

вуглецю та енергії: 
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моносубстрати – рафіновану соняшникову олію (0,5 %), змішану 

відпрацьовану після смаження різних продуктів соняшникову олію (0,5 %), ацетат 

натрію (0,5 %) або етанол (0,5%); 

змішані субстрати – суміш рафінованої соняшникової олії (0,25 %) та 

ацетату натрію (0,25 %), рафінованої соняшникової олії (0,25 %) та суміш етанолу 

(0,25 %). 

Концентрація інокуляту становила 10 %. 

Субстрати для біосинтезу етаполану. Як джерело вуглецю та енергії 

використовували: 

моносубстрати – рафінована соняшникова олія 0,9-1,0 % (об’ємна частка), 

ацетат натрію 2,2 % (масова частка), етанол 1,7 % (об’ємна частка); 

змішані субстрати – суміш рафінованої соняшникової олії 0,15-1,75 % 

(об’ємна частка) та ацетату натрію 0,5-3,0 % (масова частка); суміш рафінованої 

соняшникової олії 0,2-1,2 % (об’ємна частка) та етанолу 1,0-4,0 % (об’ємна 

частка); суміш рафінованої соняшникової олії 1,5-4,0 % (об’ємна частка) та 

гідролізованої меляси 1,5-4,0 % (масова частка за вуглеводами). 

В одному з варіантів рафіновану соняшникову олію заміняли різні типи 

відпрацьованої олії (після смаження картоплі, м’яса, овочів або змішаної 

відпрацьованої олії після смаження різних продуктів). 

Відпрацьовану олію після смаження картоплі та змішану відпрацьовану 

після смаження різних продуктів (після смаження м’яса, картоплі, цибулі та сиру) 

отримували з закладів ресторану швидкого харчування McDonald’s (м. Київ) та 

кафе Rocker pub Tarantino’S (м. Київ) відповідно. Відбір пересмаженої олії 

проводився тричі з інтервалом в два місяці. 

Відпрацьовану олію після смаження м’яса або овочів отримували в 

домашніх умовах після триразового смаження відповідних продуктів харчування 

впродовж 20 хв. 

Розчини ацетату натрію стерилізували вологим жаром разом з розчинами 

солей при температурі 131 ºС (1,5 атм) впродовж 40 хв. 
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Етанол, рафіновану та відпрацьовану соняшникову олію не стерилізували. 

Гідроліз меляси здійснювали наступним чином: до 100 г меляси додавали 

дистильовану воду до кінцевого об’єму 200 мл, отриманий розчин підкислювали 

1 н H2SО4 до рН 4,0 і стерилізували при температурі 112 ⁰С (0,5 атм) впродовж 

30 хв. В одному з варіантів використовували мелясу, яку після стерилізації 

нейтралізували (рН 6,5-7,0) стерильним 10 %-м розчином КОН. 

Дробне внесення субстратів. В одному з варіантів здійснювали дробне 

внесення субстратів (підживлення). 

Суміш олії та ацетату – початкова концентрація олії у середовищі 

становила 0,25-0,75 %, а ацетату – 0,5-1,5 %, а в процесі культивування 

здійснювали дробне внесення субстратів порціями (сумарно 2 порції) по 0,25-

0,5 % (олія) та 0,5-1,0 % (ацетат) до кінцевої концентрації субстратів 0,75-1,5 % та 

1,5-3,0 % відповідно. Якщо перед підживленням рН культуральної рідини 

перевищувало 8,0-8,5, замість ацетату вносили оцтову кислоту в еквімолярній за 

вуглецем концентрації (0,35 %, об’ємна частка). 

Принципова схема дробного внесення субстратів при рості штаму ІМВ В-

7005 на суміші олії та ацетату натрію наведена на рис. 2.3. 

 

Рисунок 2.3 – Схема дробного внесення субстратів при рості бактерій на 

суміші соняшникової олії та ацетату натрію 
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Суміш етанолу та олії – початкова концентрація олії у середовищі 

становила 0,2-0,6 %, а етанолу – 0,66-2,0 %. У процесі культивування через кожні 

24 год здійснювали дробне внесення субстратів порціями (сумарно 1-4 порції) по 

0,2-0,6 % (олія) та 0,66-2,0 % (етанол) до кінцевої концентрації субстратів 0,6-

1,2 % та 2,0-4,0 % відповідно. 

Принципова схема дробного внесення субстратів при рості штаму ІМВ В-

7005 на суміші олії та етанолу наведена на рис. 2.4. 

 

Рисунок 2.4 – Схема дробного внесення субстратів при рості штаму 

Acinetobacter ІМВ В-7005 на суміші соняшникової олії та етанолу 
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Умови культивування. Продуцента етаполану культивували у качалочних 

колбах (об’єм 750 мл) із 100 мл середовища на качалці (швидкість обертів 

320 об/хв) при температурі 30 ºС впродовж 120 год. 

2.4. Визначення показників росту та біосинтезу етаполану 

Концентрацію біомаси визначали за оптичною густиною клітинної суспензії 

з наступним перерахунком на суху біомасу у відповідності з калібрувальним 

графіком. 

Кількість синтезованого етаполану визначали ваговим методом. Для цього 

до певного об’єму культуральної рідини (зазвичай 10-15 мл) додавали 1,5-2 

об’єми ізопропанолу, осад ЕПС промивали чистим ізопропанолом і висушували 

при кімнатній температурі впродовж 24 год. 

ЕПС-синтезувальну здатність розраховували як відношення концентрації 

ЕПС до концентрації біомаси та виражали у г ЕПС/ г біомаси: 

  (2.1) 

Теоретичний вихід етаполану від субстрату розраховували з урахуванням 

наступних припущень: 1) біомаса та полісахарид на 50 % складаються з вуглецю 

[203]; 2) половина вуглецю субстратів окислюється з метою одержання енергії 

(«холосте окислення»); 3) соняшникова олія складається з 50 % лінолевої та 50 % 

олеїнової вищих жирних кислот [139]; 4) вміст азоту у біомасі становить 10 %. 

Так, наприклад, з 1 % (10 г/л) ацетату натрію (вміст вуглецю 2,93 г/л) та 

0,5 % (4,6 г/л) олії (вміст вуглецю 3,54 г/л) з урахуванням «холостого окислення» 

можна отримати сумарно 6,46 г/л ЕПС та біомаси. Враховуючи, що за 

використання 0,8 г/л NH4Cl (вміст азоту 0,21 г) рівень біомаси становить 2,1 г/л, 

максимальна концентрація ЕПС дорівнює 4,39 г/л. 

2.5. Реологічні властивості полісахариду 

Реологічні властивості 0,05 % розчинів культуральної рідини або сухого 

полісахариду визначали за зміною в’язкості в присутності 0,1 М КСl та у системі 

Сu
2+

-гліцин, що являється індивідуальною властивістю полісахариду етаполану 



86 

 

[203]. Обробка його розчинів неорганічними солями призводить до утворенням 

осаду полісахариду, який переходить у розчин за присутності хелатоутворюючого 

агенту (гліцину). 

При визначенні в’язкості розчинів полісахариду за присутності 0,1 М КСl до 

0,05 % розчину етаполану або 0,05 % розчину культуральної рідини вносили 

сухий КСl до кінцевої концентрації 0,1 М та перемішували до повного розчинення 

хлориду калію. Перед вимірюванням в’язкості розчин попередньо витримували 

впродовж 60 хвилин. 

Для вивчення поведінки розчинів етаполану у системі Сu
2+

-гліцин до 0,05 % 

розчинів полісахариду послідовно при постійному перемішуванні додавали 

0,003 М СuSO4×5H2O та 0,015 М гліцин. Отриманий розчин нагрівали до 80 ºС та 

витримували при даній температурі впродовж 5 хв. Перед вимірюванням в’язкості 

отриманий розчин охолоджували на повітрі до 20 ºС. 

2.6. Статистична обробка даних 

Всі досліди проводили в трьох повторах, кількість паралельних визначень в 

експериментах становила від трьох до п’яти. Достовірність результатів 

досліджень оцінювали у відповідності з t–критерієм Стьюдента. Визначення 

проводили наступним чином [204]: 

1) Розраховували середньоарифметичне значення одержаних результатів 

(середнє арифметичне вибірки): 

 



n

1l
i

x
n

1
x , (2.2) 

де xi – значення варіанту, 


n

1l

 – знак суми варіантів у межах від першого 

(x1) до n–го варіанту, n – загальне число варіантів або об’єм даної сукупності. 

2) Визначали різницю між середніми значеннями вибірок: 

 21 xxd  , (2.3) 

3) Для встановлення, вірогідна або випадкова дана різниця, розраховували 

помилку різниці середніх значень за формулою: 
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4) Розраховували фактично визначену величину t–критерію: 

 
d

ф
S

d
t  , (2.5) 

5) Визначали число ступенів вільності: 

 2nnk 21  , (2.6) 

6) Вибирали значення стандартного t–критерію (tst) для прийнятого рівня 

значимості α [204]. 

При умові, що tф≥tst нульова гіпотеза спростовується на високому рівні 

значимості (Р<0,05). 

Отримані в ході досліджень результати відповідно t–критерія Стьюдента 

виявилися статистично достовірними при 5 %-му рівні значимості. 

Відповідні розрахунки проводили з використанням математичного 

програмного забезпечення Mathcad. 
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РОЗДІЛ 3. ОСОБЛИВОСТІ СИНТЕЗУ ЕТАПОЛАНУ НА СУМІШІ 

РАФІНОВАНОЇ СОНЯШНИКОВОЇ ОЛІЇ ТА АЦЕТАТУ НАТРІЮ 

Підвищити показники синтезу мікробних екзополісахаридів (ЕПС) можливо 

різними шляхами (див. Розділ 1). Одним з перспективних підходів являється 

використання змішаних субстратів для їхнього біосинтезу. Переваги такого 

підходу є чимось подібними до таких при рості мікроорганізмів за міксотрофних 

умов [88]. Зокрема спостерігається одночасне споживання субстратів, що 

супроводжується зменшенням непродуктивних втрат під час їхнього катаболізму 

та загальним підвищенням ступеню утилізації [14]. 

Загалом позитивний ефект від використання суміші ростових субстратів 

може спостерігатися внаслідок [14, 203]: 1) одночасного залучення обох 

моносубстратів суміші до енергетичного та конструктивного метаболізму; 2) 

роздільного використання кожного з субстратів суміші виключно в якості 

джерела вуглецю або джерела енергії; 3) розширення або усунення «вузьких 

місць» катаболізму моносубстрату за рахунок додаткового введення 

«допоміжного субстрату». 

Варто зазначити, що максимальний позитивний ефект при використанні 

змішаних субстратів досягається лише при їхньому оптимальному молярному 

співвідношенні, яке являється індивідуальним для кожного продуцента та 

значною мірою залежить від особливостей його метаболічної активності. 

Визначення даного співвідношення потребує проведення значної кількості 

експериментальних досліджень. У той же час їхній обсяг можна істотно 

скоротити завдяки попередньому визначенню оптимального теоретичного 

співвідношення. 

3.1. Розрахунок та експериментальна перевірка молярного співвідношення 

концентрацій моносубстратів у суміші 

Відповідно до енергетичної класифікації Бабеля [14] всі субстрати, в 

залежності від кількості енергії, яка генерується під час їхнього перетворення на 

центральний вуглецевий попередник (фосфогліцерат), можна умовно поділити на 
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енергетично надлишкові та дефіцитні. Кількість енергії, яка є необхідною для 

синтезу клітинних компонентів з фосфогліцеринової кислоти, являється 

приблизно однаковою для всіх мікроорганізмів та становить 1 моль АТФ на 10,5 г 

біомаси [203]. Рівняння синтезу біомаси з даного попередника при використанні 

NH3 в якості джерела азотного живлення можна представити наступним чином: 

 4 Фосфогліцерат + NH3 + 29 АТФ + 5,5 НАД(Ф)Н → (С4Н8О2N1)3, (3.1) 

де (С4Н8О2N1)3 – формула моля біомаси. 

Відповідно до даної класифікації соняшникову олію, яка в основному 

складається з лінолевої та олеїнової жирних кислот, можна вважати енергетично 

надлишковим субстратом, а ацетат – енергетично дефіцитним. 

Варто зазначити, що повне розкриття потенціалу від використання 

змішаних ростових субстратів, досягається лише при певному молярному 

співвідношенню їхніх концентрацій у суміші, яке безпосередньо пов’язано з 

особливостями метаболізму відповідних моносубстратів. 

Визначення даного співвідношення є комплексним завданням, вирішення 

якого можна значною мірою оптимізувати завдяки попередньому проведенню 

теоретичних розрахунків та встановленню оптимального розрахункового 

співвідношення. 

Для цього спершу необхідно провести розрахунок енергетичних потреб 

синтезу клітинних компонентів та цільового продукту при рості продуцента на 

енергетично дефіцитному субстраті, тобто ацетаті. 

Потреба в АТФ під час синтезу етаполану з ацетату. Повторювана ланка 

ацильованого полісахариду (АП) складається з нейтральних моносахаридів, деякі 

з яких, на відміну від неацильованого полісахариду (НАП), є ацильованими, а 

також залишків пірувату та глюкуронової кислоти (рис. 2.1). 

Зі схеми, наведеної на рис. 3.1, видно, що синтез даних сполук при рості 

Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на ацетаті нерозривно пов’язаний з витратами 

енергії під час синтезу моносахаридів (глюкози, галактози, манози та рамнози) та 
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жирних кислот (пальмітинової та лауринової), а також її генерацією, яка має місце 

при утворенні пірувату та глюкуронової кислоти. 

 

Рисунок 3.1 – Схема синтезу повторювальної ланки етаполану у процесі 

катаболізму ацетату (сірим кольором виділено літературні дані) 
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Витрати енергії на синтез моносахаридів. Процес утворення вуглеводної 

частини етаполану можна умовно поділити на 3 етапи: 

1. Синтез фосфорильованих вуглеводів (глюкозо-6-фосфату та фруктозо-

6-фосфату). 

