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МЕТАБОЛИЗМ ГЛИЦЕРИНА У ПРОДУЦЕНТОВ ПОВЕРХНОСТНО-
АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ  ACINETOBACTER CALCOACETICUS  
ИМВ В-7241 И RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS ИМВ Ас-5017

В клетках продуцентов поверхностно-активных веществ (ПАВ) Rhodococcus erythropolis ИМВ Ас-
5017 и Acinetobacter calcoaceticus ИМВ В-7241, выращенных на глицерине, определены ключевые фермен-
ты метаболизма этого субстрата.

Установлено, что у обоих штаммов катаболизм глицерина до дигидроксиацетонфосфата (ин-
термедиат гликолиза) может осуществляться двумя путями: через глицерин-3-фосфат (активность 
глицеринкиназы 740-840 нмоль·мин-1·мг-1 белка) и через дигидроксиацетон. Окисление глицерина до ди-
гидроксиацетона у штаммов ИМВ В-7241 и ИМВ Ас-5017 катализируется пирролохинолинхинон-зави-
симыми глицериндегидрогеназами и нитрозо-N,N-диметиланилин-зависимыми алкогольдегидрогеназа-
ми. Как анаплеротические пути у R. erythropolis ИМВ Ас-5017 функционируют глиоксилатный цикл и 
фосфоенолпируват(ФЕП)-карбоксилазная реакция, у A. calcoaceticus ИМВ В-7241– только ФЕП-карбок-
силазная реакция (1045±52 нмоль·мин-1·мг-1 белка).

Полученные данные являются основой для теоретических расчетов оптимального молярного со-
отношения концентраций энергетически неравноценных субстратов для повышения синтеза ПАВ на 
их смеси.

Ключевые слова: Acinetobacter calcoaceticus ИМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ИМВ Ас-5017, 
поверхностно-активные вещества, метаболизм глицерина, активность ферментов.

Ранее [6] мы сообщали о возможности использования глицерина (побочного продукта 
производства биодизеля) в качестве субстрата для синтеза поверхностно-активных веществ 
(ПАВ) Rhodococcus erythropolis ИМВ Ас-5017 и Acinetobacter calcoaceticus ИМВ В-7241. 

При росте штаммов ИМВ Ас-5017 и ИМВ В-7241 на глицерине показатели синтеза ПАВ 
были ниже, чем на этаноле и гексадекане. Тем не менее широкая субстратная специфичность 
4-нитрозо-N,N-диметиланилин (НДМА)-зависимых алкогольдегидрогеназ обоих штаммов 
позволила нам выдвинуть предположение о том, что можно повысить синтез ПАВ, используя 
для этого смесь энергетически неравноценных ростовых субстратов, в частности, энергети-
чески избыточного гексадекана и энергетически дефицитного глицерина. 

Результаты исследований показали, что в таких условиях культивирования A. calcoaceticus 
ИМВ В-7241 показатель условной концентрации ПАВ был в 1,5 и 3,6, а R. erythropolis ИМВ 
Ас-5017 – в 1,3 и 1,6 раза выше, чем на гексадекане и глицерине соответственно [6]. Отме-
тим, что при культивировании на смешанных субстратах для обеспечения максимальной кон-
версии углерода в целевой продукт необходимо установление оптимального для его синтеза 
молярного соотношения концентраций моносубстратов в смеси [7]. А это в свою очередь 
требует проведения теоретических расчетов энергетических потребностей синтеза ПАВ и 
биомассы с последующим определением концентрации дополнительного субстрата, как было 
установлено нами ранее для микробного полисахарида этаполана [7]. Для осуществления та-
ких теоретических расчетов необходимо знать пути метаболизма соответствующих моносуб-
стратов у продуцентов ПАВ.

Цель данной работы – исследовать особенности метаболизма глицерина у продуцентов 
ПАВ R. erythropolis ИМВ Ас-5017 и A. calcoaceticus ИМВ В-7241.

