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Мета. Визначити умови культивування Rhodococcus erythropolis IMВ Ac-
5017, що забезпечують синтез поверхнево-активних речовин (ПАР) з високою 
антимікробною та антиадгезивною активностями, а також високою 
ефективністю деструкції нафтових забруднень. Методи. Поверхнево-активні 
речовини екстрагували з супернатанту культуральної рідини сумішшю хлороформу 
і метанолу (2:1). Кількість адгезованих клітин і ступінь руйнування біоплівки 
визначали спектрофотометричним методом, антимікробні властивості − за 
показником мінімальної інгібуючої концентрації. Ступінь деструкції нафти 
аналізували за залишковою її концентрацією, яку визначали ваговим методом після 
екстракції гексаном. Результати. Встановлено, що активатором НАДФ+-залежної 
глутаматдегідрогенази (ключовий фермент біосинтезу поверхнево-активних 
аміноліпідів у R. erythropolis IMВ Ac-5017) є катіони кальцію. Додаткове внесення 
СaCl2 (0,1 г/л) у середовище культивування штаму ІМВ Ас-5017 супроводжувало-
ся підвищенням НАДФ+-залежної глутаматдегідрогеназної активності у два рази 
і синтезом ПАР, мінімальні інгібуючі концентрації яких щодо тест-культур були 
в 1,2−5 разів нижчими, їх адгезія на абіотичних матеріалах, оброблених такими 
ПАР, на 12−50 % нижчою, а ступінь руйнування біоплівок в середньому на 9−10 % 
вищою порівняно з показниками, встановленими для ПАР, одержаних на базовому 
середовищі без Са2+. Внесення 0,1 мМ Сu2+ (активатор алкангідроксилази – першого 
ферменту катаболізму н-алканів) в експоненційній фазі росту штаму ІМВ Ас-5017 
на невуглеводневих субстратах (етанол, відпрацьована олія) супроводжувалося 
утворенням ПАР, за наявності яких ступінь розкладання нафти підвищувався на 
8−13 % порівняно з використанням препаратів ПАР, синтезованих у середовищі без 
катіонів міді. Висновки. Наведені дані засвідчують можливість регуляції властиво-
стей ПАР в процесі культивування продуцента. Визначення механізмів, що лежать 
в основі такої регуляції, дають змогу розробити технології одержання мікробних 
ПАР, що забезпечують синтез цільового продукту з необхідними, наперед заданими 
властивостями залежно від сфери практичного застосування.

Ключові слова: Rhodococcus erythropolis IMВ Ac-5017, поверхнево-активні речо-
вини, антимікробна та антиадгезивна активність, ключові ферменти, деструкція 
нафти
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З кожним роком збільшується кількість публікацій про поверхнево-
активні речовини (ПАР) мікробного походження, які завдяки уні-
кальним фізико-хімічним і біологічним властивостям є продуктами 
мультифункціонального призначення [1−3], з’являються відомості про 
нові потенційні сфери їх застосування [4, 5]. Мікробні ПАР є вторинни-
ми метаболітами, які синтезуються у вигляді комплексу подібних сполук, 
склад і співвідношення яких може змінюватися залежно від умов куль-
тивування продуцента [6], що в свою чергу спричинятиме і зміну влас-
тивостей цільового продукту. У наших попередніх роботах [7, 8] ми ак-
центували увагу на тому, що на теперішній час дослідження впливу умов 
культивування на властивості мікробних ПАР залишаються поза увагою 
дослідників. Є поодинокі роботи, в яких наводяться дані щодо впливу при-
роди джерела вуглецю у середовищі на антимікробну активність синтезо-
ваних аміноліпідів [9] і софороліпідів [10]. Більше публікацій присвячено 
взаємозв’язку хімічного складу ПАР та їх біологічної активності [11−13], 
проте у роботах [9−13] лише констатується факт певної залежності без по-
яснення потенційних її механізмів, не наводиться інформація щодо впли-
ву умов культивування на хімічний склад утворених сполук і тим більше 
не обговорюється можливість регуляції властивостей ПАР у процесі ви-
рощування мікроорганізмів. 

У роботах [7, 8] ми показали, що виявлення потенційних активаторів 
і/або інгібіторів ключових ферментів біосинтезу компонентів комплексу 
мікробних ПАР, відповідальних за певні властивості, з наступною відпо-
відною модифікацією складу поживного середовища дає змогу регулю-
вати склад комплексу, а отже, й властивості цільового продукту. Так, у 
Acinetobacter calcoaceticus IMB B-7241 [7] і Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 
[8] ключовим ферментом біосинтезу аміноліпідів, відповідальних за 
антимікробну активність ПАР, є НАДФ+-залежна глутаматдегідрогеназа, 
активаторами якої виявилися катіони кальцію і магнію. Збільшення кон-
центрації сульфату магнію до 0,2 г/л або внесення CaCl2 (0,1 г/л) у се-
редовище культивування A. calcoaceticus IMB B-7241 супроводжувалося 
підвищенням цієї ферментативної активності у 2,4 і 3 рази відповідно 
і посиленням антимікробної і антиадгезивної активності синтезованих 
ПАР [7]. У разі підвищення з 0,1 до 0,4 г/л вмісту хлориду кальцію у се-
редовищі вирощування N. vaccinii ІМВ В-7405 спостерігали збільшення 
НАДФ+-залежної глутаматдегідрогеназної активності у 1,5 рази, а також 
посилення антимікробної і антиадгезивної активності ПАР. 