Спочатку ацетат через неповний цикл трикарбонових кислот (у 

Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 2-оксоглутаратдегідрогеназа функціонує з низькою 

активністю [203]) та цикл Кребса-Корнберга (гліоксилатний цикл) залучається до 

реакцій глюконеогенезу (у продуцента етаполану ключовим ферментом 

глюконеогенезу являється фосфоенолпіруватсинтетаза [203]), під час яких 

відбувається утворення глюкозо-6-фосфату (фруктозо-6-фосфату). Зазначені 

перетворення супроводжуються відновленням ФАД і НАД, а також витратою 

енергії АТФ. 

Беручи до уваги наведену вище інформацію, сумарне рівняння одержання 

1 моль глюкозо-6-фосфату (або фруктозо-6-фосфату) з ацетату можна виразити 

наступним чином: 

 2 Ацетат + 4 АТФ + НАДН → Глюкозо-6-фосфат + 2 НАДН +ФАДН2 (3.2) 

або 

 2 Ацетат + АТФ → Глюкозо-6-фосфат (при Р/О 2) (3.3) 

2. Утворення попередників ЕПС. 

На наступному етапі відбувається синтез відповідних 

нуклеозиддифосфатсахаридів (наприклад, гуанозиндифосфат-манози (ГДФ-

манози) з манозо-1-фосфату чи уридиндифосфат-глюкози (УДФ-глюкози) з 

глюкозо-1-фосфату тощо). Синтез кожного попередника супроводжується 

витратою 1 моль гуанозинтрифосфату (ГТФ) або уридинтрифосфату (УТФ). 

3. Полімеризація полісахариду. 

Наприкінці повторювана ланка приєднується до наростаючої молекули 

полісахариду, що супроводжується додатковою витратою енергії одного 

макроергічного зв’язку. 
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До складу повторюваної ланки етаполану входять 7 залишків нейтральних 

моносахаридів та 1 залишок глюкуронової кислоти. Для їх синтезу необхідно 

8 моль глюкозо-6-фосфату (фруктозо-6-фосфату). Дану кількість 

фосфорильованих вуглеводів можна отримати з 16 моль ацетату. 

Таким чином, загальна витрата АТФ на синтез моносахаридів, які входять 

до складу повторювальної ланки АП, та приєднання цієї ланки до молекули 

полісахариду становить: 

8 × 2 + 1 = 17 моль АТФ 

У той же час на даному етапі відбувається додаткова генерація 2 моль 

НАД(Ф)Н під час утворення глюкуронової кислоти, в результаті чого отримується 

4 моль АТФ. 

Отже, загальні витрати енергії під час синтезу моносахаридів становлять: 

17 – 4 = 13 моль АТФ 

Витрати енергії на синтез жирних кислот. Відомо [139], що утворення 

вищих жирних кислот у вигляді відповідних ацил-КоА відбувається завдяки 

послідовній взаємодії з малоніл-КоА та подальшим декарбоксилюванням, що в 

кінцевому рахунку призводить до циклічного нарощуванню ацил-КоА на 

двовуглецевий фрагмент. На проведення одного такого циклу витрачається 1 моль 

АТФ. З рис. 3.1 видно, що додатково 1 моль АТФ затрачається під час 

перетворення ацетату на ацетил-КоА. 

Таким чином, для одержання пальмітинової та лауринової кислот, які 

містять 16 та 12 атом вуглецю відповідно, необхідне проведення 7 та 5 циклів 

нарощування вуглецевого ланцюга. При цьому залучається 8 та 6 моль ацетил-

КоА відповідно. Зважаючи на це, енерговитрати на синтез жирних кислот, що 

входять до складу повторюваної ланки АП, становлять: 

(7 + 5) + (8 + 6) = 26 моль АТФ 

Генерація енергії при синтезі пірувату. Сумарну реакцію утворення 

піровиноградної кислоти з ацетату можна виразити наступним рівнянням: 

 2 Ацетат + 2 АТФ → Піруват + 2 НАДН +ФАДН2 (3.4) 
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або 

 2 Ацетат → Піруват + 3 АТФ (при Р/О 2) (3.5) 

Узагальнені дані щодо енергетичних потреб (рівняння 3.2-3.5) мікробного 

синтезу НАП і АП у перерахунку на моль використаного ацетату можна 

представити у вигляді таблиці (табл. 3.1). 

Таблиця 3.1 – Енергетичні потреби синтезу ацильованого та неацильованого 

полісахаридів з ацетату 

ЕПС 

Витрата 

ацетату на 

синтез 

ланки ЕПС, 

моль 

Витрати енергії, 

моль АТФ 

Генерація енергії, 

моль АТФ 

На 

синтез 

ланки 

ЕПС 

На моль 

використаного 

ацетату 

На 

синтез 

ланки 

ЕПС 

На моль 

використаного 

ацетату 

НАП 18 17 0,94 7 0,39 

АП 32 43 1,34 7 0,22 

АП+НАП 50 60 1,20 14 0,28 

 

Таким чином, загальна витрата енергії під час синтезу повторюваної ланки 

НАП і АП (НАП + АП) становить: 

1,20 – 0,28 = 0,92 моль АТФ / моль ацетату 

На наступному етапі теоретичних розрахунків для визначення оптимальної 

концентрації енергетично надлишкового субстрату, тобто соняшникової олії, 

проводиться визначення енергії, яка генерується під час його катаболізму. 

Генерація енергії при катаболізмі лінолевої та олеїнової жирних кислот.  

Перетворення лінолевої (С17Н31СООН) та олеїнової (С17Н33СООН) жирних 

кислот на ФГК, проходить у декілька етапів [139] (рис. 3.2). 

1. Активація жирних кислот. 

Спочатку відбувається активація жирної кислоти, під час якої за допомогою 

ферменту ацил-КоА-синтетази вона перетворюється на відповідний ефір 
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коферменту А. При цьому виділяється АМФ і витрачається енергія двох 

макроергічних зв’язків. 

2. β-окиснення жирних кислот. 

Утворений КоА-ефіру циклічно окиснюється по β-положенню, що 

супроводжується утворенням ацетил-КоА та відповідного скороченого на два 

вуглецевих атоми КоА-ефіру жирної кислоти, який піддається подальшому 

окисненню. У ході даного ряду реакцій відновлюється по 1 моль НАД і ФАД. 

Варто зазначити, що на ділянках з ненасиченими зв’язками ФАД не 

відновлюється, оскільки немає потреби в утворені подвійного зв’язку. 

 

 

Рисунок 3.2 – Схеми перетворення лінолевої (А) та олеїнової (В) жирних 

кислот на ФГК (сірим кольором виділено літературні дані) 
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Кількість утворених ацетил-КоА, ФАДН і НАДН у процесі β-окиснення 

можна розрахувати за наступними формулами: 

 Ацетил-КоА = n/2, (3.6) 

де n – кількість атомів вуглецю у складі жирної кислоти; 

 НАДН = n/2-1; (3.7) 

 ФАДН = n/2-1-m, (3.8) 

де m – кількість ненасичених зв’язків у жирній кислоті. 

3. Синтез фосфогліцеринової кислоти з ацетил-КоА 

На даному етапі у процесі глюконеогенезу відбувається синтез 

фосфогліцерату, під час якого утворюється НАДН і витрачається енергія АТФ. 

Беручи до уваги наведену вище інформацію, рівняння перетворення 

лінолевої та олеїнової кислот на фосфогліцеринову кислоту можна представити 

наступним чином: 

 С17Н31СООН + 5,5 АТФ →  

 → 4,5 Фосфогліцерат + 17 НАДН + 10,5 ФАДН2; (3.9) 

 С17Н33СООН + 5,5 АТФ →  

 → 4,5 Фосфогліцерат + 17 НАДН + 11,5 ФАДН2 (3.10) 

або 

 С17Н31СООН → 4,5 Фосфогліцерат + 39 АТФ (при Р/О 2); (3.11) 

 С17Н33СООН → 4,5 Фосфогліцерат + 40 АТФ (при Р/О 2) (3.12) 

Враховуючи припущення, що рафінована соняшникова олія містить 50 % 

лінолевої та 50 % олеїнової кислот, рівняння 3.11 та 3.12 набуває наступного 

вигляду: 

 0,5 С17Н31СООН + 0,5 С17Н33СООН →  

 → 4,5 Фосфогліцерат + 39,5 АТФ (при Р/О 2) (3.13) 

Енергетичні витрати на синтез біомаси. Згідно рис. 3.1 сумарну реакцію 

перетворення ацетату на ФГК можна виразити наступними рівняннями: 

 2 Ацетат + 3 АТФ → Фосфогліцерат + 2 НАД(Ф)Н + ФАДН2 (3.14) 

або 
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 2 Ацетат → Фосфогліцерат + 2 АТФ (при Р/О 2) (3.15) 

Виходячи з рівняння синтезу біомаси з фосфогліцеринової кислоти 

(рівняння 3.1) та рівняння катаболізму ацетату до фосфогліцерату (рівняння 3.15), 

можна розрахувати, що при рості на ацетаті потреба в АТФ для синтезу біомаси (у 

розрахунку на моль ацетату) становить 4 моль. Припускаємо, що дану кількість 

енергії можна отримати з жирних кислот олії. Враховуючи, що під час синтезу 

полісахариду з ацетату витрачається 0,92 моль АТФ/ моль використаного ацетату, 

за рахунок олії необхідно сумарно отримати: 

4 + 0,92 = 4,92 моль АТФ 

З рівняння 3.13 видно, що для покриття даної енергетичної потреби 

необхідно 0,13 моль жирних кислот олії. 

Отже, теоретично розраховане оптимальне молярне співвідношення ацетату 

та рафінованої соняшникової олії при рості Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на їх 

суміші має становити 1:0,13. 

Наприклад, за концентрації ацетату натрію 1 % (масова частка, 10 г/л, або 

0,12 моль) концентрація соняшникової олії повинна бути 0,016 моль, або 4,5 г/л, 

або 0,5 % (об’ємна частка). Таким чином, співвідношення ацетату натрію (масова 

частка) та рафінованої соняшникової олії (об’ємна частка) в середовищі 

культивування штаму ІМВ В-7005 має становити 1,0:0,5, або 1,0:0,4 за 

використання ацетату калію. 

Експериментальна перевірка розрахованого оптимального молярного 

співвідношення концентрацій олії та ацетату у суміші. Зважаючи на те, що 

теоретичні розрахунки неодмінно повинні супроводжуватись проведенням 

відповідних експериментальних досліджень, на наступному етапі роботи вивчали 

синтез етаполану за різних молярних співвідношень концентрацій соняшникової 

олії та ацетату у суміші. У даних експериментах інокулят вирощували на моно- 

(олія, ацетат) та змішаному субстраті. 

Оскільки раніше [203] при вирощуванні Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на 

суміші глюкози та ацетату було продемонстровано позитивний вплив катіонів Na
+
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на синтез етаполану, у даних дослідженнях у суміші з олією використовували 

ацетат натрію. Припускається, що катіони Na
+
 можуть використовуватися для 

генерації протонрушійної сили, яка є необхідною для активного транспорту 

даного субстрату у клітини продуцента [203]. 

Експерименти показали, що незалежно від природи джерела вуглецевого 

живлення у середовищі для одержання посівного матеріалу, максимальна 

концентрація цільового продукту (4,3-4,5 г/л) досягалася за теоретично 

розрахованого співвідношення моносубстратів у суміші (1:0,13) (табл. 3.2). 

Таблиця 3.2 – Синтез етаполану за різного молярного співвідношення 

концентрацій ацетату натрію та рафінованої соняшникової олії у суміші 

Субстрат для 

одержання іно-

куляту, % 

Концентрація 

субстратів у 

середовищі для 

біосинтезу, % 

Молярне 

співвідношення 

ацетату та олії 

рНкін 

Концен-

трація ЕПС, 

г/л 

ацетат натрію олія 

Ацетат, 0,5 

1,0 0,3 1:0,08 9,4 2,91±1,15 

1,0 0,5 1:0,13* 9,5 4,30±0,21 

1,0 0,7 1:0,18 9,5 4,00±0,20 

Олія, 0,5 

1,0 0,3 1:0,08 9,4 2,96±0,20 

1,0 0,5 1:0,13* 9,4 4,43±0,22 

1,0 0,7 1:0,18 9,4 3,69±0,18 

Ацетат, 0,25, та 

олія, 0,25 

1,0 0,3 1:0,08 9,5 2,34±0,12 

1,0 0,5 1:0,13* 9,5 4,49±0,22 

1,0 0,7 1:0,18 9,6 2,85±0,14 

Ацетат, 0,5 2,2** н/п н/п 9,6 1,23±0,06 

Олія, 0,5 н/п 0,9 н/п 7,4 1,10±0,06 

Примітки. Вирощування інокуляту та біосинтез полісахариду здійснювали 

на середовищі 1. * – теоретично розраховане оптимальне молярне співвідношення 

концентрації моносубстратів у суміші – 1:0,13; ** – концентрація моносубстратів 
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еквімолярна за вуглецем до суміші олії та ацетату при оптимальному молярному 

співвідношенні їх концентрації у суміші. н/п – не передбачено. 

 

3.2. Оптимізація умов культивування продуцента для максимального 

синтезу етаполану на суміші ацетату та олії 

Дані, наведені у табл. 3.2 свідчать про те, що незалежно від концентрації 

субстратів у суміші до кінця культивування рН культуральної рідини 

підвищується до 9,0-9,3, що є неоптимальним для синтезу етаполану (оптимум рН 

7,0-8,0 [203]). 

Варто зазначити, що надмірне залужнення середовища може призводити не 

лише до зниження показників синтезу ЕПС, але й погіршення його практично 

цінних властивостей. Так, у попередніх дослідженнях [203] продемонстровано, 

що одним з факторів впливу на реологічні властивості розчинів етаполану є 

значення рН. Зокрема при рН 9,0-9,5 спостерігалося різке зниження кінематичної 

в’язкості розчинів ЕПС, зумовлене дезацилюванням структурних ланок 

полісахариду. 

Підвищення рН культуральної рідини при вирощуванні штаму ІМВ В-7005 

на суміші олії та ацетату може бути зумовлено декількома причинами, зокрема, 

наявністю у суміші достатньо високої концентрації ацетату натрію (1,0 %), 

транспорт якого у клітини продуцента симпортом з протоном супроводжується 

підвищенням рН культуральної рідини [203]. 