Материалы и методы. Объекты исследования – штаммы A. calcoaceticus K-4 и 
R. erythropolis ЭК-1, зарегистрированные в Депозитарии микроорганизмов Института мик-
робиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины под номерами ИМВ В-7241 
и ИМВ Ас-5017 соответственно.

R. erythropolis ИМВ Ас-5017 выращивали на жидкой минеральной среде следующего со-
става (г/л): NaNO3 – 1,3, NaCl – 1,0, Na2HPO4·12H2O – 0,6, KH2PO4 – 0,14, MgSO4·7H2O – 0,1, 
FeSO4·7H2O − 0,001, вода дистиллированная – до 1 л, рН 6,8–7,0. 
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A. calcoaceticus ИМВ В-7241 культивировали на среде такого же состава за исключением 
источника азота: вместо NaNO3 в среду вносили (NH2)2CO в концентрации 0,35 г/л. В среду 
также дополнительно вносили дрожжевой автолизат – 0,5 % (по объему) и раствор микроэле-
ментов – 0,1 % (по объему) [6]. 

В качестве источника углерода и энергии использовали глицерин в концентрации 1,0 % 
(по объему). 

Посевной материал − культура из середины экспоненциальной фазы роста (48−60 ч), вы-
ращенная на средах указанного выше состава c 0,5 % (по объему) глицерина. Количество 
инокулята – 5 % от объема засеваемой среды (104–105 клеток/мл). Культивирование осущест-
вляли в 750 мл колбах со 100 мл среды на качалке (220 об/мин) при 30 ºС в течение 24–48 ч.

Для получения бесклеточных экстрактов культуральную жидкость, полученную после 
выращивания A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 в жидкой мине-
ральной среде с глицерином, центрифугировали (4000 g, 15 мин, 4 оС). Осадок клеток дважды 
отмывали от остатков среды 0,05 М К+-фосфатным буфером (рН 7,0), центрифугируя (4000 g, 
15 мин, 4 оС). Отмытые клетки ресуспендировали в 0,05 М К+-фосфатном буфере (рН 7,0) и 
разрушали ультразвуком (22 кГц) 3 раза по 40−60 с при 4 оС на аппарате УЗДН-1. Дезинтег-
рат центрифугировали (12000 g, 30 мин, 4 оС), осадок отбрасывали, надосадочную жидкость 
использовали в качестве бесклеточного экстракта. 

Активность НАД+-зависимой глицериндегидрогеназы (КФ 1.1.1.6) [17] анализировали 
спектрофотометрически по восстановлению НАД+ при 340 нм с глицерином как донором 
электронов.

Активность пирролохинолинхинон (ПХХ)-зависимой алкогольдегидрогеназы (КФ 1.1.2.8) 
[11] и ПХХ-зависимой глицериндегидрогеназы (КФ 1.1.99.22) [15] определяли по восстанов-
лению дихлорфенолиндофенола в присутствии феназинметасульфата при 600 нм с глицери-
ном как донором электронов.

Активность никотинопротеиновой (НАД(Ф)Н-содержащей) алкогольдегидрогеназы (КФ 
1.1.99.36) [18] измеряли спектрофотометрически по восстановлению 4-нитрозо-N,N-димети-
ланилина (НДМА) при 440 нм с глицерином как донором электронов. 

Активность дигидроксиацетонкиназы (КФ 2.7.1.29) [13] и глицеринкиназы (КФ 2.7.1.30) 
[13, 19] определяли по образованию дигидроксиацетонфосфата и глицерин-3-фосфата соот-
ветственно, которые анализировали спектрофотометрически по окислению (восстановлению) 
НАДН (НАД+) в сопряженной реакции с глицерин-3-фосфатдегидрогеназой. 

Активность флавинадениндинуклеотид (ФАД)-зависимой глицерин-3-фосфатдегидроге-
назы (КФ 1.1.5.3) [22] определяли по восстановлению 3-(4,5-диметилтриазолил-2-)2,5-дифе-
нилтетразолий бромида в присутствии феназинметасульфата при 570 нм с глицерин-3-фос-
фатом как донором электронов.