Попередні дослідження [14] показали, що штам Rhodococcus 
erythropolis IMВ Ac-5017 синтезує комплекс гліко-, аміно-, фосфо- та ней-
тральних ліпідів з антимікробною активністю. ПАР штаму ІМВ Ас-5017 
інтенсифікують також процеси розкладання нафти у воді та грунті. Про-
те раніше ми не вивчали вплив умов культивування R. erythropolis IMВ 
Ac-5017 на властивості синтезованих поверхнево-активних речовин і не 
досліджували можливість їх регуляції.

Мета даної роботи − визначити умови культивування R. erythropolis 
IMВ Ac-5017, що забезпечують синтез поверхнево-активних речовин з 
високою антимікробною та антиадгезивною активностями, а також висо-
кою ефективністю деструкції нафтових забруднень. 
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Матеріали і методи. Основним об’єктом досліджень був виділений 
нами з забрудненого нафтою зразка ґрунту штам нафтоокиснювальних 
бактерій, ідентифікований як Rhodococcus erythropolis ЕК-1 [6]. Штам 
ЕК-1 зареєстрований у Депозитарії мікроорганізмів Інституту мікробіоло-
гії і вірусології ім. Д.К. Заболотного Національної академії наук України 
за номером IМВ Ас-5017. 

Як тест-культури під час визначення біологічних властивостей ПАР 
використовували бактерії Escherichia coli ІЕМ-1, Bacillus subtilis БТ-2  
(вегетативні і спорові клітини, вирощені упродовж 12 і 24 год відповідно), 
Staphylococcus aureus БМС-1, Enterobacter cloacae С-8, Proteus vulgaris 
ПА-12; дріжджі Candida albicans Д-6, Candida utilis EI-8 і мікроміцети 
Aspergillus niger Р-3 з колекції мікроорганізмів кафедри біотехнології і 
мікробіології Національного університету харчових технологій.

R. erythropolis IМВ Ac-5017 вирощували у рідкому середовищі (г/л): 
NaNO3 – 1,3, MgSO4∙7H2O – 0,1, NaCl – 1,0, Na2HPO4 – 0,6, KH2PO4 – 
0,14, FeSO4·7H2O – 0,001, рН 6,8−7,0 (базове середовище). В одному з 
варіантів у середовище додатково вносили СaCl2 в концентрації 0,1 г/л 
(модифіковане середовище). Як субстрат використовували етанол, гек-
садекан і відпрацьовану (пересмажену) соняшникову олію у концентрації 
2 % (об’ємна частка). 

В деяких варіантах в експоненційній фазі росту R. erythropolis ІМВ 
Ac-5017 у середовище вносили Сu2+ (0,1 мМ) у вигляді 1М розчину 
CuSO4·5H2O.

Як інокулят використовували культури в експоненційній фазі росту, ви-
рощені на відповідних рідких середовищах, що містили 0,5−1 % (об’ємна 
частка) субстрату. Кількість посівного матеріалу (104−105 кл/мл) стано-
вила 5−10 % від об’єму поживного середовища. Культивування бактерій 
здійснювали в колбах об’ємом 750 мл з 100 мл середовища на качалці  
(320 об/хв) при 28−30 ºС упродовж 120 год.

Для одержання безклітинних екстрактів культуральну рідину центри-
фугували (5000 g, 20 хв, 4 оС). Отриманий осад клітин двічі відмивали від 
залишків середовища 0,05 М К+-фосфатним буфером (рН 7,0), центрифу-
гуючи (4000 g, 15 хв, 4 оС). Відмиті клітини ресуспендували в 0,05 М К+-
фосфатному буфері (рН 7,0) і руйнували ультразвуком (22 кГц) 3 рази по 
20 с при 4 ºС на апараті УЗДН-1. Одержаний дезінтеграт центрифугували 
(12000 g, 30 хв, 4оС), осад відділяли, а супернатант використовували для 
подальших досліджень як безклітинний екстракт.

НАД+-залежну (КФ 1.4.1.2), НАД(Ф)+-залежну (КФ 1.4.1.3) і НАДФ+-
залежну (КФ 1.4.1.4) глутаматдегідрогеназну активність аналізували за 
утворенням глутамату під час окиснення НАД і НАДФН при 340 нм [15]. 
Під час дослідження впливу катіонів на активність глутаматдегідрогена-
зи в реакційну суміш вносили 0,001−0,01 мМ Mn2+, Co2+, Zn2+ у вигляді 
розчинів солей MnSO4∙H2O, CoSO4∙7H2O і ZnSO4∙7H2O, а також 0,01− 
10 мМ Ca2+, Mg2+ і 25−100 мМ Na+, K+ у вигляді розчинів солей CaCl2, 
MgSO4·7H2O, NaCl і KCl відповідно.