Одним з підходів до запобігання надлишкового залужнення культуральної 

рідини являється використання джерела азоту, асиміляція якого відбувається 

антипорт з протоном та супроводжується підкисленням культуральної рідини. 

Для перевірки даного припущення здійснювали заміну NH4NO3 (0,6 г/л) у 

середовищі культивування на еквімолярну за азотом концентрацію NH4Cl 

(0,8 г/л). 

Результати показали, що незважаючи на незначне зниження рН 

культуральної рідини (на 0,2-0,3 одиниці) заміна джерела азотного живлення 
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супроводжувалася істотним зниження показників синтезу ЕПС у варіантах, де 

використовувався інокулят, вирощений на ацетаті натрію або суміші ацетату та 

олії (табл. 3.3). У той же час при використанні посівного матеріалу, вирощеного 

на олії, незалежно від використаного джерела азоту (табл. 3.2 та табл. 3.3) 

концентрація синтезованого етаполану була максимальною (4,2-4,4 г/л). 

Зважаючи на це у подальших експериментах посівний матеріал вирощували на 

рафінованій олії. 

Незначний ефект від заміни джерела азотного живлення може 

зумовлюватися достатньо високою концентрацією у суміші ацетату натрію 

(1,0 %), споживання якого супроводжується істотним підвищенням рН 

культуральної рідини, яке не може бути компенсоване асиміляцією наявної у 

середовищі кількістю NH4Cl. У той же час подальше підвищення концентрації 

джерела азотного живлення є недоцільним, оскільки при цьому буде 

зменшуватись співвідношення C/N, що зазвичай має негативний вплив на 

показники синтезу мікробних полісахаридів [16, 50]. 

Таблиця 3.3 – Синтез етаполану на середовищі з хлоридом амонію 

Субстрат для одержання 

інокуляту, % 

Концентрація субстратів у 

середовищі для біосинтезу, % рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л ацетат натрію олія 

Ацетат, 0,5 

1,0 0,3 9,2 2,51±0,13 

1,0 0,5* 9,2 3,42±0,17 

1,0 0,7 9,3 2,98±0,15 

Олія, 0,5 

1,0 0,3 9,0 3,24±0,16 

1,0 0,5* 9,1 4,17±0,21 

1,0 0,7 9,2 3,66±0,18 

Ацетат, 0,25, та олія, 

0,25 

1,0 0,3 9,2 1,71±0,09 

1,0 0,5* 9,2 2,35±0,12 

1,0 0,7 9,3 2,03±0,10 
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Примітки. Вирощування інокуляту та біосинтез полісахариду здійснювали 

на середовищі 4. * – теоретично розраховане оптимальне молярне співвідношення 

концентрації моносубстратів у суміші – 1:0,13. 

 

Зважаючи на зазначене для додаткового зниження рН культуральної рідини 

проводили пропорційне зменшення концентрації ацетату натрію та олії в 

середовищі культивування. З цією метою у подальших дослідженнях знижували 

вдвічі кількість моносубстратів у суміші, зберігаючи при цьому їх відповідні 

молярні співвідношення. 

Встановлено, що за концентрації ацетату натрію у суміші 0,5 % рН 

культуральної рідини знижувалося і перебувало в межах 7,7-7,8 (табл. 3.4). Проте 

за даних умов культивування також спостерігалося неминуче зниження кількості 

синтезованого етаполану, яке хоча й було максимально можливим для даних 

концентрацій моносубстратів, але перебувало на дуже низькому рівні (2-2,7 г/л). 

Таблиця 3.4 – Вплив концентрації олії та ацетату натрію у суміші на синтез 

етаполану 

Концентрація субстратів 

у середовищі для 

біосинтезу, % 

Молярне 

співвідношення 

ацетату та олії 

рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-синтезу-

вальна здатність, 

г ЕПС/ г біомаси 
ацетат натрію олія 

0,5 0,15 1:0,08 7,8 2,19±0,11 1,97±0,10 

0,5 0,25 1:0,13* 7,7 2,30±0,17 2,69±0,13 

0,5 0,35 1:0,18 7,7 2,23±0,11 1,68±0,09 

0,5 0,45 1:0,23 7,8 2,27±0,11 1,31±0,07 

0,5 0,55 1:0,28 7,8 2,70±0,14 1,22±0,06 

Примітки. Вирощування інокуляту та біосинтез полісахариду здійснювали 

на середовищі 4. Інокулят вирощували на рафінованій соняшниковій олії. * – 

теоретично розраховане оптимальне молярне співвідношення концентрації 

моносубстратів у суміші – 1:0,13. 
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Оскільки конкурентоспроможність технологій одержання практично цінних 

продуктів мікробного синтезу значною мірою залежить від концентрації 

цільового продукту, на наступному етапі досліджень штам ІМВ В-7005 

вирощували на підвищеній концентрації олії і ацетату натрію (0,5 та 1,0 % 

відповідно) на модифікованих середовищах 5-8 зі зниженим вмістом лужної 

складової (див. Розділ 2). 

Встановлено, що виключення з базового поживного середовища КОН та 

зменшення вдвічі (до 3,4 г/л) концентрації КН2РО4, супроводжувалось зниженням 

рН культуральної рідини до оптимального для синтезу ЕПС рівня (7,8-7,9). При 

цьому показники синтезу етаполану (концентрація ЕПС становила 4,7 г/л, ЕПС-

синтезувальна здатність досягала 2 г ЕПС/ г біомаси) були максимально 

можливими для даної концентрації моносубстратів, проте все одно залишалися 

нижчими порівняно з показниками на інших змішаних субстратах, зокрема суміші 

глюкози (меляси) та ацетату [203]. 

Таблиця 3.4 – Показники синтезу ЕПС на суміші олії (0,5 %) та ацетату 

натрію (1,0 %) на середовищах з різним вмістом лужної складової 

Середовище 

культивування 
рНкін 

Концентрація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-синтезувальна здатність, 

г ЕПС/г біомаси 

4 (контроль) 9,1 4,17±0,21 1,70±0,09 

5 8,9 4,28±0,21 1,75±0,09 

6 8,2 4,51±0,23 1,88±0,09 

7 7,8 4,70±0,24 2,00±0,10 

8 6,9 3,01±0,15 0,89±0,04 

Примітки. Інокулят вирощували на рафінованій соняшниковій олії. 

 

Очевидно, що для подальшої інтенсифікації синтезу етаполану необхідно 

збільшувати вміст моносубстратів у суміші з одночасною підтримкою рН на 

оптимальному для утворення ЕПС рівні. Для цього можна використати підходи, 

які були успішно реалізовані у попередніх дослідженнях з синтезу етаполану на 
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суміші меляси та ацетату натрію [203]. Так, продемонстровано, що дробне 

внесення субстратів супроводжувалось підвищенням ЕПС-синтезувальної 

здатності на 15-45 %, а підтримання значень культуральної рідини на рівні 7,0 

призводило до зростання концентрації синтезованого полісахариду на 16-25 %. У 

той же час було встановлено, що використання НСІ для підтримання рН 

культуральної рідини супроводжувалось накопиченням значної кількості NaCI та, 

як наслідок, зниженням в’язкості розчинів етаполану [200]. Дану проблему було 

усунуто завдяки заміні НСІ на водорозчинні органічні кислоти, які є 

інтермедіатами циклу Кребса (лимонна, бурштинова та щавлева). 

Варто зазначити, що окрім регуляції рН даний підхід може бути 

використаний для інтенсифікації синтезу етаполану за рахунок залучення цих 

кислот до циклу Кребса-Корнберга та глюконеогенезу. Так, використання 

органічних кислот для нейтралізації рН при рості штаму ІМВ В-7005 на 

середовищі з мелясою та ацетатом натрію дозволило підвищити показники 

синтезу ЕПС на 20-26 % у порівняні з вирощуванням продуцента на середовищі 

без регуляції рН [200]. 

Оскільки транспортні системи штаму ІМВ В-7005 є пристосованими до 

асиміляції ацетату, для регуляції рН також можна використовувати оцтову 

кислоту. Показано, що незалежно від концентрації меляси та ацетату натрію у 

суміші підкислення середовища оцтовою кислотою супроводжувалось 

підвищенням концентрації етаполану у 1,5 рази [200]. 

Зважаючи на зазначене, у наступних експериментах досліджували 

особливості синтезу етаполану на суміші ацетату натрію та рафінованої 

соняшникової олії при дробному внесенні субстратів. 

Експерименти показали, що зниження початкової концентрації 

моносубстратів у суміші до 1/3 від їхнього загального вмісту з наступним 

дробним внесенням 3-х порцій субстратів у процесі вирощування продуцента до 

кінцевої концентрації олії 0,75-1,5 % та ацетату натрію 1,5-3,0 % дало змогу 

підтримати рН культуральної рідини впродовж культивування на рівні 6,4-7,8 і 
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підвищити показники синтезу ЕПС порівняно з одноразовим внесенням 

відповідної концентрації субстратів (див. табл. 3.5). 

Зазначимо, що після внесення другої порції 1,0 % ацетату натрію та 0,5 % 

рафінованої олії рН культуральної рідини підвищувалось до 8,0-8,2. Зважаючи на 

це у третій порції субстратів ацетат натрію замінювали на еквімолярну за 

вуглецем кількість оцтової кислоти. Такий підхід дав змогу не лише стабілізувати 

рН культуральної рідини на оптимальному для синтезу етаполану рівні, а й 

супроводжувався додатковим підвищенням концентрації синтезованого 

полісахариду у 1,25 рази (до 17,27 г/л, див. табл. 3.5). 

Таблиця 3.5 – Вплив дробного внесення субстратів на біосинтез етаполану 

на суміші олії та ацетату натрію 

Концентрація 

моносубстратів 

у суміші, % 

Режим дробного 

внесення субстратів, % 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси 

Ацетат, 1,5 та 

рафінована 

олія, 0,75 

Без дробного внесення 

(контроль) 
8,7 4,02±0,20 1,07±0,05 

Тричі порціями по 0,5 % 

ацетату і 0,25 % олії 
6,4 5,67±0,28 2,00±0,10 

Ацетат, 3,0 та 

рафінована 

олія, 1,5 

Без дробного внесення 

(контроль) 
9,5 2,84±0,14 0,68±0,03 

Тричі порціями по 1,0 % 

ацетату і 0,5 % олії 
7,8 13,82±0,69 4,53±0,23 

Двічі порціями по 1,0 % 

ацетату і 0,5 % олії, третя 

порція: 0,35 % оцтової 

кислоти і 0,5 % олії 

7,9 17,27±0,86 6,47±0,32 



104 

 

Примітки: Вирощування інокуляту та біосинтез полісахариду здійснювали 

на середовищі 7. Інокулят вирощували на рафінованій соняшниковій олії. Дробне 

внесення субстратів здійснювали через кожні 24 год. 

 

Висновки до Розділу 3 

Найвищі показники синтезу етаполану спостерігались за молярного 

співвідношення концентрацій ацетату та олії у суміші 1,0:0,13, що співпадає з 

теоретично розрахованим. 

Встановлено, що при рості Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на середовищі з 

олії та ацетатом натрію, внаслідок транспортування останнього симпортом з 

протоном, спостерігалось підвищення рН культуральної рідини до рівня, 

неоптимального для синтезу ЕПС (до 9,5). 

Для запобігання надмірному підлужненню культуральної рідини та 

забезпечення максимального ступеню трансформації вуглецю обох субстратів в 

етаполан модифікували склад поживного середовища (заміняли NH4NO3 (0,6 г/л) 

на NH4Cl (0,8 г/л), зменшували до 3,4 г/л вміст КН2РО4 та виключали зі складу 

КОН) та здійснювали дробне внесення змішаного субстрату трьома порціями 

впродовж культивування. 

За таких умов культивування концентрація етаполану та ЕПС-

синтезувальна здатність при рості бактерій на суміші рафінованої олії (1,5 %) та 

ацетату натрію (3,0 %) становила 17,27 г/л та 6,47 г ЕПС/ г біомаси відповідно. 
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РОЗДІЛ 4. БІОСИНТЕЗ ЕТАПОЛАНУ НА СУМІШІ ЕНЕРГЕТИЧНО 

НАДЛИШКОВИХ СУБСТРАТІВ 

Варто зазначити, що згідно класичної концепції допоміжного субстрату 

Бабеля використання суміші двох енергетично надлишкових субстратів не 

передбачається [14]. У той же час наявні відомості, в яких продемонстровано 

можливість одночасного використання обох таких субстратів суміші в 

енергетичному та конструктивному метаболізмі [39, 203]. 

Зважаючи на це, ми припустили про можливість використання суміші двох 

енергетично надлишкових субстратів для інтенсифікації синтезу 

екзополісахариду (ЕПС) етаполану. Як субстрати для проведення досліджень 

було обрано соняшникову олію та етанол, при рості на якому раніше спостерігали 

високі показники синтезу етаполану штамом Acinetobacter sp. IMB B-7005 [203]. 

4.1. Розрахунок оптимального молярного співвідношення рафінованої 

соняшникової олії та етанолу у суміші 

Оскільки під час метаболізму енергетично надлишкових субстратів до 

фосфогліцерату утворюється достатня для синтезу клітинних компонентів 

кількість АТФ і відновлювальних еквівалентів методологія проведення 

розрахунків при культивуванні на даній суміші дещо відрізняється від описаної 

для суміші енергетично нерівноцінних (див. Підрозділ 2.2. та Розділ 3) або 

дефіцитних субстратів [203]. 

Основні відмінності полягають у необхідності розрахунку генерації енергії 

при синтезі ЕПС з кожного субстрату та подальшого визначення її розподілу, 

який має місце після синтезу біомаси. 

Згідно даного підходу передбачається, що жирні кислоти соняшникової олії 

та етанол будуть використовуватися не тільки для забезпечення енергетичних 

потреб, але й залучатимуться до конструктивного метаболізму. Зважаючи на це 

під час проведення розрахунків додатково припускали, що частина ліноленової та 

олеїнової жирних кислот може без значних перетворень використовуватися для 

етерифікації вуглеводного ланцюга ЕПС. Таким чином, при проведенні вихідних 
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розрахунків приймали, що після синтезу біомасу з етанолу буде генеруватися 

75 %, а з жирних кислот олії – 25 % від загальної кількості енергії. Інші 

припущення були ідентичними до зазначених у Підрозділі 2.2. 