Активность НАД+-зависимой глицерин-3-фосфатдегидрогеназы (КФ 1.1.1.8) [14] анали-
зировали спектрофотометрически по окислению НАДН при 340 нм с дигидроксиацетонфос-
фатом как донором электронов.

Активность изоцитратлиазы (КФ 4.1.3.1), глутаматдегидрогеназы (КФ 1.4.1.2), 
фосфоенолпируват(ФЕП)-синтетазы (КФ 2.7.9.2), ФЕП-карбоксикиназы (КФ 4.1.1.49), ФЕП-
карбоксилазы (КФ 4.1.1.31) определяли, как описано ранее [2−4]. 

Содержание белка в бесклеточных экстрактах рассчитывали по Бредфорд [8]; активность 
ферментов определяли при 28–30оС – температуре, оптимальной для роста A. calcoaceticus 
ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017.

Все опыты проводили в 3 повторностях, количество параллельных определений в экспе-
риментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных данных про-
водили, как описано в работе [1]. Различия средних показателей считали достоверными при 
уровне значимости р<0,05.

Результаты и их обсуждение. У микроорганизмов, использующих глицерин в качестве 
источника углерода и энергии, этот субстрат может ассимилироваться двумя различными пу-
тями [9, 10, 16, 17, 20]. Первый путь начинается с АТФ-зависимого фосфорилирования глице-
рина, катализируемого глицеринкиназой, с образованием глицерин-3-фосфата, который затем 
окисляется до дигидроксиацетонфосфата при участии глицерин-3-фосфатдегидрогеназ или 



31ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2012, Ò. 74, ¹ 4

глицерин-3-фосфатоксидаз (глицерин-3-фосфатный путь). Оксидазы, как правило, функцио-
нируют у факультативных анаэробов [9]. Дигидроксиацетонфосфат является интермедиатом 
гликолиза и далее метаболизируется по этому пути.

Во втором варианте катаболизма глицерин вначале окисляется до дигидроксиацетона гли-
цериндегидрогеназами (НАД+- или ПХХ-зависимыми). Образовавшийся дигидроксиацетон 
затем фосфорилируется до дигидроксиацетонфосфата при участии дигидроксиацетонкиназы 
(дигидроксиацетоновый путь). Дигидроксиацетонкиназы делятся на две группы в зависимос-
ти от донора фосфорной группы [9]. АТФ-зависимые ферменты характерны в основном для 
эукариот, хотя встречаются и у бактерий; ФЕП-зависимые киназы преимущественно функци-
онируют у бактерий, например, Escherichia coli. 

В бесклеточных экстрактах A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 
мы не обнаружили НАД+-зависимой глицериндегидрогеназной активности, однако выявили 
активность ПХХ-зависимой глицериндегидрогеназы (табл. 1). Поскольку в предыдущих ис-
следованиях [6] нами была установлена широкая субстратная специфичность НДМА-зави-
симых алкогольдегидрогеназ A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017, на 
следующем этапе изучали роль этих ферментов в окислении глицерина. Эксперименты по-
казали, что активность НДМА-зависимых алкогольдегидрогеназ в бесклеточных экстрактах, 
полученных из клеток, находящихся в середине экспоненциальной фазы роста, составляла 
24–36, а в ранней экспоненциальной фазе достигала 100 нмоль·мин-1·мг-1 белка (табл. 1). 

Таким образом, окисление глицерина у штаммов ИМВ В-7241 и ИМВ Ас-5017 катали-
зируется двумя ферментами: ПХХ-зависимой глицериндегидрогеназой и НДМА-зависимой 
алкогольдегидрогеназой. 

Исследование влияния одновалентных катионов на активность ПХХ-зависимого фермен-
та у A.  calcoaceticus ИМВ В-7241 показало, что катионы натрия являются ингибиторами, а ка-
лия (при концентрации свыше 25 мМ) – активаторами этой глицериндегидрогеназы (табл. 2). 