Активність виражали в нмоль одержаного за 1 хв продукту реакції у 
перерахунку на 1 мг білка. Вміст білка у безклітинних екстрактах ви-
значали за Bradford [16]. Глутаматдегідрогеназну активність аналізували 
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при 28–30 оС – температурі, оптимальній для росту R. erythropolis IМВ 
Ac-5017. 

Для дослідження біологічних властивостей (антимікробна та антиад-
гезивна активність, здатність до деструкції біоплівок) використовували 
поверхнево-активні речовини, екстраговані з супернатанту культуральної 
рідини сумішшю Фолча (хлороформ і метанол, 2:1), як описано у нашій 
попередній роботі [14]. 

Антимікробну активність поверхнево-активних речовин аналізували за 
показником мінімальної інгібуючої концентрації (МІК). Визначення МІК 
здійснювали методом двократних серійних розведень у м’ясо-пептонному 
бульйоні (МПБ) для бактерій і у рідкому суслі − для дріжджів і грибів, як 
описано нами раніше [7].

Визначення антиадгезивних властивостей ПАР здійснювали, як опи-
сано у роботі [7]. Кількість адгезованих клітин (ступінь адгезії) визна-
чали спектрофотометричним методом як відношення оптичної густини 
суспензії, одержаної з оброблених препаратами ПАР матеріалів (кахель, 
сталь, лінолеум), до оптичної густини контрольних зразків (без обробки 
ПАР) і виражали у відсотках.

Дослідження впливу ПАР на руйнування біоплівки здійснювали згідно 
методики, наведеної у нашій попередній роботі [7].

Моделювання забрудненого нафтою і катіонами металів ґрунту і води 
здійснювали, як описано раніше [14]. Тривалість експерименту становила 
20 діб. Кількість нафти визначали ваговим методом після трикратної екс-
тракції гексаном (співвідношення 1:1). Для дослідження впливу ПАР на 
розкладання нафти використовували препарати у вигляді культуральної 
рідини. 

Всі досліди проводили в 3 повторностях, кількість паралельних ви-
значень в експериментах становила від 3 до 5. Статистичну обробку екс-
периментальних даних проводили, як описано раніше [14]. Відмінності 
середніх показників вважали достовірними при рівні значущості р <0.05.

Результати. Встановлено, що у штаму ІМВ Ас-5017 відновлювальне 
амінування 2-оксоглутарату з утворенням глутамату (донора аміногруп 
у подальшому біосинтезі аміноліпідів) здійснюється за участі НАДФ+-
залежної глутаматдегідрогенази (активність 200−300 нмоль·хв-1·мг-1 
білка). У безклітинному екстракті не виявлено НАД(Ф)+- і НАД+-залежної 
глутаматдегідрогеназної активності. 

У табл. 1 наведено дані щодо НАДФ+-залежної глутаматдегідрогеназ-
ної активності екстракту R. erythropolis IМВ Ac-5017 залежно від концен-
трації одно- та двовалентних катіонів у реакційній суміші.  

Встановлено, що за наявності 5 мМ Cа2+ активність підвищувалася у 
1,5 раза порівняно з такою без катіонів. Катіони магнію, марганцю, цинку, 
кобальту, а також натрію виявилися інгібіторами НАДФ+-залежної глута-
матдегідрогеназної активності.

На наступному етапі визначали НАДФ+-залежну глутаматдегідрогеназ-
ну активність екстракту, одержаного з клітин R. erythropolis IМВ Ac-5017, 
вирощених на модифікованому середовищі, в яке додатково вносили хло-
рид кальцію. Показано, що додавання CaCl2 у середовище культивування 
штаму ІМВ В-7241 супроводжувалося підвищенням цієї ферментативної 
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активності майже у 2 рази (до 450−460 нмоль·хв-1·мг-1 білка).
Дані щодо антимікробної активності ПАР, синтезованих під час ви-

рощування R. erythropolis IМВ Ac-5017 у базовому та модифікованому 
середовищі з етанолом, наведено у табл. 2. 

Таблиця 1
Вплив катіонів на НАДФ+-залежну глутаматдегідрогеназну  

активність у безклітинному екстракті R. erythropolis ІМВ Ас-5017
Катіони Концентрація в реакційній 

суміші, мМ
Активність

(нмоль·хв-1·мг-1 білка)
Без катіонів (контроль) 0 236±11

Cа2+
0,01 Н.в.

5 353±17
10 117±5

Mg2+
0,01 Н.в.

5 118±6
10 59±3

Mn2+
0,001 59±3
0,005 236±11
0,01 118±6

Zn2+
0,001 59±3
0,005 59±3
0,01 59±3

Co2+
0,001 59±3
0,005 59±3
0,01 59±3

Na+
25 174±8
50 174±8
100 194±9

K+
25 209±10
50 236±11
100 236±11

Примітки: Ферментативну активність визначали у клітинах бактерій, вирощених на базовому 
середовищі з етанолом до середини експоненційної фази. Н.в. – не визначали.