Генерація енергії при синтезі полісахариду з етанолу та жирних кислот 

олії. Починаючи з залучення ацетату до циклу трикарбонових кислот схема 

синтезу повторюваної ланки ЕПС з етанолу є аналогічною до наведеної на 

рис. 3.1. Перетворення етанолу на ацетат, яке відбувається в результаті двох 

послідовних реакцій окиснення, в кожній з яких генерується по 1 моль НАДН, 

можна представити наступними рівняннями: 

 Етанол → Ацетальдегід + НАДН → Ацетат + НАДН (4.1) 

або 

 Етанол → Ацетат + 2 НАДН (при Р/О 2) (4.2) 

Таким чином, під час отримання 2 моль ацетату з 2 моль етанолу додатково 

утворюється 4 моль НАДН, що еквівалентно 8 моль АТФ (при Р/О 2). 

Зважаючи на зазначене та схеми, наведені на рис. 4.1, рис. 4.2 та рис. 3.1, 

можна розрахувати кількість енергії, що генерується при синтезі повторюваної 

ланки ЕПС з жирних кислот олії та етанолу. 

Синтез моносахаридів. Рівняння перетворення енергетично надлишкових 

субстратів суміші на фосфорильовані вуглеводи (глюкозо-6-фосфату та фруктозо-

6-фосфату) можна виразити наступним чином: 

 0,5 С17Н31СООН + 0,5 С17Н33СООН + 10 АТФ + 4,5 НАДН →  

 → 4,5 Глюкозо-6-фосфат + 17 НАДН + 11 ФАДН2 (4.3) 

 2 Етанол + 4 АТФ + НАДН → Глюкозо-6-фосфат + 6 НАДН +ФАДН2 (4.4) 

або відповідно 

 0,5 С17Н31СООН + 0,5 С17Н33СООН →  

 → 4,5 Глюкозо-6-фосфат + 26 АТФ (при Р/О 2) (4.5) 

 2 Етанол → Глюкозо-6-фосфат + 7 АТФ (при Р/О 2) (4.6) 

Зважаючи на додаткову генерацію енергії при синтезі глюкуронової кислоти 

та її витрати під час перетворення фосфорильованих похідних на 
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нуклеозиддифосфатсахариди та полімеризацію повторюваної ланки етаполану під 

час синтезу моносахаридів з жирних кислот олії (1,78 × 26 + 4 – 8 – 1) та етанолу 

(7 × 8 + 4 – 8 – 1) утворюється 41,28 та 51 моль АТФ відповідно. 

Синтез жирних кислот. На відміну від ацетату синтез ацетил-КоА з 

етанолу супроводжується генерацією 3 моль АТФ. Таким чином, у процесі 

циклічного нарощування вуглецевого ланцюга, необхідного для утворення 

пальмітинової та лауринової жирних кислот при рості на етанолі, генерується: 

(7 + 5) – (8 × 3 + 6 × 3) = 29 моль АТФ 

Зважаючи на те, що вуглецевий скелет лінолевої та олеїнової жирних 

кислот, що входять до складу соняшникової олії, містить на 1 та 5 атомів вуглецю 

менше ніж пальмітинова та лауринова кислоти відповідно, якими ацильований 

полісахарид етаполан, синтез останніх відбувається у процесі β-окиснення 

енергетично надлишкового субстрату. Даний процес супроводжується генерацією 

наступної кількості енергії: 

(2 + 1) + 3 × (2 + 1) = 12 моль АТФ. 

Синтез пірувату. Сумарні реакції перетворення жирних кислоти олії та 

етанолу на піровиноградну кислоти можна представити у вигляді наступних 

рівнянь: 

 0,5 С17Н31СООН + 0,5 С17Н33СООН →  

 4,5 ПВК + 17 НАДН + 10,5 ФАДН2 (4.7) 

 2 Етанол + 2 АТФ → ПВК + 6 НАДН +ФАДН2 (4.8) 

або відповідно 

 0,11 С17Н31СООН + 0,11 С17Н33СООН →  

 ПВК + 9,78 АТФ (при Р/О 2 на 1 моль пірувату) (4.9) 

 2 Етанол → ПВК + 11 АТФ (при Р/О 2) (4.10) 

Узагальнені дані щодо синтезу повторюваної ланки етаполану з жирних 

кислот олії та етанолу наведено в табл. 4.1 та табл. 4.2. 
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Рисунок 4.1 – Схема синтезу повторювальної ланки етаполану з олеїнової 

кислоти (сірим кольором виділено літературні дані) 
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Рисунок 4.2 – Схема синтезу повторювальної ланки етаполану з лінолевої 

кислоти (сірим кольором виділено літературні дані) 
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Таблиця 4.1 – Генерація енергії при синтезі складових частин ЕПС з 

соняшникової олії та етанолу 

Субстрат для 

синтезу ЕПС 
Етап 

Витрата субстрату на 

синтез ланки ЕПС, моль 

Генерація 

АТФ, моль 

Соняшникова 

олія 

Синтез моносахаридів 1,78 41,28 

Синтез жирних кислот 2,00 12,00 

Синтез пірувату 0,22 9,78 

Етанол 

Синтез моносахаридів 16,00 51,00 

Синтез жирних кислот 14,00 29,00 

Синтез пірувату 2,00 11,00 

 

Таблиця 4.2 – Генерація енергії при утворені повторюваної ланки 

неацильнованого (НАП) та ацильованого полісахариду (АП) з соняшникової олії 

та етанолу 

Субстрат для 

синтезу ЕПС 
ЕПС 

Витрата субстрату 

на синтез ланки 

ЕПС, моль 

Генерація енергії, моль АТФ 

На синтез 

ланки 

ЕПС 

На моль 

використаного 

субстрату 

Соняшникова 

олія 

НАП 2 51,06 25,53 

АП 4 63,06 15,77 

АП+НАП 6 114,12 19,02 

Етанол 

НАП 18 62 3,40 

АП 32 91 2,84 

АП+НАП 50 152 3,04 

 

Таким чином, загальна генерація енергії під час синтезу повторюваної 

ланки НАП і АП (НАП + АП) з соняшникової олії та етанолу становить: 

3,04 + 19,02 = 22,06 моль АТФ/ моль субстрату 
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Розподіл енергії після синтезу біомаси. Згідно з розрахунками, 

викладеними у роботі [203] та Розділі 3, генерація енергії при перетворенні 

жирних кислот олії та етанолу до фосфогліцеринової кислоти становить 39,5 та 

5,0 моль АТФ / моль використаного субстрату відповідно: 

 0,5 С17Н31СООН + 0,5 С17Н33СООН → 4,5 ФГК + 39,5 АТФ (4.11) 

 C2H5OH → 0,5 ФГК + 5 АТФ (4.12) 

Виходячи з рівняння синтезу біомаси з центрального вуглецевого 

попередника (рівняння 3.1) та рівнянь катаболізму жирних кислот олії та етанолу 

до фосфогліцерату (рівняння 4.11 та 4.12), а також відомостей, наведених у 

табл. 4.2, можна розрахувати, що у процесі росту на даних змішаних субстратах 

після синтезу біомаси та ЕПС (у розрахунку на моль субстрату) залишається 13,52 

та 3,04 моль АТФ відповідно, або 16,56 моль АТФ сумарно. 

Зважаючи на припущення, що з етанолу та олії генерується 75 % та 25 % 

надлишкової енергії, відповідно, для генерації 16,56 моль АТФ необхідно 

4,09 моль етанолу та 0,31 моль соняшникової олії, що відповідає молярному 

співвідношенню 1:0,076. 

Наприклад, за концентрації етанолу 1 % (об’ємна частка 10 мл/л або 8 г/л, 

0,174 моль) концентрація олії має становити 0,013 моль, або 3,66 г, або 3,98 мл, 

або 0,4 %. 

4.2. Дослідження можливості синтезу етаполану на суміші енергетично 

надлишкових субстратів 

На наступному етапі роботи досліджували принципову можливість 

використання суміші рафінованої соняшникової олії та етанолу для отримання 

полісахариду етаполану при теоретично розрахованому молярному 

співвідношенні їх концентрацій. 

Встановлено, що незалежно від способу підготовки посівного матеріалу 

показники синтезу ЕПС були у 1,3-2,1 рази вищими за результати, отримані на 

відповідних моносубстратах (табл. 4.3). У подальших дослідженнях інокулят 
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вирощували на етанолі, оскільки при його використанні концентрація цільового 

продукту була максимальною (3,18 г/л). 

Таблиця 4.3 – Синтез етаполану залежно від способу підготовки інокуляту 

Концентрація субстратів у середовищі для Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/г біомаси 

біосинтезу 

ЕПС, % 
одержання інокуляту, % 

Олія, 0,4 та 

етанол, 1,0* 

Етанол, 0,5 3,18±0,16 1,85±0,09 

Олія, 0,5 2,14±0,11 1,39±0,07 

Олія 0,25 та етанол, 0,25 2,00±0,10 0,84±0,04 

Олія, 1,0** Олія, 0,5 1,63±0,08 1,10±0,06 

Етанол, 1,7** Етанол, 0,5 1,49±0,07 0,93±0,05 

Примітка. Вирощування посівного матеріалу та біосинтез етаполану 

здійснювали на середовищі 1. * – теоретично розраховане оптимальне молярне 

співвідношення концентрації моносубстратів у суміші – 1:0,076; ** – 

концентрація моносубстратів еквімолярна за вуглецем до суміші олії та етанолу 

при оптимальному молярному співвідношенні їх концентрації у суміші. 

 

Експерименти показали, що найвищі показники синтезу етаполану 

(кількість синтезованого етаполану становила 4,2 г/л, ЕПС-синтезувальна 

здатність досягала 2,0 г ЕПС/ г біомаси) спостерігалися за молярного 

співвідношення моносубстратів у суміші 1:0,056, максимально наближеного до 

теоретично розрахованого (1:0,076) (див. табл. 4.4). На нашу думку, дане 

відхилення від теоретичного співвідношення зумовлене нерівномірним 

використанням кожного субстрату до біосинтетичних процесів та енергетичного 

метаболізму, зокрема залученням меншої частини жирних кислот олії до 

безпосередньої етерифікації полісахариду. 
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Таблиця 4.4 – Вплив молярного співвідношення рафінованої олії та етанолу 

у суміші на показники синтезу етаполану 

Концентрація 

субстратів у середовищі 

для біосинтезу, % 

Молярне 

співвідношення 

етанолу та олії 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-синтезувальна 

здатність, г ЕПС/г 

біомаси 
етанол олія 

1,0 0,2 1:0,036 2,10±0,11 0,49±0,02 

1,0 0,3 1:0,056 4,23±0,21 2,00±0,10 

1,0 0,4 1:0,076* 3,18±0,16 1,85±0,09 

1,0 0,5 1:0,096 2,94±0,15 1,20±0,06 

1,0 0,6 1:0,116 2,67±0,13 0,79±0,04 

Примітка. Вирощування посівного матеріалу та біосинтез етаполану 

здійснювали на середовищі 1. Інокулят вирощували на етанолі. * – теоретично 

розраховане оптимальне молярне співвідношення концентрації моносубстратів у 

суміші – 1:0,076. 

 

4.3. Інтенсифікація синтезу полісахариду на суміші рафінованої 

соняшникової олії та етанолу 

Одним з важливих показників ефективності технологій отримання 

практично цінних мікробних метаболітів, який безпосередньо впливає на 

можливість їх промислового впровадження, є концентрація цільового продукту 

[137]. 

Варто зазначити, що показники синтезу ЕПС на змішаних субстратах 

залежать не тільки від дотримання оптимального молярного співвідношення їх 

концентрації у суміші, але й від загальної концентрації моносубстратів у суміші. 

Зважаючи на це на наступному етапі досліджували біосинтез етаполану при 

підвищених концентраціях енергетично надлишкових субстратів у суміші. 

Експерименти показали, що збільшення концентрацій етанолу та олії у 

суміші вдвічі до 2,0 % та 0,6 %, відповідно, призводило до підвищення кількості 
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синтезованого полісахариду у 1,2 рази, проте супроводжувалося зниженням рН 

культуральної рідини з 7,2 до 5,5, при оптимумі для накопичення етаполану 7,0-

8,0 [203]. Подальше підвищення концентрації етанолу (3,0-4,0 %) та олії (0,9-

1,2 %) в середовищі культивування призводило до різкого зниження показників 

синтезу цільового продукту (кількість синтезованого етаполану становила 1,9-

2,4 г/л, ЕПС-синтезувальна здатність досягала 1,0 г ЕПС/ г біомаси) та рН 

культуральної рідини до 4,5-4,8. 

Дане зниження рН може бути зумовлено декількома причинами, зокрема 

особливостями асиміляції ацетату та лімітуванням його метаболізму внаслідок 

низької активності ацетил-КоА-синтетази, яка каталізує асиміляцію ацетату у 

Acinetobacter ІМВ В-7005 [203]. Для вирішення даної проблеми замінювали 

джерело азотного живлення (0,6 г/л NH4NO3) у середовищі культивування 

бактерій на еквімолярну за нітрогеном концентрацію KNO3 (1,5 г/л), асиміляція 

якого відбувається симпортом з протоном і супроводжується підвищенням рН 

культуральної рідини, а також здійснювали дробне внесення субстратів. 

Встановлено, що при заміні джерела азоту на KNO3 незалежно від режиму 

дробного внесення субстратів рН культуральної рідини впродовж культивування 

підтримувалося на допустимому для отримання полісахариду рівні (табл. 4.5). 