На следующем этапе у штаммов A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-
5017, растущих на глицерине, анализировали активность ферментов глицерин-3-фосфатного 
пути катаболизма этого субстрата (табл. 3).

Таблица  1

Активность ферментов дигидроксиацетонового пути катаболизма глицерина 
у A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017

Фермент
Активность

(нмоль·мин-1·мг-1 белка)
ИМВ Ас-5017 ИМВ В-7241

НАД+-зависимая глицериндегидрогеназа (1.1.1.6) 0 0

ПХХ-зависимая глицериндегидрогеназа (1.1.99.22) 93±4 107±5
(149±7)

НДМА-зависимая алкогольдегидрогеназа (1.1.99.36) 24±1,2 32±1,6
(101±5)

ПХХ-зависимая алкогольдегидрогеназа (1.1.2.8) 0 0

Дигидроксиацетонкиназа (2.7.1.29) 288±14 336±16
(750±37)

 Примечания. Табл. 1 и 3: активность ферментов определяли в бесклеточных экстрактах, получен-
ных из клеток, находящихся в середине экспоненциальной фазы роста (48 ч). Посевной материал 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 выращен на среде с глицерином без дрожжевого автолизата и микроэле-
ментов. В скобках указана активность ферментов в ранней экспоненциальной фазе роста (24−30 ч).

В бесклеточных экстрактах обоих исследуемых бактерий выявлена достаточно высокая 
активность глицеринкиназы (около 800 нмоль·мин-1·мг-1 белка) и НАД+-зависимой глицерин-
3-фосфатдегидрогеназы. Отметим, что в ранней экспоненциальной фазе роста штамма ИМВ 
В-7241 активность последнего фермента была более чем в два раза выше, чем в середине 
этой фазы (373 и 159 нмоль·мин-1·мг-1 белка соответственно). В бесклеточных экстрактах 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 не обнаружена активность ФАД+-
зависимой глицерин-3-фосфатдегидрогеназы (табл. 3).



ISSN 0201-8462. Ì³êðîá³îë. æóðí., 2012, Ò. 74, ¹ 432

Таблица  2 

Влияние катионов натрия и калия на активность ПХХ-зависимой 
глицериндегидрогеназы A. calcoaceticus ИМВ В-7241 

Катио-
ны

Концен-
трация, 
мМ

Активность (нмоль·мин-1·мг-1 белка)
в бесклеточных экстрактах, полученных из клеток, находящихся

в ранней экспоненциальной фазе в середине экспоненциальной фазы
Без катионов 149±7 107±5

Na+

25 149±7 95±5
50 90±4 60±3
100 30±1,5 41±2

K+

25 140±7 97±5
50 209±10 176±9
100 179±9 137±7

 Примечание. Для определения активности фермента клетки отмывали и суспендировали в 0,05 М 
трис-HCl буфере (рН 6,3).

Таблица  3
Активность ферментов глицерин-3-фосфатного пути катаболизма глицерина 

у A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017

Фермент
Активность (нмоль·мин-1·мг-1 белка)

ИМВ Ас-5017 ИМВ В-7241
Глицеринкиназа (2.7.1.30) 800±40 780±39

НАД+-зависимая глицерин-3-фосфатдегидрогеназа (1.1.1.8) 108±5 159±8
(373±18)

ФАД+-зависимая глицерин-3-фосфатдегидрогеназа (1.1.5.3) 0 0

 Примечание. Активность глицеринкиназы определяли по методике, описанной в работе [13].