Таблиця 2
Антимікробна активність поверхнево-активних речовин, 
синтезованих R. erythropolis ІМВ Ас-5017 за різних умов 

культивування

Тест-культура
МІК (мкг/мл) ПАР, синтезованих на середовищі з 

етанолом
базовому модифікованому

Bacillus subtilis БТ-2 60 25
Enterobacter cloaceae C-8 240 50
Staphylococcus aureus БМС-1 120 25
Proteus vulgaris ПА-12 120 50
Escherichia coli ІЕМ-1 15 12,5
Candida albicans Д-6 ˃480 25
Candida utilis EI-8 120 25
Aspergillus niger Р-3 500 100

Примітка. Під час визначення мінімальної інгібуючої концентрації похибка не перевищувала 
5 %. 
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Мінімальні інгібуючі концентрації щодо тест-культур бактерій, дріж-
джів роду Candida і мікроміцетів Aspergillus niger Р-3 поверхнево-актив-
них речовин, одержаних на середовищі, в яке додатково вносили хлорид 
кальцію, були в 1,2−5 разів нижчими, ніж МІК ПАР, синтезованих на ба-
зовому середовищі без CaCl2.

У табл. 3 наведено дані щодо адгезії досліджуваних тест-культур на 
матеріалах, попередньо оброблених розчинами ПАР, синтезованих під час 
культивування штаму ІМВ Ас-5017 на середовищі з хлоридом кальцію і 
без Cа2+. 

Таблиця 3
Вплив ПАР, синтезованих R. erythropolis ІМВ Ас-5017 за різних умов 

культивування, на прикріплення мікроорганізмів до абіотичних 
поверхонь

Тест-культура Середовище 
культивування

Адгезія, %
пластик кахель сталь лінолеум

Bacillus subtilis БТ-2 Базове Н.в. 95 95 82
Модифіковане Н.в. 69 71 51

Escherichia coli ІЕМ-1 Базове 70 43 76 96
Модифіковане 36 20 64 36

Candida albicans Д-6* Базове 65 36 95 85
Модифіковане 35 11 47 30

Candida utilis EI-8 Базове Н.в. 37 46 56
Модифіковане Н.в. 15 39 20

Aspergillus niger Р-3* Базове Н.в. 70 95 Н.в.
Модифіковане Н.в. 45 47 Н.в.

Примітки. Культивування здійснювали на середовищі з етанолом. Під час визначення адгезії 
похибка не перевищувала 5 %. Н.в. – не визначали. Концентрація розчинів ПАР – 5 мкг/мл, * − 
концентрація розчину ПАР 50 мкг/мл.

Додаткове внесення катіонів кальцію у середовище супроводжувалося 
утворенням ПАР, після обробки якими адгезія клітин бактерій, дріжджів і 
мікроміцетів на абіотичних поверхнях знижувалася на 12−50 % порівняно 
з використанням поверхнево-активних речовин, одержаних на базовому 
середовищі. 

Подальші дослідження показали, що й ступінь деструкції біоплівок 
за наявності ПАР R. erythropolis IМВ Ac-5017, синтезованих на 
модифікованому середовищі, був вищим порівняно з показниками, 
встановленими для ПАР, одержаних на базовому середовищі без Са2+ 
(табл. 4).

На наступному етапі досліджували вплив ПАР, синтезованих у процесі 
культивування штаму ІМВ Ас-5017 на середовищі з етанолом і відпрацьо-
ваною олією з додатковим внесенням в експоненційній фазі росту катіо-
нів міді, на розкладання нафти у воді (табл. 5). Встановлено, що ступінь 
деструкції нафти, а також комплексних з важкими металами нафтових 
забруднень після обробки препаратами ПАР, одержаних на середовищі 
з етанолом (відпрацьованою олією) і 0,1 мМ Cu2+, був на 7−11 % вищим 
порівняно з використанням ПАР, утворюваних на цих субстратах без вне-
сення у середовище культивування катіонів міді (табл. 5). 
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Схожі результати були одержані під час дослідження деструкції нафто-
вих забруднень у ґрунті за наявності культуральної рідини після вирощу-
вання R. erythropolis ІМВ Ac-5017 на гексадекані і відпрацьованій олії з 
внесенням 0,1 мМ Cu2+ в експоненційній фазі росту (табл. 6). Так, ступінь 
розкладання нафти у ґрунті (без металів) після обробки ПАР, одержаними 
на гексадекані і відпрацьованій олії, становив 70 і 63 % відповідно, а за 
наявності препаратів, синтезованих на середовищі з внесенням катіонів 
міді, підвищувався до 77 і 71 % відповідно. Крім того, за присутності 
культуральної рідини після вирощування R. erythropolis ІМВ Ac-5017 у 
цих умовах (з додаванням Cu2+) деструкція комплексних з важкими ме-
талами нафтових забруднень у ґрунті досягала 67−99 % (табл. 6). Зазна-
чимо, що ступінь розкладання таких забруднень у разі обробки ґрунту 
препаратами ПАР, одержаними на гексадекані, був вищим (88−99 %), ніж 
за наявності ПАР, синтезованих на відпрацьованій олії (67−92 %). 