При цьому найвищі показники синтезу етаполану (концентрація ЕПС становила 

13,5 г/л, а ЕПС-синтезувальна здатність досягала 3,5 г ЕПС/ г біомаси) 

спостерігалися при зниженні початкової концентрації моносубстратів у суміші до 

1/5 від їхнього загального вмісту з наступним дробним внесенням у процесі 

вирощування продуцента до кінцевої концентрації олії 1,2 % та етанолу 4,0 %. 
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Таблиця 4.5 – Вплив заміни джерела азоту та дробного внесення субстратів 

на біосинтез етаполану на суміші рафінованої олії та етанолу 

Джерело 

азоту 

Концент-

рація моно-

субстратів у 

суміші, % 

Режим дробного 

внесення субстратів* 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезу-

вальна 

здатність, 

г ЕПС/ 

г біомаси 

NH4NO3 

(середо-

вище 1) 

Олія, 0,6, та 

етанол, 2,0 

Без дробного внесення 

(контроль) 
5,5 5,01±0,25 1,95±0,10 

Дві порції по 0,3 % 

олії та 1,0 % етанолу 
5,6 8,02±0,40 1,81±0,09 

Три порції по 0,2 % 

олії та 0,66 % етанолу 
5,4 9,45±0,47 2,65±0,13 

Олія, 1,2, та 

етанол, 4,0 

Дві порції по 0,6 % 

олії та 2,0 % етанолу 
5,1 6,82±0,34 1,40±0,07 

Три порції по 0,4 % 

олії та 1,33 % етанолу 
5,2 8,07±0,40 1,25±0,06 

KNO3 

(середо-

вище 10) 

Олія, 0,6, та 

етанол, 2,0 

Без дробного внесення 

(контроль) 
7,0 5,16±0,26 1,52±0,08 

Дві порції по 0,3 % 

олії та 1,0 % етанолу 
6,4 9,27±0,46 2,10±0,11 

Три порції по 0,2 % 

олії та 0,66 % етанолу 
6,6 8,36±0,42 2,17±0,11 

Олія, 1,2, та 

етанол, 4,0 

Дві порції по 0,6 % 

олії та 2,0 % етанолу 
5,7 7,45±0,37 1,18±0,06 

Три порції по 0,4 % 

олії та 1,33 % етанолу 
5,9 11,38±0,57 1,59±0,08 

Чотири порції по 5,9 11,88±0,59 3,08±0,15 
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Джерело 

азоту 

Концент-

рація моно-

субстратів у 

суміші, % 

Режим дробного 

внесення субстратів* 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезу-

вальна 

здатність, 

г ЕПС/ 

г біомаси 

0,3 % олії та 1,0 % 

етанолу 

П’ять порцій по 

0,24 % олії та 0,8 % 

етанолу 

6,0 13,51±0,68 3,65±0,18 

Примітка. Посівний матеріал вирощували на етанолі. Дробне внесення 

субстратів здійснювали порціями через кожні 24 год. 

 

Висновки до розділу 4 

В результаті проведення теоретичних розрахунків та відповідних 

експериментальних досліджень встановлено, що найвищі показники синтезу 

етаполану спостерігались за молярного співвідношення концентрацій етанолу та 

рафінованої соняшникової олії у суміші 1:0,056, максимально наближеного до 

теоретично розрахованого (1:0,076). 

Для уникнення закислення культуральної рідини, яке спостерігається при 

рості штаму ІМВ В-7005 на середовищі з підвищеною концентрацією олії (1,2 %) 

та етанолу (4 %), проводили заміну джерела мінерального азотного живлення 

(0,6 г/л NH4NO3) на KNO3 (0,8 г/л) та здійснювали дробне внесення субстратів 

п’ятьма рівними порціями впродовж культивування. 

При цьому концентрація етаполану досягала 13,5 г/л, а ЕПС-синтезувальна 

здатність становила 3,7 г ЕПС/ г біомаси. 

 



117 

 

РОЗДІЛ 5. УТВОРЕННЯ ЕТАПОЛАНУ НА СУМІШІ ВІДПРАЦЬОВАНОЇ 

СОНЯШНИКОВОЇ ОЛІЇ ТА С2-С6–СУБСТРАТІВ  

Потенціал промислового впровадження нових та вже відомих 

екзополісахаридів (ЕПС) значною мірою залежить від їхньої собівартості – вона 

повинна бути мінімальною [52]. 

Основними шляхами вирішення даних проблем є: 

1) забезпечення максимального підвищення ефективності конверсії 

субстрату у цільовий продукт завдяки проведенню загальної оптимізації умов 

(процесу) культивування (див. Підрозділ 1.1), використанню змішаних субстратів 

(див. Розділ 3 та Розділ 4) та покращенню штамів-продуцентів методами 

метаболічної та генетичної інженерії (див. Підрозділ 1.2); 

2) використання альтернативних дешевих субстратів замість класичної 

дорогої вуглеводної сировини (див. Підрозділ 1.3). Варто зазначити, що у 

біотехнологічних процесах майже половина кінцевої вартості цільового продукту 

може залежати від витрат на джерело вуглецю [32, 86, 113]. 

Одним з перспективних альтернативних субстратів для одержання 

продуктів мікробного синтезу, зокрема полісахаридів, є відпрацьована рослинна 

олія (соняшникова, оливкова, кукурудзяна тощо), яка внаслідок своєї токсичності 

(містить у своєму складі канцерогенні речовини, токсичні хімічні сполуки тощо 

[67, 84]) не може повторно використовуватися в харчовій промисловості 

(приготування продуктів харчування, виробництво харчових добавок) та 

сільському господарстві (відгодівля худоби, виробництво кормових добавок) 

[128]. 

Значні світові обсяги генерації даного відходу (15-16,5 млн т на рік) та 

наявність жорсткої регуляції його викидів лише у розвинутих країнах (Сполучені 

Штати Америки, Японія, країни Європейського Союзу та ін.) робить пошук 

шляхів ефективної утилізації та переробки пересмаженої рослинної олії однією з 

нагальних проблем сьогодення [91, 97, 98]. 



118 

 

Незважаючи на те, що частина відпрацьованої олії збирається та 

переробляється на біодизель [55, 111] переважна кількість все ще 

неконтрольовано зливається в каналізацію, що призводить до ряду економічних 

(значною мірою підвищує витрати на очищення води, забрудненої олією; 

призводить до блокування зливів та швидкого зношування трубопроводів) та 

екологічних (1 л відпрацьованої олії може забруднити до 500 тис. л води) проблем 

[91, 128]. 

У той же час пересмажена олія може використовуватися для отримання 

пластифікаторів, біогазу, мила, зв’язувальних речовин, лубрикантів, піролітичної 

олії та генерації електроенергії тощо [97, 99, 100, 123, 128]. Основним недоліком 

даних підходів є необхідність проведення стадій попередньої очистки та обробки 

відпрацьованої олії, що значною мірою знижує загальну рентабельність процесу. 

Ще одним перспективним способом переробки даного відходу є його 

використання в біотехнології як субстрату для одержання практично цінних 

продуктів мікробного синтезу (поверхнево-активних речовин, біоемульгаторів, 

полігідроксиалканоатів, ліпаз та інших ферментів, органічних кислот, вітамінів 

тощо) [79, 92, 128]. 

Варто зазначити, що на сьогоднішній день інформація про використання 

олієвмісних субстратів для отримання мікробних ЕПС є досить обмеженою, а в 

наявних даних концентрація цільового продукту не перевищує декількох грам на 

літр [2, 31, 76, 124, 156, 161]. 

У той же час завдяки значним емульгувальним властивостям та 

структурним особливостям етаполану (містить залишки пальмітинової, олеїнової, 

пальмітолеїнової, лауринової та стеаринової кислот [203]) вдалося розширити 

сировинну базу для його виробництва за рахунок використання олієвмісної 

сировини (рафінована та різні типи відпрацьованої соняшникової, кукурудзяної, 

оливкової, ріпакової олії, та їх суміші). При цьому концентрація цільового 

продукту досягала до 14 г/л [71]. 
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5.1. Вплив типу відпрацьованої олії у суміші з мелясою на синтез 

полісахариду 

Одним з перспективних субстратів для синтезу етаполану є суміш меляси 

(побічний продукт цукрового виробництва) та рафінованої соняшникової олії. 

Так, у попередніх дослідженнях [131] продемонстровано можливість синтезу 

10 г/л полісахариду при рості Acinetobacter sp. IMB B-7005 на суміші олії (об’ємна 

частка 1,5 %) та меляси (масова частка 1,5 % за вуглеводами). При цьому молярне 

співвідношення моносубстратів у суміші становило 1,1:1, що було максимально 

наближеним до теоретично розрахованого (1:0,9). Методологія проведення 

розрахунку була аналогічною до наведеної в Розділі 3 для суміші енергетично 

нерівноцінних субстратів. 

Для додаткового зниження собівартості джерела вуглецю та енергії 

досліджували можливість заміни рафінованої олії у змішаному субстраті з 

мелясою на різні типи відпрацьованої (після смаження картоплі, м’яса, овочів та 

змішану після смаження різних продуктів). У даних дослідженнях посівний 

матеріал вирощували на відповідній відпрацьованій олії, оскільки вона не 

потребує стерилізації та має нижчу вартість ніж меляса. 

Експерименти показали, що після заміни олії спостерігалося незначене 

підвищення концентрації синтезованого етаполану (10-14 г/л) у порівняння з 

результатами, отриманими при використанні рафінованого субстрату (10 г/л) 

(табл. 5.1). Варто зазначити, що з практичної та економічної точки зору для 

вирощування інокуляту та біосинтезу полісахариду найбільш доцільним є 

використання змішаної відпрацьованої олії після смаження різних продуктів, 

оскільки перед відправкою на утилізацію різні типи олії зазвичай змішують. 

Оскільки у Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 ферментні системи, задіяні у 

розкладанні сахарози, функціонують з низькою активністю перед використанням 

меляси проводили її попередній гідроліз [203]. Під час даного процесу рН 

субстрату знижувалось до 4,0-4,5, що призводило до зниження початкового 
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значення рН середовища культивування до 5,8-6,0, що є неоптимальним для росту 

продуцента та біосинтезу полісахариду. 

Таблиця 5.1 – Вплив типу відпрацьованої олії (1,5 %) у суміші з мелясою 

(1,5 %) на синтез етаполану 

Олія у суміші з мелясою 
Концентрація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-синтезувальна 

здатність, г ЕПС/ г біомаси 

Рафінована (контроль) 10,09±0,50 3,60±0,18 

Відпрацьована після смаження 

картоплі «фрі» 
11,06±0,55 2,61±0,13 

Відпрацьована після смаження 

картоплі по-селянськи 
11,66±0,58 2,69±0,13 

Відпрацьована після смаження 

м’яса 
12,41±0,62 3,42±0,17 

Відпрацьована після смаження 

овочів 
9,94±0,50 2,95±0,15 

Змішана відпрацьована після 

смаження різних продуктів 
13,92±0,70 3,49±0,17 

Примітка. Вирощування посівного матеріалу здійснювали на середовищі 2, 

біосинтез етаполану – на середовищі 3. Інокулят вирощували на відповідній 

відпрацьованій олії. 

 

Раніше встановлено, що використання нейтралізованої після гідролізу 

меляси у суміші з ацетатом або етанолом призводило не лише до уникнення 

надмірного зниження початкового рН культуральної рідини, але й 

супроводжувалося додатковим підвищенням показників синтезу етаполану [203]. 

Зважаючи на це додатково досліджували вплив способу підготовки меляси 

на синтез етаполану про рості штаму ІМВ В-7005 на відповідній суміші з 

відпрацьованою олією. 
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Експерименти показали, що незалежно від вмісту рафінованої олії та 

нейтралізованої меляси у суміші (1,5-3,0 %) кількість синтезованого полісахариду 

була на 20-30 % вищою, ніж за використання звичайної гідролізованої меляси 

(табл. 5.2). 

Варто зазначити, що отримані показники синтезу етаполану при 

використанні різних партії змішаної відпрацьованої олії після смаження різних 

продуктів не змінювалися для однакової концентрації моносубстратів у суміші. 

Незначне зниження кількості синтезованого етаполану та ЕПС-синтезувальної 

здатності порівняно з використанням рафінованого субстрату може бути 

пов’язано з наявністю у відпрацьованій олії різноманітних токсичних з’єднань 

(альдегідів, вільних радикалів тощо), які утворюються під час смаження [67, 84]. 

Загалом найвищі показники синтезу етаполану (концентрація полісахариду 

становила 15,3-16,3 г/л, а ЕПС-синтезувальна здатність досягала 1,5-

2,0 г ЕПС/ г біомаси) спостерігалися за використання нейтралізованої меляси 

(3,0 % за вуглеводами) у суміші з рафінованою або змішаною відпрацьованою 

олією після смаження різних продуктів (3,0 %). 

Таблиця 5.2 – Показники синтезу етаполану на суміші олії та меляси 

залежно від способу її підготовки 

Спосіб 

підготовки 

меляси 

Концентрація 

моносубстратів у 

суміші, % 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси меляса олія 

Гідролізована без 

нейтралізації 

(контроль) 

1,5 рафінована, 1,5 6,9 10,09±0,50 3,60±0,18 

Нейтралізована 

після гідролізу 

1,5 рафінована, 1,5 7,0 12,15±0,61 2,25±0,11 

1,5 

змішана 

відпрацьована 

(1)*, 1,5 

7,0 11,28±0,56 1,43±0,07 
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Спосіб 

підготовки 

меляси 

Концентрація 

моносубстратів у 

суміші, % 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси меляса олія 

1,5 

змішана 

відпрацьована 

(2)*, 1.5 

7,2 11,73±0,59 2,16±0,11 

1,5 

змішана 

відпрацьована 

(3)*, 1,5 

7,2 10,28±0,51 1,17±0,06 

Гідролізована без 

нейтралізації 

(контроль) 

2,0 рафінована, 2,0 6,9 11,54±0,58 3,02±0,15 

Нейтралізована 

після гідролізу 

2,0 рафінована, 2,0 7,0 14,45±0,72 2,59±0,13 

2,0 

змішана 

відпрацьована 

(1)*, 2,0 

7,1 12,23±0,61 1,29±0,06 

2,0 

змішана 

відпрацьована 

(2)*, 2,0 

7,2 12,93±0,65 1,78±0,09 

2,0 

змішана 

відпрацьована 

(3)*, 2,0 

7,3 13,51±0,68 1,39±0,07 

Гідролізована без 

нейтралізації 

(контроль) 

3,0 рафінована, 3,0 6,8 13,09±0,65 3,11±0,16 

Нейтралізована 

після гідролізу 

3,0 рафінована, 3,0 7,3 16,25±0,81 1,95±0,10 

3,0 
змішана 

відпрацьована 
7,4 16,02±0,80 1,96±0,10 
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Спосіб 

підготовки 

меляси 

Концентрація 

моносубстратів у 

суміші, % 
рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси меляса олія 

(1)*, 3,0 

3,0 

змішана 

відпрацьована 

(2)*, 3,0 

7,6 15,28±0,76 1,47±0,07 

3,0 

змішана 

відпрацьована 

(3)*, 3,0 

7,4 15,28±0,76 1,50±0,08 

Примітка. Вирощування посівного матеріалу здійснювали на середовищі 2, 

біосинтез етаполану – на середовищі 3. Інокулят вирощували на відповідній 

відпрацьованій олії. * – у дужках наведено номер партії змішаної відпрацьованої 

олії після смаження різних продуктів (Rocker pub Tarantino’S, м. Київ). 