В табл. 4 представлены данные об активности ферментов биосинтеза поверхностно-ак-
тивных веществ амино- (глутаматдегидрогеназа) и гликолипидов (ФЕП-карбоксикиназа, 
ФЕП-синтетаза), а также анаплеротических реакций (изоцитратлиаза и ФЕП-карбоксилаза) 
при выращивании A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 на среде с 
глицерином. Отметим, что в таких условиях культивирования штамма ИМВ В-7241 глиокси-
латный шунт не функционирует (не обнаружена активность изоцитратлиазы), а восполнение 
пула С4-дикарбоновых кислот осуществляется в ФЕП-карбоксилазной реакции. Достаточно 
высокая активность ФЕП-карбоксикиназы и ФЕП-синтетазы, а также глутаматдегидрогена-
зы свидетельствуют, что как и при выращивании на этаноле [21], основными компонентами 
ПАВ, синтезируемых A. calcoaceticus ИМВ В-7241 на среде с глицерином, являются глико- и 
аминолипиды.

Таблица  4
Активность ферментов биосинтеза ПАВ

при культивировании A. calcoaceticus К-4 на глицерине

Фермент
Активность (нмоль·мин-1·мг-1 белка)

ИМВ Ас-5017 ИМВ В-7241
НАДФ+-зависимая глутаматдегидрогеназа Н.о. 597±30

Изоцитратлиаза 44±2 0
ФЕП-карбоксилаза 2727±136 1045±52
ФЕП-синтетаза 2428±121 1780±89

ФЕП-карбоксикиназа 909±45 448±22
 Примечание. Посевной материал для культивирования штамма ИМВ В-7241 выращен на среде с 

глицерином без дрожжевого автолизата и микроэлементов. Н.о. – не определяли.

В отличие от A. calcoaceticus ИМВ В-7241, у R. erythropolis ИМВ Ас-5017, выращенно-
го на глицерине, обнаружена активность изоцитратлиазы (см. табл. 4). Отметим, что актив-
ность этого фермента была на порядки ниже, чем ФЕП-карбоксилазная активность (44 и 2727 
нмоль·мин-1·мг-1 белка соответственно). Очевидно, что при росте штамма ИМВ Ас-5017 на 
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глицерине основной анаплеротической реакцией является реакция, катализируемая ФЕП-кар-
боксилазой. Как и у A. calcoaceticus ИМВ В-7241, у R. erythropolis ИМВ Ас-5017 выявлена 
высокая активность ключевых ферментов глюконеогенеза, что может свидетельствовать о 
биосинтезе из глицерина поверхностно-активных гликолипидов.

Обсуждение. Первой публикацией, обобщающей известные к середине 70-х годов ХХ ст. 
данные по особенностям метаболизма глицерина у бактерий, был обзор Lin [16]. В настоящее 
время интерес к изучению метаболизма глицерина у про- и эукариот обусловлен несколькими 
причинами [9, 10, 12, 15, 17, 20]. 

Во-первых, этот спирт в огромных количествах образуется при производстве биодизеля 
в качестве побочного продукта технологии, и с каждым годом его накапливается все больше 
и больше [12]. Отметим, что на каждые 100 л биодизеля образуется приблизительно столько 
же технического глицерина. Только за период с 2004 по 2006 год цена на глицерин снизилась 
болем чем в 10 раз. Перспективным подходом к утилизации избыточного глицерина является 
его использование в биотехнологической отрасли в качестве субстрата для культивирования 
микроорганизмов [12, 15]. 

Во-вторых, глицерин является одним из важнейших протекторных соединений в клетках 
микроорганизмов, обеспечивающих их защиту от различных неблагоприятных факторов (ос-
мотический, холодовой и др. стрессы) [10, 17, 19, 20].