Таблиця 4
Руйнування біоплівки за наявності ПАР, синтезованих 

R. erythropolis ІМВ Ас-5017 на різних середовищах

Тест-культура Середовище 
культивування

Руйнування біоплівки (%) після обробки 
ПАР (мкг/мл)

8 16 32 64

Bacillus subtilis БТ-2 Базове 20 34 43 69
Модифіковане 40 57 67 73

Escherichia coli ІЕМ-1 Базове 46 44 36 28
Модифіковане 53 50 43 31

Candida albicans Д-6 Базове 49 53 57 59
Модифіковане 55 63 64 65

Candida utilis EI-8 Базове 45 49 50 54
Модифіковане 55 57 58 60

Примітки. Культивування здійснювали на середовищі з етанолом. Під час визначення руйну-
вання біоплівки похибка не перевищувала 5 %. 

Таблиця 5
Деструкція нафти у воді, що містить кілька катіонів токсичних ме-

талів, за наявності ПАР, синтезованих у різних умовах  
культивування R. erythropolis ІМВ Ac-5017

Ростовий 
субстрат

Внесення
0,1 мМ Cu2+

у середовище

Деструкція нафти (%) у воді за наявності катіонів
Без 

катіонів Cu2++ Cd2++Pb2+ Cu2++ Cd2+ Cu2++Pb2+ Cu2+

Етанол − 50 70 65 63 75
+ 60 81 75 75 85

Відпрацьована
олія

− 50 67 65 62 70
+ 57 78 78 73 81

Примітки. Внесення катіонів міді у середовище культивування здійснювали в експо-
ненційній фазі росту штаму ІМВ Ас-5017. Концентрація нафти у воді – 2,6 г/л. Експозиція –  
17 діб. Концентрація кожного з катіонів металів у забрудненій воді – 0,01 мМ. Під час визначення 
деструкції нафти похибка не перевищувала 5 %.
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Обговорення. Якщо близько 10 років тому у літературі були лише 
окремі повідомлення про залежність біологічних властивостей мікробних 
ПАР від їх хімічного складу [10, 17], то останнім часом кількість таких 
публікацій збільшується [9, 11−13, 18−22]. Зазначимо, що така інформація 
стосується здебільшого найвідоміших ПАР мікробного походження: рам-
ноліпідів [11, 12, 21, 22−25], софороліпідів [19, 20, 26−28], аміноліпідів 
бактерій роду Bacillus [9, 13, 18, 29, 30]. 

Разом з тим у роботах [11−13, 18, 21−27, 29, 30] автори не досліджу-
вали залежність біологічних властивостей ПАР від умов культивування 
продуцентів. Однією з причин цього можуть бути висновки, наведені у 
роботах [ 31, 32] про неможливість зміною умов культивування досягти 
біосинтезу аміноліпідів певного складу з наперед заданими властивостя-
ми. Це можна зробити тільки в результаті постферментаційної хімічної 
модифікації синтезованих аміноліпідів [31] або одержанням відповідних 
генно модифікованих штамів-продуцентів [32]. У зв’язку з цим багато які 
дослідження останніх років фокусуються саме на таких методах регуляції 
біологічних властивостей мікробних ПАР.

Так, у роботі [21] досліджували біологічні властивості (здатність до 
руйнування біоплівки, антимікробна активність, цитотоксичність) трьох 
дирамноліпідів, синтезованих Lysinibacillus sp. BV152.1, а також їх на-
півсинтетичних амідних похідних. Встановлено, що хімічна модифікація 
дирамноліпідів супроводжувалася підвищенням їх антимікробної, анти-
адгезивної активності та цитотоксичності. 

Методи генетичної та метаболічної інженерії використовуються до-
слідниками для одержання потенційних промислових штамів рамнолі-
підів [22, 24, 25]. Необхідність проведення таких досліджень зумовлена 
насамперед тим, що основні продуценти рамноліпідів є штамами патоген-
них бактерій Pseudomonas aeruginosa. У процесі створення генно-інже-
нерних штамів непатогенних представників роду Pseudomonas (Pseudo-
monas putida) і Burkholderia було встановлено, що співвідношення моно- і 
дирамноліпідів у складі синтезованих ПАР можна модифікувати змінен-

Таблиця 6
Вплив культуральної рідини, одержаної в різних умовах  

культивування R. erythropolis ІМВ Ac-5017, на деструкцію  
комплексних з важкими металами нафтових забруднень у ґрунті 

Джерело вуглецю у середовищі 
культивування

Суміш металів  
у ґрунті

Ступінь деструкції 
нафти (%)