 

Варто зазначити, що різноманітні способи обробки меляси широко 

використовуються для підвищення показників синтезу мікробних полісахаридів 

при рості даному субстраті [5, 56]. 

Відомо, що до складу меляси окрім сахарози та інших редукуючих 

вуглеводів (40-60 % масова частка за вуглеводами) входять амінокислоти, 

вітаміни та різноманітні мінеральні солі (карбонати, фосфати, хлориди та інші), а 

також меланоїди та меланіни, які зумовлюють темно коричневий колір даного 

субстрату [126, 197]. Вміст даних сполук не є постійним і може значною мірою 

варіюватися від вихідної сировини для отримання меляси. 

Незважаючи на те, що більшість компонентів меляси сприяють покращенню 

росту мікроорганізмів та підвищенню синтезу цільового продукту, наявність у 

середовищі культивування катіонів важких металів навпаки може призводити до 

певних проблем під час біосинтезу. Зокрема, вони здатні впливати на рН 
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субстрату, знижувати активність ферментів, які беруть участь у синтезі цільового 

продукту, та загалом інгібувати ріст продуцента [5]. З іншого боку, істотно 

знизити вміст або навіть повністю вилучити дані інгібітори зі складу меляси 

можливо в результаті проведення її попередньої обробки з використанням 

сульфатної або фосфорної кислот, різних фосфатів, активованого вугілля або 

поліакриламіду тощо [5, 56, 77, 83]. 

5.2. Заміна рафінованої олії на змішану відпрацьовану після смаження різних 

продуктів у суміші з С2-субстратами 

Варто зазначити, що при рості Acinetobacter ІМВ В-7005 на суміші 

соняшникової олії та меляси, спостерігалося зниження ЕПС-синтезувальної 

здатності майже в 2 рази, порівняно з показниками, отриманими на середовищі з 

моносубстратом олією. Ми припустили, що це може бути пов’язано з 

неоптимальним співвідношенням С/N внаслідок наявності в мелясі додаткового 

азоту [126]. 

Зважаючи на зазначене на наступному етапі роботі досліджували 

можливість заміни рафінованої олії у сумішах з субстратами, які не містять у 

своєму складі азоту – етанолом або ацетатом. Зважаючи на особливості зміни рН 

культуральної рідини впродовж культивування штаму ІМВ В-7005 на суміші 

рафінованої соняшникової олії та С2-субстратів (див. Розділ 3 та Розділ 4) у даних 

експериментах відразу проводили дробне внесення субстратів. 

Під час заміни рафінованої олії на змішану відпрацьовану після смаження 

різних продуктів здійснювали додаткове підвищення в середовищі культивування 

концентрації катіонів Mg
2+

. Дані катіони є одними із активаторів ацетил-КоА-

синтетази – ключового ферменту С2-метаболізму у Acinetobacter sp. IMВ B-7005, 

низька активність якої є однією з причин лімітування метаболізму ацетату у 

продуцента етаполану. 

Встановлено, що при підвищені вмісту Mg
2+

 до 5 мМ показники синтезу 

полісахариду (концентрація ЕПС становила 15,6-15,9 г/л, ЕПС-синтезувальна 

здатність досягала 3,1-3,3 г ЕПС/ г біомаси) на суміші змішаної відпрацьованої 
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олії після смаження різних продуктів та етанолу не залежали від режиму дробного 

внесення субстратів (4 або 5 порцій) і були вищими за результати, отримані на 

суміші рафінованої олії та етанолу (10-13,5 г/л) (табл. 5.3). 

Таблиця 5.3 – Вплив концентрації катіонів магнію на синтез етаполану на 

суміші соняшникової олії (1,2 %) різної якості та етанолу (4,0 %) 

Вміст 

Mg
2+

 в 

середо-

вищі, мМ 

Тип олії у суміші 

з етанолом 

Режим 

дробного 

внесення 

субстратів* 

рНкін 

Концен-

трація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезу-

вальна 

здатність, 

г ЕПС/г 

біомаси 

1,6 

(середо-

вище 10) 

Рафінована 

(контроль) 

Чотири порції* 5,9 11,88±0,59 3,08±0,15 

П’ять порцій** 6,1 13,51±0,68 3,65±0,18 

Змішана 

відпрацьована 

після смаження 

різних продуктів 

Чотири порції* 6,2 12,02±0,60 3,24±0,16 

П’ять порцій** 6,1 10,10±0,51 2,73±0,14 

5,0 

(середо-

вище 11) 

Рафінована 

(контроль) 

Чотири порції* 6,1 10,37±0,52 2,58±0,13 

П’ять порцій** 6,2 9,86±0,49 2,19±0,11 

Змішана 

відпрацьована 

після смаження 

різних продуктів 

Чотири порції* 6,0 15,63±0,78 3,33±0,17 

П’ять порцій** 5,9 15,95±0,80 3,11±0,16 

Примітка. Посівний матеріал вирощували на етанолі. Дробне внесення 

субстратів здійснювали 4-5 разів через кожні 24 год: * – 4 порції 1,0 % етанолу та 

0,3 % олії; ** – 5 порцій 0,8 % етанолу та 0,24 % олії. 

 

При цьому додаткове внесення Mg
2+

 у середовище з рафінованою олією і 

етанолом призводило до незначного зниження синтезу ЕПС. Можливо, це 
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пов’язано з різним впливом даних катіонів на ферментативні системи, які 

відповідають за катаболізм жирних кислот та інших супутніх компонентів, що 

входять до складу соняшникової олії. Так, Li зі співавт. [80] встановили, що у 

молочнокислих бактерій Lactococcus lactis ssp. lactis концентрація Mg
2+

, за якої 

забезпечується максимальна ферментативна активність, відрізняється для різних 

ферментів β-окиснювальної системи. 

Подальші дослідження (табл. 5.4) показали, що після заміни рафінованої 

олії у суміші з ацетатом на змішану відпрацьовану після смаження різних 

продуктів кількість синтезованого етаполану досягала 16,36 г/л, що було лише 

незначною мірою нижче за концентрацію цільового продукту, отриману при 

використанні рафінованого субстрату (17,27 г/л). У той же час ЕПС-

синтезувальна здатність підвищувалась до 7,34 г ЕПС/г біомаси, що було у 3,7 та 

2,2 рази вищим за показники, отримані на суміші змішаної відпрацьованої олії 

після смаження різних продуктів з мелясою або етанолом, відповідно. 

Збільшення вмісту катіонів Mg
2+

 у середовищі культивування сприяло 

додатковому підвищенню на 7,5 % концентрації етаполану, синтезованого на 

суміші змішаної відпрацьованої олії після смаження різних продуктів та ацетату 

натрію. Загалом даний ефект був аналогічним до отриманого під час 

культивування штаму ІМВ В-7005 на суміші олії та етанолу. 

Таблиця 5.4 – Біосинтез етаполану на суміші соняшникової олії (1,5 %) 

різної якості та ацетату натрію (3,0 %) 

Вміст Mg
2+

 в 

середовищі, 

мМ 

Тип олії у суміші з 

ацетатом натрію 
рНкін 

Концентрація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси 

1,6 

(середо-

вище 7) 

Рафінована (контроль) 7,9 17,27±0,86 6,47±0,32 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів 

7,7 16,36±0,82 7,34±0,37 



127 

 

Вміст Mg
2+

 в 

середовищі, 

мМ 

Тип олії у суміші з 

ацетатом натрію 
рНкін 

Концентрація 

ЕПС, г/л 

ЕПС-

синтезувальна 

здатність, 

г ЕПС/ г біомаси 

5,0 

(середо-

вище 9) 

Рафінована (контроль) 7,8 16,95±0,85 6,21±0,31 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів 

7,7 18,21±0,91 7,82±0,39 

Примітки: Посівний матеріал вирощували на відповідній соняшниковій 

олії. Дробне внесення субстратів здійснювали тричі через кожні 24 год: 2 порції 

1,0 % ацетату та 0,5 % олії, та 1 порція 0,35 % оцтової кислоти та 0,5 % олії. 

 

Практична цінність мікробних ЕПС визначається в першу чергу їхньою 

здатністю в малих концентраціях значною мірою змінювати реологічні 

властивості водних систем [95, 173]. Зважаючи це, на наступному етапі роботи 

досліджували вплив типу змішаного субстрату (суміш олії різної якості та етанолу 

або ацетату) на якість розчинів мікробного полісахариду етаполану (табл. 5.5). 

Таблиця 5.5 – Реологічні властивості препаратів етаполану, отриманих при 

культивуванні на олієвмісних субстратах 

Субстрат для біосинтезу 

ЕПС 

Відносне збільшення кінематичної в’язкості, % від 

контролю 

0,05 % розчин 

культуральної рідини 
0,05 % розчин етаполану 

за 

присутності 

KCl 

у системі 

Cu
2+

-

гліцин 

за 

присутності 

KCl 

у системі 

Cu
2+

-

гліцин 

Рафінована соняшникова 

олія (5,0 %)* 
100±5,00 100±5,00 100±5,00 100±5,00 

Відпрацьована 102±5,10 106±5,30 99±4,95 110±5,50 
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Субстрат для біосинтезу 

ЕПС 

Відносне збільшення кінематичної в’язкості, % від 

контролю 

0,05 % розчин 

культуральної рідини 
0,05 % розчин етаполану 

за 

присутності 

KCl 

у системі 

Cu
2+

-

гліцин 

за 

присутності 

KCl 

у системі 

Cu
2+

-

гліцин 

соняшникова олія після 

смаження м’яса (5,0 %)** 

Відпрацьована 

соняшникова олія після 

смаження картоплі (5,0 %) 

86±4,30 113±5,65 92±4,60 105±5,25 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів (5,0 %) 

105±5,25 120±6,00 98±4,90 112±5,60 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів (1,5 %) та 

меляса (1,5 %)** 

107±5,35 119±5,95 98±4,90 115±5,75 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів (1,2 %) та 

етанол (4,0 %) 

115±5,75 125±6,25 99±4,95 105±5,25 

Змішана відпрацьована 

після смаження різних 

продуктів (1,5 %) та 

ацетат (3,0 %)*** 

110±5,50 122±6,10 103±5,15 107±5,35 

Примітки: Інокулят вирощували на відповідній олії. * – контроль; ** – 

інокулят вирощували на рафінованій олії; *** – культивування з підживленням. 
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Дослідження реологічних властивості препаратів етаполану, отриманих при 

культивуванні штаму ІМВ В-7005 на відпрацьованих олієвмісних моносубстратах 

та їх сумішах, показало, що підвищення в’язкості останніх за присутності 0,1 М 

KCl та у системі Cu
2+

-гліцин не перевищувало 15-25 % порівняно з 

використанням ЕПС, отриманого на рафінованих субстратах. 

 

Висновки до розділу 5 

Встановлено можливість заміни рафінованої олії на різні типи 

відпрацьованої у суміші з С2-С6–субстратами та визначено умови культивування, 

при яких забезпечуються максимальні показники синтезу етаполану (15-18 г/л) 

при рості Acinetobacter sp. IMВ B-7005 на даних змішаних субстратах. 

Продемонстровано, що незалежно від типу відпрацьованої олії (після 

смаження картоплі, м’яса, овочів або змішану після смаження різних продуктів) у 

суміші показники синтезу ЕПС та реологічні властивості його розчинів практично 

не відрізняються від отриманих при рості на рафінованому субстраті. 
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РОЗДІЛ 6. ОБГОВОРЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

З початку промислового виробництва мікробних екзополісахаридів (ЕПС) 

пройшло вже понад 50 років. За цей час завдяки своїм практично цінним 

властивостям вони були успішно інтегровані в різноманітні галузі промисловості, 

а річні обсяги їхнього виробництва зросли до сотень тисяч тон [16, 37, 50, 137]. 

Нажаль, попри такий великий попит та потенціал даних мікробних 

біополімерів, на сьогоднішній день в Україні все ще відсутнє будь-яке їхнє 

промислове виробництво. У той же час наявні перспективні вітчизняні розробки, 

які можуть стати фундаментальною основою для вирішення даної проблеми. 

Так, наприкінці 80-х років ХХ століття зі зразків активного мулу станції 

біологічної очистки стічних вод ПАТ «Нафтохімік Прикарпаття» (минула назва – 

Надворнянський нафтопереробний завод), в рамках реалізації проекту з пошуку 

перспективних продуцентів, здатних утилізувати невуглеводні джерела вуглецю 

та енергії, було виділено ЕПС-синтезувальний штам Acinetobacter sp. IMB B-7005 

(депонований в Інституті мікробіології і вірусології НАН України) [203]. 

Було встановлено, що дані бактерії при рості на етанолі здатні синтезувати 

ЕПС етаполан, у якого на відміну від переважної більшості відомих полісахаридів 

нейтральні вуглеводи повторюваної ланки полімеру ацильовані залишками 

жирних кислот (лауриновою, пальмітиновою, пальмітолеїновою, стеариновою та 

олеїновою) [203]. Завдяки цьому розчинам етаполану притаманна унікальна 

комбінація функціональних характеристик, а саме: здатність до підвищення 

в’язкості в присутності одно- та двовалентних катіонів, у системі Сu
2+

-гліцин, за 

низьких швидкостей зсуву (0,1-1,0 с
-1

) та зниженні рН [203]. У поєднанні з 

високими емульгувальними властивостями наявність такої сукупності 

властивостей забезпечує істотну конкурентну перевагу етаполану над 

традиційними мікробними полісахаридами (ксантан, склероглюкан, велан та інші) 

в перспективних галузях промисловості, зокрема нафтовидобувній [199]. 