В-третьих, глицерин является предшественником биосинтеза липидов. 
В-четвертых, этот спирт может служить источником углерода и энергии при внутриклеточном 

развитии патогенных бактерий (Listeria monocytogenes, представителей рода Mycoplasma) [9]. 
Отметим, что достаточно активное исследование особенностей метаболизма глицерина у 

галофильных и психротолерантных бактерий [19−21] является актуальным как с биологичес-
кой, так и биотехнологической точек зрения. С одной стороны, у галофильных бактерий гли-
церин служит мощным осмопротектором, а с другой – эти бактерии являются перспективными 
биологическими агентами для биотехнологических процессов, базирующихся на использова-
нии «сырого», неочищенного глицерина, образуемого при производстве биодизеля. Дело в том, 
что биодизель получают из растительных масел или животных жиров их трансэтерификацией 
со спиртами (этанол, метанол) с использованием NaOH (KOH) в качестве катализатора [12]:

                                           NaOH
Триглицериды + Этанол  Этиловые эфиры (биодизель) + Глицерин.

Таким образом, неочищенный глицерин содержит в достаточно большом количестве Na+ 
(К+), что может служить существенным сдерживающим фактором применения такого субстра-
та для выращивания негалофильных микроорганизмов.

Психротолерантные бактерии в настоящее время рассматриваются как источник уникаль-
ных ферментов, активных при низких температурах и, благодаря этому, перспективных для 
использования в пищевой, фармацевтической и химической промышленности [21].

Наши исследования особенностей метаболизма глицерина у продуцентов ПАВ 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 показали, что оба штамма могут ме-
таболизировать этот субстрат до дигидроксиацетонфосфата как через глицерин-3-фосфат, так 
и дигидроксиацетон. Отметим, что многие микроорганизмы способны реализовывать оба пути 
превращения глицерина в дигидроксиацетонфосфат. Так, у различных штаммов Enterococcus 
faecalis в аэробных условиях преимущественно функционирует «глицерин-3-фосфатный», а 
в анаэробных – «дигидроксиацетоновый» путь метаболизма глицерина [9]. У галофильных 
бактерий [20] и дрожжей Saccharomyces cerevisiae [17] выявлены ферменты, характерные для 
обоих путей катаболизма глицерина. В то же время у дрожжей Schizosaccharomyces pombe 
отсутствует глицеринкиназа, но функционирует дигидроксиацетонкиназа и НАД+-зависимая 
глицериндегидрогеназа [17], причем последний фермент очень похож на бактериальные гли-
цериндегидрогеназы.

Отметим, что у большинства микроорганизмов окисление глицерина до дигидроксиацето-
на осуществляется НАД+-зависимыми глицериндегидрогеназами [9, 16, 17, 19, 21]. У исследо-
ванных нами обоих штаммов A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 этот 
фермент не выявлен, однако обнаружена ПХХ-зависимая глицериндегидрогеназа, функцио-
нирующая у уксуснокислых бактерий Gluconobacter oxydans [15]. Ранее нами было показано, 
что окисление этанола и гексадекана у A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ 
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Ас-5017 осуществляется НДМА- и ПХХ-зависимыми алкогольдегидрогеназами [2−4]. Инте-
ресно отметить, что у обоих исследуемых штаммов ПХХ-зависимая алкогольдегидрогеназа не 
принимает участия в окислении глицерина в отличие от НДМА-зависимого фермента. До на-
стоящего времени в доступной нам литературе не удалось обнаружить сведений об окислении 
глицерина НДМА-зависимыми алкогольдегидрогеназами. 

Наши исследования показали, что ПХХ-зависимая глицериндегидрогеназа A. calcoaceticus 
ИМВ В-7241 ингибируется катионами натрия и стимулируется К+ (табл. 2). Это обстоятельство 
следует иметь в виду при использовании для культивирования штамма ИМВ В-7241 неочи-
щенного глицерина: желательно, чтобы в процессе получения биодизеля в качестве катализа-
тора использовали КОН [12].

Глицеринкиназа, катализирующая фосфорилирование глицерина до глицерин-3-фосфата, 
выявлена у многих бактерий (галофильных, E. coli, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, 
E. faecalis) и грибов (Candida, Neurospora, Aspergillus, Microsporum, S. сerevisiae) [10, 15]. 