Гексадекан Без металів 70

Гексадекан (з внесенням 0,1 мМ Cu2+)

Без металів 77
Cu2++ Cd2++Pb2+ 88

Cu2++ Cd2+ 95
Cu2++Pb2+ 99

Відпрацьована олія Без металів 63

Відпрацьована олія (з внесенням 0,1 мМ Cu2+)

Без металів 71
Cu2++ Cd2++Pb2+ 67

Cu2++ Cd2+ 90
Cu2++Pb2+ 92

Примітки. Концентрація нафти у грунті – 20 г/кг, концентрація Cu2+ 0,1 мМ, Cd2+ і Pb2+ –  
0,01 мМ. Експозиція – 20 діб. Під час визначення деструкції нафти похибка не перевищувала 5 %.
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ням рівня експресії генів rhlB і rhlC [22]. Зазначимо, що залежність біоло-
гічних властивостей рамноліпідів від співвідношення моно- і дирамнолі-
підів у їх складі встановлена у роботах [12, 21, 22]. У роботі [25] показано, 
що гени rhlA і rhlB незалежно беруть участь у синтезі рамноліпідів, а не 
у вигляді гетеродимерного комплексу rhlAB, як передбачалося раніше.

Tiso із співавт. [24] за допомогою метаболічної інженерії створили 
штами P. putida, які синтезували різні за складом суміші монорамноліпі-
дів, моно- і дирамноліпідів, а також продуценти тільки β-гідроксижирних 
кислот і гідроксиалканоїлалканоатів. На жаль, у цій роботі не досліджу-
вали біологічні властивості цих поверхнево-активних речовин.

Властивості рамноліпідів визначаються не тільки співвідношенням 
моно- і дирамноліпідів [12, 21, 22], а також і довжиною їх ацильного 
ланцюга [23]. Штами P. aeruginosa синтезують переважно коротколан-
цюгові рамноліпіди (Rha-Rha-C10-C10), у той час як представники роду 
Burkholderia – довголанцюгові (Rha-Rha-C14-C14). У роботі [23] повідо-
мляється про отримання на основі Burkholderia glumae генно-інженерного 
штаму P. putida KT2440, здатного до синтезу довголанцюгових рамнолі-
підів.

Ще у 2005 р. [33] було встановлено, що фізико-хімічні властивості 
софороліпідів залежать від співвідношення у складі комплексу лактонної 
та нелактонної форм цих ПАР, а постферментаційна модифікація можлива 
лише для софороліпідів з вільним ацильним ланцюгом (нелактонна 
форма). Пізніше [34] було показано, що етилові ефіри моно- та діацетат-
похідних софороліпідів є ефективнішими антибактеріальними агентами, 
ніж нативні софороліпіди у лактонній формі. У роботі [20] зазначається, 
що співвідношення лактонної та нелактонної форм софороліпідів, а 
також ступінь ацилювання і довжина ацильного ланцюга залежать від 
природи джерела вуглецю у середовищі культивування. У той же час 
Zhang із співавт. [19] показали, що незалежно від наявності у суміші з 
глюкозою пальмітинової, стеаринової чи олеїнової кислот синтезовані 
Candida bombicola софороліпіди практично не відрізнялися між собою за 
антимікробною щодо Salmonella spp. і Listeria spp. активністю. 

Ribeiro із співавт. [26] розробили спосіб виділення з суміші лактонної 
і нелактонної форм софороліпідів на основі полімерних сорбентів Amber-
lite XAD16NTM, XAD18TM та XAD1600NTM і показали, що лактонним 
софороліпідам притаманна вища сперміцидна та протиракова активність. 

У роботі [27] повідомляється про виявлення ферменту, відповідального 
за лактонізацію софороліпідів. Відкриття гена sble, що кодує цю лакто-
нестеразу, дало змогу одержати штами S. bombicola, здатні до синтезу або 
лактонної, або нелактонної форм цих гліколіпідів. 

В іншій роботі [32] досліджували біологічні властивості аміноліпі-
дів Bacillus amyloliquefaciens SQR9. Встановлено, що тільки дві фракції 
комплексу з шести (бацитрацин Д і фенгіцин) спричиняли антифунгальну 
дію на Fusarium oxysporum. Дослідники отримали генно-інженерні шта-
ми SQR9M1і SQR9M2, які синтезували тільки фенгіцин і бацитрацин. 
Ці результати засвідчують можливість регуляції властивостей мікробних 
аміноліпідів з використанням генно-інженерних штамів, які синтезують 
тільки певні складові комплексу ПАР.
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Наші результати свідчать про те, що існує значно простіший і не менш 
ефективний спосіб отримання мікробних ПАР з певними властивостя-
ми, а також показують можливість регуляції біологічних властивостей 
ПАР в процесі культивування продуцента на модифікованому середовищі, 
що містить активатори ферментів, відповідальних за синтез компонентів 
комплексу поверхнево-активних речовин з певними необхідними власти-
востями. 