Впродовж тривалого часу основним субстратом для отримання етаполану 

був етанол [199]. З часом його вартість почала істотно підвищуватися, що стало 
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поштовхом для пошуку більш дешевої альтернативної сировини для біосинтезу 

даного полісахариду. Так, в подальшому було продемонстровано можливість 

отримання етаполану на середовищах з органічними кислотами, крохмалем, моно- 

і дисахаридами, а також мелясі (побічний продукт цукрового виробництва) [203]. 

Виявилося несподіваним, але нещодавно додатково встановлено можливість 

синтезу ЕПС при рості штаму ІМВ В-7005 на різноманітних рафінованих та 

відпрацьованих рослинних оліях (соняшниковій, оливковій, кукурудзяній, 

рапсовій та їх сумішах) [71]. Очевидно, що можливість використання олієвмісних 

субстратів безпосередньо пов’язана з високими емульгувальними властивостями 

етаполану та його структурними особливостями, а саме наявністю ацильованих 

вуглеводів. 

Варто зазначити, що використання олієвмісних субстратів не є характерним 

для біосинтезу полісахаридів, основною структурною одиницею яких являються 

різноманітні вуглеводи [37, 137, 158]. Натомість дані субстрати зазвичай 

використовуються для біосинтезу поверхнево-активних речовин, які містять у 

своєму складі ліпідну частину [85]. Загалом інформація про використання 

олієвмісної сировини для одержання мікробних ЕПС є досить обмеженою. Так, з 

моменту публікації наших останніх оглядів [130, 202], в яких було узагальнено 

інформацію про синтез полісахаридів на нетрадиційних субстратах, з’явилося 

лише декілька нових повідомлень [2, 31, 76, 124, 156, 161]. 

Зокрема повідомляється про здатність штаму Ochrobactrum 

pseudintermedium C1 синтезувати 1-2 г/л ЕПС на різних типах відпрацьованих 

мінеральних (змащувально-охолоджувальна, гідравлічна та компресорна) та 

харчових (гірчична та пальмова) оліях, а також мелясі [156]. Інші автори [76] під 

час дослідження синтезу ЕПС штамом Pseudozyma sp. SY16 на різних рослинних 

оліях, зокрема оливковій, соєвій та пальмовій встановили, що оптимальним для 

накопичення полісахариду (0,82 г/л) являється використання 50 % (об’ємна 

частка) оливкової олії. Варто зазначити, що в результаті подальшого визначення 
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оптимальних умов культивування (рН, температури та швидкості перемішування) 

концентрацію цільового продукту було підвищено у 7 разів (до 5,8 г/л). 

У роботі [2] проведено виділення з олієвмісних відходів штамів 

Acinetobacter sp. Ab33-ES та Ab9-ES, здатних синтезувати біоемульгатор, вміст 

вуглеводів в якому складає 65,5-67,8 % від загальної маси полімеру. За 

оптимальних умов культивування при рості на середовищі з 2 % (об’ємна частка) 

оливкової олії штами Ab33-ES та Ab9-ES накопичували 4,3 та 4,5 г/л цільового 

продукту відповідно. Нещодавно також з’явилася робота [124] про синтез 

високомолекулярного біоемульгатору при рості штаму Acinetobacter bouvetii 

UAM25 на етанолі, відпрацьованій рослинній олії, а також суміші гліцерину та 

гексадекану. Продемонстровано залежність емульгувальних властивостей від 

типу використовуваного субстрату. Нажаль, інформація про показники синтезу 

цільового продукту в даній роботі не зазначена. 

Окрім рослинних олій для синтезу ЕПС також може бути використана 

технічна олія [31, 161]. Так, Darwish зі співавт. [31] встановили можливість 

синтезу 0,5 г/л полісахариду при рості бактерій Pseudomonas aeruginosa на 10 % 

(об’ємна частка) важкої нафти. Підвищення концентрації субстрату призводила 

до різкого зниження показників синтезу ЕПС та практично лінійного зменшення 

рівня біомаси. Аналогічну концентрацію мікробного полісахариду (0,5 г/л) було 

отримано при культивуванні Bacillus cereus spp. на середовищі, яке містило 2 % 

(об’ємна частка) моторної оливи [161]. 

Загалом при біосинтезі мікробних ЕПС на рафінованій та відпрацьованій 

олієвмісній сировині концентрація цільового продукту є невисокою і не 

перевищує 5-6 г/л, що значною мірою обмежує перспективи використання даних 

субстратів, у порівнянні з класичними вуглеводними джерелами вуглецю та 

енергії. 

Очевидно, що для вирішення даної проблеми необхідно проводити 

комплексну оптимізацію умов культивування продуцентів при рості на 
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олієвмісних субстратах (див. Підрозділ 1.1), а також здійснювати загальну 

інтенсифікацію процесу біосинтезу ЕПС. 

При цьому одним з перспективних підходів для підвищення показників 

синтезу мікробних метаболітів являється культивування на змішаних ростових 

субстратах [201, 203]. 

Теоретичною основою для реалізації такого підходу являється енергетична 

класифікація субстратів, розроблена Бабелем у 80-х роках ХХ століття в рамках 

роботи над концепцією допоміжного субстрату [14]. Відповідно до даної 

класифікації всі субстрати можна умовно поділити на дві групи – енергетично 

надлишкові та дефіцитні. При цьому ключовим являється кількість енергії, яка 

витрачається при катаболізмі субстратів до фосфогліцерату та залишається після 

нього. Межею для енергетичного поділу субстратів обрано дану сполуку, 

оскільки вона являється центральним вуглецевим попередником. Так, кількість 

енергії, необхідна для синтезу клітинних компонентів з фосфогліцеринової 

кислоти для більшості мікроорганізмів являється однаковою і становить 

приблизно 10,5 г біомаси/ моль АТФ [203]. 

Згідно класифікації Бабеля [14] до енергетично надлишкових субстратів 

можна віднести сполуки, у яких після катаболізму до фосфогліцерату залишається 

достатньо енергії для синтезу біомаси. У випадку енергетично дефіцитних 

субстратів даної кількості енергії недостатньо для повноцінного синтезу біомасу. 

При цьому потреби конструктивного метаболізму забезпечуються завдяки 

додатковому окисненню частини субстрату до СО2. 

Мінімізація таких непродуктивних втрат під час «холостого» окиснення 

субстратів і є основною перевагою змішаних субстратів. Загалом більш 

ефективний розподіл вуглецю та енергії субстратів на метаболічні потреби 

досягається завдяки їх одночасному залученню до процесів конструктивного та 

енергетичного метаболізму або навпаки роздільному використанню одного з 

субстратів виключно як джерела вуглецю чи енергії, а також розширенню 
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«вузьких місць» метаболізму моносубстрату за рахунок введення «допоміжного 

субстрату» [14, 203]. 

При цьому підвищується ефективність та загальний ступінь утилізації 

субстратів, а також забезпечується додаткове зростання рівня біомаси та 

показників синтезу первинних та вторинних метаболітів [14, 203]. 

Незважаючи на зазначені переваги на сьогоднішній день використання 

суміші субстратів насамперед пов’язано з отриманням біоетанолу другого 

покоління та деяких інших мікробних метаболітів (метан, ліпіди тощо) з 

лігноцелюлозної біомаси (деревина, солома, жом тощо) [102, 143, 151]. У той же 

час відомості про використання лігноцелюлози [23, 54, 87, 188] та загалом суміші 

ростових субстратів [203] для отримання мікробних ЕПС є досить обмеженими. 

Так, у ряді робіт [54, 118, 119] хоча й повідомляється про використання 

змішаних субстратів, проте об’єктивно оцінити рівень впливу даного підходу на 

біосинтез ЕПС являється досить проблематичним, оскільки концентрація 

цільового продукту навіть за оптимальних умов культивування є незначною та не 

перевищує 1 г/л. В інших дослідженнях [8, 56, 93, 133] продемонстровано 

можливість накопичення на порядок вищих концентрацій полісахаридів (10-

53 г/л) при культивуванні продуцентів на продуктах агропромислового сектору 

(крохмаль, меляса, фруктові кісточки), до яких додатково вносять вуглеводні 

субстрати (глюкозу, фруктозу, сахарозу, манозу). На нашу думку, в даних 

випадках підвищення показників синтезу цільового продукту може бути в 

основному пов’язано з використанням рафінованого ростового субстрату в якості 

індуктору відповідних індуцибельних ферментів або явищем кометаболізму, 

тобто проведенням трансформації допоміжного субстрату, спряженим з 

використанням ростового. 

На жаль, характерною особливістю переважної більшості робіт, 

присвячених дослідженню біосинтезу полісахаридів на змішаних субстратах 

являється проведення емпіричного підбору співвідношення концентрацій джерел 

вуглецю та енергії у суміші, що потребує значних трудовитрат та не завжди 
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супроводжується встановленням дійсно оптимальних умов культивування 

продуцента. 

Одним зі шляхів вирішення даної проблеми є проведення попередніх 

теоретичних розрахунків оптимального молярного співвідношення субстратів у 

суміші, при якому витрати субстратів на холосте окиснення являються 

мінімальними. Доцільність використання такого підходу було успішно 

продемонстровано у попередніх дослідженнях [203] з біосинтезу етаполану при 

рості штаму Acinetobacter sp. IMB B-7005 на суміші енергетично нерівноцінних 

(глюкоза та етанол) та енергетично дефіцитних (глюкоза та ацетат, глюкоза та 

фумарат) субстратах. 

Зважаючи на зазначене основною метою даної роботи було об’єднати 

можливість синтезу етаполану штамом Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на дешевій 

відпрацьованій соняшниковій олії з потенціалом інтенсифікації біосинтезу 

мікробних метаболітів при культивуванні на змішаних ростових субстратах. 

Першочерговим при розробці технологій одержання продуктів мікробного 

синтезу з використанням альтернативної дешевої сировини, яка зазвичай не має 

чітко визначеного сталого складу, являється встановлення оптимальних умов 

культивування та особливостей синтезу цільового продукту на подібному або 

аналогічному рафінованому субстраті. 

Варто зазначити, що нещодавно вже було продемонстровано можливість 

отримання етаполану при рості штаму ІМВ В-7005 на суміші рафінованої 

соняшникової олії та меляси [131]. Нажаль, при використанні даного змішаного 

субстрату спостерігалося зниження ЕПС-синтезувальної здатності у 2 рази 

порівняно з використанням моносубстрату олії. Ми припустили, що вирішити 

дану проблему можна завдяки використанню у суміші з олією енергетично 

дефіцитного ацетату, який на відміну від меляси не містить у своєму складі азоту. 

Так, раніше продемонстровано, що при культивуванні бактерій на суміші ацетату 

та глюкози ЕПС-синтезувальна здатність становила майже 20 г ЕПС/ г біомаси 

[203]. 
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Разом з цим ми вирішили перевірити можливість синтезу етаполану на 

суміші двох енергетично надлишкових субстратів – олії та етанолу. Вибір етанолу 

в якості одного з компонентів змішаного субстрату було зумовлено декількома 

причинами. По-перше, основна технологія отримання етаполану базувалася на 

використанні етанолу в якості джерела вуглецю та енергії [199]. По-друге, 

стрімкий розвиток технологій отримання біоетанолу сприяє подальшому 

зниженню його собівартості, що повторно робить використання даного С2-

субстрату економічно доцільним [27]. 

Окрім цього використання суміші двох енергетично надлишкових 

субстратів являється перспективним фундаментальним дослідженням, адже згідно 

концепції Бабеля не передбачено такого комбінування субстратів [14]. У той же 

час наявні літературні дані, які свідчать про теоретичну можливість реалізації 

такого підходу [39, 203]. 

Для оптимізації обсягу експериментальних робіт першочергово проводили 

теоретичний розрахунок оптимального молярного співвідношення олії та С2–

субстратів у суміші. 

За основу для проведення розрахунків двох енергетично нерівноцінних 

субстратів використовували підходи, розробленні в наших попередніх роботах 

[203]. У той час як для суміші енергетично надлишкових субстратів класичний 

підхід до розрахунку було модифіковано. Ми припустили, що обидва субстрати 

(етанол та олія) одночасно залучаються до процесів конструктивного та 

енергетичного метаболізму. При цьому внесок кожного субстрату в розподіл 

енергії, утвореної під час їхнього метаболізму є різним, оскільки жирні кислоти 

олії можуть з мінімальними перетвореннями ацилювати вуглеводні залишки 

полісахариду. 

Завдяки проведенню попередніх теоретичних розрахунків відразу вдалося 

точно встановити оптимальне співвідношення олії та ацетату у суміші (1:0,13). У 

той же час під час росту Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на суміші енергетично 

надлишкових субстратів (етанол та олія) теоретично розраховане молярне 
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співвідношення субстратів (1:0,076) лише незначною мірою відрізнялося від 

визначеного експериментально (1:0,056). 

Найбільш ймовірно, що дане відхилення пов’язано з нашим припущенням, 

що після синтезу біомасу з етанолу генерується 75 %, а з жирних кислот олії – 

25 % від загальної кількості енергії (див. Підрозділ 2.2). Відповідно до 

експериментально встановленого співвідношення з жирних кислот олії повинно 

генеруватися приблизно 20 % від загальної кількості енергії, що свідчить про 

більший рівень залучення жирних кислот олії до ацилювання полісахариду ніж 

очікувалося. 

Узагальнені дані, щодо кореляції розрахованого молярного співвідношення 

до підтвердженого експериментально при синтезі етаполану на різних змішаних 

субстратах представлено в табл. 6.1. 

Таблиця 6.1 – Кореляція теоретично розрахованого та експериментально 

підтвердженого співвідношення субстратів у суміші для біосинтезу етаполану 

Суміш субстратів для біосинтезу 

етаполану 

Молярне співвідношення 

моносубстратів у суміші 
Література 

Розраховане 

теоретично 

Підтверджено 

експериментально 

Етанол та глюкоза* 1:1 1:1 
[203] 

Фумарат натрію та глюкоза* 4:1 4:1 

Соняшникова олія та меляса* 0,9:1 1,1:1 [131] 

Соняшникова олія та ацетат 

натрію* 
0,13:1 0,13:1 Дана 

робота 
Соняшникова олія та етанол** 0,076:1 0,056:1 

Примітки: * – суміш енергетично нерівноцінних субстратів; ** – суміш 

енергетично надлишкових субстратів. 