На первых этапах наших исследований обнаруживаемая в бесклеточных экстрактах 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 глицеринкиназная активность 
была невысокой (не превышала 25−50 нмоль·мин-1·мг-1 белка) и нестабильной. В этих иссле-
дованиях для определения активности глицеринкиназы мы использовали достаточно сложную 
методику, описанную в работе [19]. Отметим, что эта методика была модифицирована авто-
рами для галофильных бактерий Salinibacter ruber. Позже другие авторы, исследующие осо-
бенности метаболизма галофильных архей Haloferax volcanii [10], еще раз модифицировали и 
упростили методику выявления глицеринкиназы, однако и ее использование не привело нас к 
желаемому результату. Анализируя полученные нами результаты, мы пришли к выводу, что у 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017 отсутствует глицеринкиназа. 

Однако в то же время мы фиксировали достаточно высокую (200−400 нмоль·мин-1·мг-1 бел-
ка) активность глицерин-3-фосфатдегидрогеназы – фермента, катализирующего дальнейшее 
превращение продукта глицеринкиназной реакции (глицерин-3-фосфата) до дигидроксиаце-
тон-фосфата. Такие результаты все-таки предполагали наличие у штаммов ИМВ В-7241 и Ас-
5017 глицеринкиназной активности. Дальнейший поиск привел нас к работам конца 70-х – се-
редины 80-х годов ХХ ст. [13, 14], в которых были описаны более простые методики опреде-
ления глицеринкиназы. В последующих экспериментах мы использовали методику, изложен-
ную в работе [13] и применяемую для анализа глицеринкиназной активности у Streptococcus 
faecalis. Результаты исследований показали, что у A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis 
ИМВ Ас-5017 активность глицеринкиназы достигает 740−840 нмоль·мин-1·мг-1 белка.

Окисление глицерин-3-фосфата до дигидроксиацетонфосфата у микроорганизмов мо-
жет осуществляться несколькими ферментами: глицерин-3-фосфатоксидазой (E. faecalis [9]), 
ФАД+-зависимой глицерин-3-фосфатдегидрогеназой (E. coli [22]), НАД+-зависимой глицерин-
3-фосфатдегидрогеназой (Saccharomyces [14, 23]). Отметим, что у эукариот часто функциони-
рует как растворимая НАД+-зависимая, так и митохондриальная ФАД+-зависимая дегидрогена-
за [23]. Наши исследования показали, что у A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ 
Ас-5017 образование дигидроксиацетонфосфата катализируется НАД+-зависимой глицерин-3-
фосфатдегидрогеназой – фермента, характерного преимущественно для эукариот. 

Отметим, что в отличие от культивирования на С2-субстратах [3], при выращивании на 
глицерине в клетках A. calcoaceticus ИМВ В-7241 функционирует одна анаплеротическая ре-
акция, катализируемая ФЕП-карбоксилазой – одним из ферментов, восполняющих пул С4-ди-
карбоновых кислот при росте микроорганизмов на углеводах. В то же время у штамма ИМВ 
Ас-5017, выращенного на глицерине, обнаружена как изоцитратлиазная, так и ФЕП-карбок-
силазная активность. В работе [5] мы обсуждали физиологическую роль ФЕП-карбоксила-
зы при культивировании штамма ИМВ В-7241 на среде с этанолом и мочевиной как способ 
обезвреживания углекислого газа, образуемого в уреазной реакции, что в свою очередь сопро-
вождается повышением в клетках бактерий пула С4-дикарбоновых кислот, усилением глюко-
неогенеза и повышением синтеза поверхностно-активных гликолипидов. Результаты данной 
работы свидетельствуют, что при использовании глицерина в качестве ростового субстрата для 
A. calcoaceticus ИМВ В-7241 ФЕП-карбоксилазная реакция выполняет две физиологические 
функции: во-первых, является анаплеротической, во-вторых (так же, как и на этаноле) служит 
своеобразным стоком избыточного СО2 в клетках бактерий. 
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Таким образом, в результате проведенной работы установлено, что у продуцентов повер-
хностно-активных веществ A. calcoaceticus ИМВ В-7241 и R. erythropolis ИМВ Ас-5017, рас-
тущих на глицерине, катаболизм этого спирта до дигидроксиацетонфосфата может осущест-
вляться двумя путями (через дигидроксиацетон и глицерин-3-фосфат). Полученные данные 
являются исходными для проведения теоретических расчетов энергетических потребностей 
синтеза ПАВ и биомассы на глицерине с целью интенсификации синтеза ПАВ на смеси энер-
гетически неравноценных ростовых субстратов.
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МЕТАБОЛІЗМ ГЛІЦЕРИНУ У ПРОДУЦЕНТІВ ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ РЕЧОВИН  
ACINETOBACTER CALCOACETICUS  ІМВ В-7241 
І RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS ІМВ Ас-5017