Так, встановлено, що у R. erythropolis IМВ Ac-5017 ключовим фер-
ментом біосинтезу аміноліпідів, відповідальних за антимікробну актив-
ність ПАР, є НАДФ+-залежна глутаматдегідрогеназа, активатором якої 
виявилися катіони кальцію (табл. 1). Зазначимо, що вибір катіонів для 
дослідження їх впливу на активність цього ферменту зумовлений тим, 
що згідно з даними літератури, наведеними у наших попередніх статтях 
[7, 8], вони є інгібіторами або активаторами НАДФ+-залежної глутамат-
дегідрогенази у різних мікроорганізмів. Подальші дослідження показа-
ли, що поверхнево-активні речовини, синтезовані на середовищі, в яке 
додатково вносили активатори НАДФ+-залежної глутаматдегідрогенази, 
характеризувалися вищою антимікробною та антиадгезивною активністю 
і ефективніше руйнували бактеріальні і дріжджові біоплівки, ніж ПАР, 
одержані на базовому середовищі (табл. 2−4). Ці результати узгоджуються 
з нашими попередніми даними щодо регуляції біологічних властивостей 
ПАР у процесі культивування A. calcoaceticus IMB B-7241 [7] і N. vaccinii 
ІМВ В-7405 [8]. 

Раніше [35] нами було встановлено, що додавання Cu2+ (0,01−0,05 мМ) 
в експоненційній фазі росту R. erythropolis IМВ Ac-5017 на гідрофобних 
(гексадекан, соняшникова олія) і гідрофільних (етанол) субстратах супро-
воджувалося підвищенням синтезу ПАР на 25−40% в порівнянні з по-
казниками на середовищі без катіонів міді. Максимальна інтенсифікація 
синтезу ПАР спостерігалася у разі внесення Cu2+ в середовище з вугле-
воднями, а підвищення синтезу ПАР за наявності катіонів міді зумовле-
но їх активуючим впливом на активність алкангідроксилази АлкБ типу 
(ферменту, що здійснює окиснення вуглеводнів) досліджуваного штаму. 

Пізніше [36] було показано, що за наявності невисоких концентрацій 
Cu2+ (0,01−0,05 мМ) і культуральної рідини R. erythropolis IМВ Ac-5017 
ступінь деструкції нафти у воді та ґрунті через 20 діб був на 15−25% ви-
щим, ніж без катіонів міді. У роботі [36] ми припустили, що інтенсифіка-
ція розкладання нафти за присутності катіонів міді може бути зумовлена 
їх стимулювальним впливом на активність алкангідроксилаз як штамів-
продуцентів ПАР, так і природної (автохтонної) нафтоокиснювальної мі-
кробіоти. 

Дані попередніх досліджень [35, 36] дали змогу висловити припу-
щення про те, що ефективність розкладання нафти можна підвищити, 
використовуючи культуральну рідину, одержану після вирощування  
R. erythropolis ІМВ Ac-5017 за наявності Cu2+. Подальші експерименти 
підтвердили це припущення (табл. 5 і 6). Внесення катіонів міді у серед-
овище з невуглеводневими субстратами (етанол, відпрацьована олія) дало 
змогу попередньо адаптувати мікробні клітини до розкладання нафти за-
вдяки, ймовірно, активуючому впливу Cu2+ на алкангідроксилазу штаму-
продуцента ПАР.
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В останнє десятиліття в літературі з’являється все більше повідомлень 
про застосування мікробних ПАР в природоохоронних технологіях для 
видалення як важких токсичних металів, так і комплексних забруднень, 
що містять різні вуглеводні і метали [37]. У той же час нам не вдалося ви-
явити публікацій, в яких концентрація катіонів важких токсичних металів 
і момент їх внесення в середовище культивування продуцента розглядали-
ся б як фактори регуляції властивостей мікробних поверхнево-активних 
речовин.

Отже, на відміну від даних літератури, ми пропонуємо дослідження 
взаємозв’язку властивостей мікробних ПАР і умов культивування проду-
центів з метою розробки технологій одержання препаратів зі стабільними 
властивостями. Визначення ж механізмів, що лежать в основі такої регу-
ляції, є основою для розробки технологій синтезу мікробних ПАР, які за-
безпечують синтез цільового продукту з необхідними, наперед заданими 
властивостями залежно від сфери практичного застосування.