 

У процесі експериментальної апробації розрахованих молярних 

співвідношень встановлено, що незалежно від типу С2-субстрату у суміші з олією 
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спостерігалося відхилення рН культуральної рідини від оптимального для синтезу 

етаполану рівня (7,0-8,0). 

Виявилося цікавим, що хоча ацетат та етанол у штаму ІМВ В-7005 

асимілюються за одним метаболічним шляхом [203], причини відхилення від 

оптимального рН були різними. Так, при рості на суміші олії та ацетату 

спостерігалося різке підвищення рН культуральної рідини, спричинене 

особливостями споживання ацетату, яке у штаму ІМВ В-7005 відбувається 

симпортом з протоном [203]. У той же час під час культивування бактерій на 

суміші олії та етанолу, навпаки, відмічалася тенденція до закислення середовища. 

Найбільш ймовірно, вона була спричинена накопиченням ацетату, оскільки 

ацетил-КоА-синтетаза (ключовий фермент С2-метаболізму), у продуцента 

етаполану функціонує з низькою активністю [203]. 

На сьогоднішній день дану проблему можна легко вирішити завдяки 

оснащенню ферментаційного обладнання автоматичною системою регулювання 

рН з використанням розчинів лугів або кислот. У той же час таке титрування 

призводить до накопичення в середовищі культивування різноманітних солей, які 

можуть негативно впливати на практично цінні характеристики цільового 

продукту. Зокрема, при регуляції рН розчином НCl спостерігається зниження 

в’язкості розчинів етаполану внаслідок надмірного накопичення NаСl [200]. 

У зв’язку з цим проблему надмірного підвищення або зниження рН 

культуральної рідини при рості Acinetobacter sp. IMB B-7005 на суміші олії з С2-

субстратами намагалися вирішити за рахунок модифікації складу поживного 

середовища. 

На першому етапі здійснювали заміну NH4NO3 (мінеральне джерело 

азотного живлення), споживання якого практично не впливає на рН культуральної 

рідини, на еквімолярну за азотом концентрацію NH4Cl або KNO3. Ми припускали, 

що хлорид амонію завдяки асиміляції, що відбувається антипортом з протоном 

[203], сприятиме підкисленню культуральної рідини при рості бактерій на суміші 

ацетату та олії. Нітрат калію, який, навпаки, транспортується у клітини 
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симпортом з протоном [203], мав би забезпечувати додаткову стабілізацію рН при 

культивуванні на суміші етанолу та олії. На жаль, експерименти показали, що 

незалежно від С2-субстрату у суміші з олією заміни лише джерела азотного 

живлення у складі середовища виявилося недостатньо для належної стабілізації 

рН культуральної рідини. 

Додаткове підвищення концентрації азоту в середовищі могло би сприяти 

підтримці рН на оптимальному для синтезу етаполану рівні, проте даний підхід 

неодмінно би призводив до зниження співвідношення C/N, яке негативно впливає 

на синтез етаполану та інших ЕПС [16, 50]. 

Зважаючи на зазначене припустили, що надмірного залужнення 

культуральної рідини під час культивування продуцента на суміші олії та ацетату 

вдасться уникнути завдяки зниженню у середовищі вмісту лужної складової 

(KH2PO4 та KOH). Встановлено, що вилучення з середовища КОН і зменшення 

удвічі концентрації KH2PO4 дало змогу стабілізувати рН на рівні 7,8-7,9 зі 

збереженням сталих показників синтезу ЕПС. Зазначимо, що при цьому 

концентрація ацетату або етанолу у суміші з олією була невисокою (1 %), а отже, 

не забезпечувала високих показників синтезу цільового продукту. 

У зв’язку з цим припустили, що можна досягти оптимального рівня рН під 

час культивування продуцента етаполану на суміші вищих концентрацій С2-

субстратів та олії в результаті дробного внесення джерел вуглецю невеликими 

порціями в процесі біосинтезу. 

Дійсно, застосування такого підходу виявилося досить ефективним і дало 

змогу підвищити концентрацію синтезованого етаполану до 17,3 та 13,5 г/л на 

суміші соняшникової олії з ацетатом або етанолом відповідно. При цьому 

незалежно від С2-субстрату у суміші з олією рН культуральної рідини 

стабілізувалось на рівні, допустимому для синтезу ЕПС. 

Зазначимо, що залежно від використовуваного змішаного субстрату режим 

дробного внесення моносубстратів є різним. Так, при культивуванні на суміші 
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олії з ацетатом оптимальним було триразове внесення субстратів, а на суміші з 

етанолом – чотирьох- або п’ятиразове. 

Загалом проведення культивування з підживленням широко 

використовується для інтенсифікації технологій мікробного синтезу первинних та 

вторинних метаболітів [94, 193], зокрема й ЕПС [17, 60, 110, 127, 129, 167]. 

Так, Pan зі співавт. [127] встановили, що одноразове додаткове внесення 

36 г/л сахарози (до загальної концентрації в середовищі 103 г/л) на 12 годині 

культивування штаму Leuconostoc pseudomesenteroides XG5 сприяє зростанню 

кількості синтезованого декстрану на 35,24 % (до 40,1 г/л). При дослідженні 

біосинтезу ЕПС арктичним ізолятом штамом Polaribacter sp. SM1127 

встановлено, що додаткове внесення сахарози впродовж росту бактерій 

супроводжується підвищенням показників синтезу цільового продукту у 3,1 рази 

(до 19,25 г/л) [167]. Підживлення здійснювали концентрованим розчином 

сахарози (62,5 %), який для відновлення початкової концентрації джерела 

вуглецю (36,47 г/л) вносили по 200, 200 та 100 мл на 72, 96 та 120 год 

культивування відповідно. 

У іншій роботі [60] максимальні показники синтезу полісахариду (13,1 г/л) 

штамом Sporidiobolus pararoseus JD-2 спостерігалися при дробному внесенні 

концентрованого 80 %-го розчину глюкози 5-ма порціями, що забезпечувало 

постійну підтримку її концентрації в середовищі культивування на рівні 20-30 г/л 

(вихідна концентрація глюкози 80 г/л). Отримані показники були у 1,7-2 рази 

вищими порівняно з разовим внесенням джерела вуглецю на початку 

вирощування продуцента. Аналогічний підхід було використано у роботі [17]. 

Так, для уникнення споживання декстрану бактеріями Weissella cibaria RBA12 

при рості на середовищі з 2 % сахарози, після зниження концентрації джерела 

вуглецю нижче 5 г/л здійснювали постійну подачу 50 %-го розчину сахарози 

(швидкість підживлення 20 мл/год). При цьому концентрація цільового продукту 

досягала 35,8 г/л після 32 год культивування. У той же час кількість 

синтезованого полісахариду при одноразовому внесенні субстрату не 
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перевищувала 9,5 г/л на 14 год вирощування, а потім впродовж 8 год послідовно 

знижувалася до 2 г/л. 

Наступним етапом було дослідження можливості заміни рафінованої 

соняшникової олії у змішаних субстратах на відпрацьовану. 

Оскільки склад пересмаженої олії може значною мірою варіюватися в 

залежності від режиму та кратності смаження, а також типу приготованих страв 

[67, 84, 128], у першу чергу досліджували вплив різних типів відпрацьованої олії 

на показники синтезу етаполану. 

Виявилося несподіваним, але заміна рафінованої олії у суміші з мелясою на 

аналогічну концентрацію змішаної відпрацьованої призвела до збільшення 

синтезу полісахариду на 40 %. У той же час при використанні інших типів 

відпрацьованої олії (після смаження певних продуктів – картоплі, м’яса або 

овочів) показники синтезу були на одному рівні з рафінованим субстратом або 

лише незначною мірою перевищували його. 

На нашу думку, позитивний ефект від використання пересмаженої олії може 

бути пов’язаний з підвищенням її енергетичної цінності в результаті переходу 

вуглеводів та амінокислот з продуктів харчування під час смаження. На користь 

даного припущення свідчать результати попередніх досліджень, у яких 

відмічалося різке зниження показників синтезу етаполану при рості штаму ІМВ 

В-7005 на середовищі, що містило як єдине джерело вуглецю та енергії 

соняшникову олію після холостого смаження [71]. 

Важливим також виявилося експериментальне підтвердження сталості 

показників синтезу етаполану у разі використання різних партій змішаної 

відпрацьованої олії. Загалом у даній роботі продемонстровано, що при 

концентрації змішаної відпрацьованої олії та меляси у суміші по 3,0 % штам ІМВ 

В-7005 здатен накопичувати до 15-16 г/л полісахариду, що являється вищим за 

показники, отримані при рості даного продуцента на інших змішаних субстратах з 

мелясою (10-14 г/л) [203]. 
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У наступних експериментах досліджували вплив концентрації катіонів Mg
2+

 

у середовищі культивування продуцента на синтез етаполану. Так, раніше 

продемонстровано, що підвищення вмісту даного активатора ацетил-КоА-

синтетази (ключовий фермент С2-метаболізму у Acinetobacter sp. IMВ B-7005) у 

середовищі з етанолом супроводжувалося збільшенням ферментативної 

активності в 2 рази [203]. 

Разом з тим, під час культивування штаму ІМВ В-7005 на суміші олії та С2-

субстратів позитивний вплив від підвищення вмісту катіонів магнію спостерігався 

лише за наявності у змішаному субстраті відпрацьованої змішаної олії. Цілком 

ймовірно, що такі неочікувані результати зумовлені різним впливом катіонів Mg
2+

 

на активність ферментів, які беруть участь у β-окисненні жирних кислот та інших 

компонентів, утворюваних в процесі деградації олії під час смаження. 

Загалом, реалізація використаних під час виконання роботи підходів дала 

змогу підвищити концентрацію етаполану на суміші олії та С2-субстратів до 16-

18 г/л. 

Такі результати значно перевищують відомі з літератури показники синтезу 

полісахаридів на олієвмісних субстратах (максимум до 6 г/л) [2, 31, 76, 124, 156, 

161], а також концентрації ЕПС, синтезованих представниками роду Acinetobacter 

на С2-субстратах [112, 146]. Так, у роботі [112] повідомляється про синтез 2,2 г/л 

аласану при рості штаму Acinetobacter radioresistens KA53 на середовищі з 0,5 % 

(об’ємна частка) етанолу. Інші дослідники [146] встановили здатність 

Acinetobacter calcoaceticus A2 при рості на етанолі (1,6 %) накопичувати 4 г/л 

біодисперсану. 

Зазначимо, що під час розробки технологій біосинтезу практично важливих 

вторинних метаболітів важливо не тільки досягти максимальної концентрації 

цільового продукту, а й забезпечити його функціональні властивості, необхідні 

для практичного використання. 

У даній роботі встановлено, що заміна рафінованої олії у змішаних 

субстратах на різні типи відпрацьованої не приводила до зниження реологічних 
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показників препаратів етаполану. Навпаки, розчини етаполану, синтезованого на 

суміші С2-С6–субстратів та відпрацьованої олії, характеризувалися вищою на 

25 % в’язкістю за наявності 0,1 М KCl та у системі Cu
2+

-гліцин порівняно з 

показниками, встановленими для ЕПС, отриманого на рафінованій олії. 

Таким чином, одержані результати засвідчують можливість розробки 

універсальної технології одержання етаполану на суміші відпрацьованої олії та 

С2-С6–субстратів, незалежної від типу та постачальника пересмаженої олії. 
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ВИСНОВКИ 

1. На основі енергетичних потреб синтезу ЕПС і біомаси теоретично 

розраховано та експериментально підтверджено, що оптимальне молярне 

співвідношення концентрацій енергетично дефіцитного (ацетат) та надлишкового 

(рафінована соняшникова олія) субстратів у суміші становить 1:0,13. 

2. Максимальна концентрація етаполану (17,3 г/л) на суміші рафінованої 

олії (1,5 %) та ацетату (3,0 %) досягалася при дробному внесенні субстратів 

трьома порціями під час культивування Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на 

модифікованому середовищі, в якому (порівняно з базовим) NH4NO3 замінено на 

еквімолярну за нітрогеном концентрацію NH4CI (0,8 г/л), вдвічі зменшено вміст 

КН2РО4 (до 3,4 г/л) та вилучено КОН. 

3. Експериментально встановлене оптимальне молярне співвідношення 

енергетично надлишкових (етанол та рафінована соняшникова олія) субстратів 

становить 1:0,056, що максимально наближене до теоретично розрахованого 

(1:0,076). 

4. Дробне внесення рафінованої олії та етанолу п’ятьма порціями до 

кінцевої концентрації субстратів 1,2 та 4,0 % відповідно і використання 

нітратного джерела азоту (KNO3) дало змогу збільшити кількість синтезованого 

полісахариду до 13,5 г/л завдяки підвищенню концентрації моносубстратів у 

суміші. 

5. Встановлено, що заміна рафінованої соняшникової олії на різні типи 

відпрацьованої (після смаження картоплі, м’яса, овочів або змішану після 

смаження різних продуктів) у суміші з С2-С6–субстратами (мелясою, етанолом або 

ацетатом) не супроводжувалася зниженням показників синтезу етаполану. 

6. Культивування Acinetobacter sp. ІМВ В-7005 на суміші відпрацьованої 

після смаження різних продуктів олії (3 %) та нейтралізованої після гідролізу 

меляси (3,0 %) супроводжувалося синтезом 15,3-16,0 г/л етаполану. Збільшення 

концентрації ЕПС до 16-18 г/л на суміші відпрацьованої олії та С2-субстратів 
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спостерігали при підвищенні з 1,5 до 5 мМ в середовищі вмісту Mg
2+

 (активатор 

ключових ферментів С2-метаболізму у продуцента етаполану). 

7. В’язкість за наявності 0,1 М KCl та у системі Cu
2+

-гліцин розчинів 

етаполану, синтезованого на суміші С2-С6–субстратів з відпрацьованою 

соняшниковою олією, була на 15-25 % вищою порівняно з показниками, 

встановленими для ЕПС, отриманого на моносубстраті рафінованій олії.  
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