Р е з ю м е
У клітинах продуцентів поверхнево-активних речовин (ПАР) Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 і  

Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241, вирощених на гліцерині, визначені ключові ферменти метаболіз-
му цього субстрату.

Встановлено, що у обох штамів катаболізм гліцерину до дигідроксиацетонфосфату (інтермедіат 
гліколізу) може здійснюватися двома шляхами: через гліцерин-3-фосфат (активність гліцеринкінази 
740-840 нмоль·хв-1·мг-1 білка) і через дигідроксиацетон. Окиснення гліцерину до дигідроксиацетону у 
штамів ІМВ В-7241 і ІМВ Ас-5017 каталізується піролохінолінхінон-залежними гліцериндегідрогеназами 
і нітрозо-N,N-діметиланілін-залежними алкогольдегідрогеназами. Як анаплеротичні шляхи у R. erythro-
polis ІМВ Ас-5017 функціонують гліоксилатний цикл і фосфоенолпіруват(ФЕП)-карбоксилазна реакція, у 
A. calcoaceticus ІМВ В-7241 – тільки ФЕП-карбоксилазна реакція (1045±52 нмоль·хв-1·мг-1 білка).

Одержані дані є основою для теоретичних розрахунків оптимального молярного співвідношення 
концентрацій енергетично нерівноцінних субстратів для підвищення синтезу ПАР на їх суміші.

К л ю ч о в і    с л о в а: Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017, 
поверхнево-активні речовини, метаболізм гліцерину, активність ферментів 
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GLYCEROL METABOLISM IN SURFACTANTS PRODUCERS ACINETOBACTER 
CALCAACETICUS IMV B-7241 

AND RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS IMV Ac-5017

S u m m a r y 
 Key enzymes of glycerol metabolism were detected in the cells of surfactants producers Rhodococcus 

erythropolis IMV Ac-5017 and Acinetobacter calcaaceticus IMV B-7241 grown on glycerol. It has been 
established that in the both strains glycerol catabolism to dihydroxyacetonephosphate (the intermediate of 
glycolysis) may be performed in two ways: through glycerol-3-phosphate (glycerol kinase activity 740-
840 nmol min -1 mg-1 of protein) and through dihydroxyacetone. Glycerol oxidation to dihydroxyacetone in the 
strains IMV B-7241 and Ac-5017 is catalised by pyrrholo-quinolinquinone-dependent glycerol dehydrogenases 
and nitroso-N,N-dimethylaniline-dependent alcohol dehydrogenases. Both glyoxylate cycle and phosphoenol 
pyruvate(PEP)-carboxylase function as anaplerotic paths in R.erythropolis IMV Ac-5017, and only PEP-
carboxylase reaction (1045±52 nmol min-1 mg-1 of proteins) functions in A. calcoaceticus IMV B-7241. The data 
obtained serve as the basis for theoretical calculations of optimal molar ratio of concentrations of energetically 
nonequivalent substrates for intensifying the surfactants synthesis on their mixture. 

The paper is presented in Russian. 
K e y   w o r d s:  Acinetobacter calcaaceticus IMV B-7241, Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017, 

surfactants, glycerol metabolism, activity of enzymes. 
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