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ  
RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS ІМВ Аc-5017 НА СВОЙСТВА 

СИНТЕЗИРОВАННЫХ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ  
ВЕЩЕСТВ

Пирог Т.П.1,2, Шевчук Т.А.2, Петренко Н.Н.1,  
Палийчук О.И1, Иутинская Г.А.2 

1Национальный университет пищевых технологий, 
ул. Владимирская, 68, Киев, 01601, Украина 
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Ре зюме
Цель. Определить условия культивирования Rhodococcus erythropolis IMВ Ac-

5017, обеспечивающие синтез поверхностно-активных веществ (ПАВ) с высокой 
антимикробной и антиадгезивной активностями, а также высокой эффективностью 
деструкции нефтяных загрязнений. Методы. ПАВ экстрагировали из суперна-
танта культуральной жидкости смесью хлороформа и метанола (2:1). Количество 
адгезированных клеток и степень разрушения биопленки определяли спектрофо-
тометрическим методом, антимикробные свойства − по показателю минимальной 
ингибирующей концентрации. Степень деструкции нефти анализировали по оста-
точной ее концентрации, которую определяли весовым методом после экстракции 
гексаном. Результаты. Установлено, что активатором НАДФ+-зависимой 
глутаматдегирогеназы (ключевой фермент биосинтеза поверхностно-активных 
аминолипидов у R. erythropolis IMВ Ac-5017) являются катионы кальция. Дополни-
тельное внесение СaCl2 (0,1 г/л) в среду культивирования штамма IMВ Ас-5017 со-
провождалось повышением НАДФ+-зависимой глутаматдегирогеназной активности 
в 2 раза и синтезом ПАВ, минимальные ингибирующие концентрации которых по 
отношению к тест-культурам были в 1,2−5 раз ниже, их адгезия на абиотических 
материалах, обработанных такими ПАВ, на 12−50% ниже, а степень разрушения 
биопленок в среднем на 9−10% выше по сравнению с показателями, установленными 
для ПАВ, полученных на базовой среде без Са2+. Внесение 0,1 мМ Сu2+ (активатора 
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алкангидроксилазы – первого фермента катаболизма н-алканов) в экспоненциальной 
фазе роста штамма IMВ Ac-5017 на неуглеводородных субстратах (этанол, отрабо-
танное масло) сопровождалось образованием ПАВ, в присутствии которых степень 
разложения нефти повышалась на 8−13% по сравнению с использованием препа-
ратов, синтезированных в среде без катионов меди. Выводы. Приведенные данные 
свидетельствуют о возможности регуляции свойств ПАВ в процессе культивиро-
вания продуцента. Определение механизмов, лежащих в основе такой регуляции, 
позволяет разработать технологии получения микробных ПАВ, обеспечивающие 
синтез целевого продукта с необходимыми, заранее заданными свойствами в зави-
симости от сферы практического применения.

Ключевые слова: Rhodococcus erythropolis IMВ Ac-5017, поверхностно-активные 
вещества, антимикробная и антиадгезивная активность, ключевые ферменты, де-
струкция нефти.

INFLUENCE OF CULTIVATION CONDITIONS  
OF RHODOCOCCUS ERYTHROPOLIS IMV Ac-5017 ON  

THE PROPERTIES OF SYNTHESIZED SURFACTANTS
Pirog T.P. 1,2, Shevchuk T.A. 2, Petrenko N.M.1,  

Paliichuk O.I. 1, Iutynska G.O. 2 
1 National University of Food Technologies,  
68 Volodymyrska St., Kyiv, 01601, Ukraine 
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Summary
Aim. To establish cultivation conditions of Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017, 

which provide the synthesis of surfactants with high antimicrobial and antiadhesive 
activity, as well as high efficiency of oil pollution destruction. Methods. Surfactants were 
extracted from supernatant of cultural liquid by mixture of chloroform and methanol 
(2:1). The number of attached cells and the degree of biofilm destruction were analyzed 
spectrophotometrically. Antimicrobial properties of the surfactants were determined by 
index of the minimum inhibitory concentration. The degree of oil destruction was analyzed 
by its residual concentration, which was determined by the weight method after extraction 
with hexane. Results. It has been established that cations of calcium are the activator 
of NADP+-dependent glutamate dehydrogenase (key enzyme of biosynthesis of surface-
active aminolipids in R. erythropolis IMV Ac-5017). The addition of CaCl2 (0.1 g/l) into 
cultivation medium of IMV Ac-5017 strain was accompanied by increasing NADP+- 
dependent glutamate dehydrogenase activity in 2 time and by synthesis of surfactants, 
the minimum inhibitory concentrations of which with respect to the test cultures were 
1,2−5 times lower, their adhesion on abiotic materials treated with such surfactants was 
12−50% lower, and the degree of biofilms destruction was on average 9−10% higher as 
compared to indicators for the surfactant produced in the base medium. The introduction 
of 0.1 mM Cu2+ (activator of alkane hydroxylase - first enzyme of n-alkanes catabolism) in 
exponential growth phase of IMV Ac-5017 strain on non-hydrocarbon substrates (ethanol, 
waste oil) was accompanied by formation of surfactants, in the presence of which degree 
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of oil decomposition increased by 8−13% compared with using preparations synthesized in 
a medium without copper cations. Conclusions. The data presented indicate the possibility 
of regulating properties of surfactants under producer cultivation. The determining 
mechanisms underlying this regulation allows development of technologies for production 
of microbial surfactants, providing synthesis of final product with the necessary pre-
determined properties, depending on sphere of practical application.

Keywords: Rhodococcus erythropolis IMV Ac-5017, surfactants, antimicrobial and 
antiadhesive activity, key enzymes, oil degradation.
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