
9

Мікробні поверхнево-активні речовини 
(ПАР) належать до структурно різноманіт-
них сполук, що синтезуються мікроорганіз-
мами і складаються з гідрофільної (містить 
кислоти, пептиди, моно-, ди- та полісахари-
ди) і гідрофобної (насичені й ненасичені вуг-
леводні та жирні кислоти) частин. Усі ПАР 
мікробного походження умовно можна поді-
лити на низькомолекулярні (ліпопептиди, 
гліколіпіди, протеїни), здатні знижувати 
поверхневий і міжфазний натяг, та високо-
молекулярні (полісахариди, ліпопротеїни), 
що утворюють міцели і мікроемульсії. У за-
рубіжній літературі перші зазвичай назива-
ють біосурфактантами, а другі — біоемуль-
гаторами [1]. 

ПАР мікробного походження є відносно 
новим продуктом біотехнології, оскільки їх 
почали активно досліджувати у 70–80 роках 
ХХ ст. Перші повідомлення про мікробні 
ПАР датуються 40-ми рр. ХХ ст. [2, 3]. Ці 
сполуки мають суттєві переваги перед син-

тетичними аналогами, зокрема біодеграда-
бельність і нетоксичність, що істотно зни-
жує забруднення довкілля за їх практичного 
застосування; характеризуються стійкістю 
в широкому діапазоні температури, pН та 
солоності середовища; різноманітною біо-
логічною активністю. Унікальність мікроб-
них ПАР полягає в тому, що їх можна вико-
ристовувати в різних галузях промисловості 
(харчовій, хімічній та ін.), сільському гос-
подарстві, а також у процесах біоремедіації, 
видобутку нафти, у медицині та фармацевти-
ці [1, 4–12].

У перших оглядах, присвячених мікроб-
ним ПАР, приділяли увагу їх класифікації, 
хімічній структурі, фізико-хімічним власти-
востям (здатність до зниження поверхневого 
натягу, значення критичної концентрації 
міцелеутворення — ККМ), фізіологічній 
ролі (емульгування гідрофобних субстратів, 
участь в адгезії клітин на поверхнях), про-
дуцентам, продуктивності, умовам культи-
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Огляд присвячено поверхнево-активним речовинам гліколіпідної природи. Подано загальну 
характеристику й описано фізіологічну роль рамноліпідів, трегалозоліпідів, софороліпідів, 
манозилеритритолліпідів та їхніх традиційних продуцентів — представників родів Pseudozyma, 
Pseudomonas, Rhodococcus і Candida. Докладно розглянуто хімічну структуру, етапи біосинтезу  
і регуляції деяких низькомолекулярних поверхнево-активних речовин гліколіпідної природи. 

Підсумовано експериментальні дані авторів щодо інтенсифікації синтезу, фізіологічної ролі та 
практичного використання поверхнево-активних речовин Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017, 
Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241 та Nocardia vaccinii ІМВ В-7405, які за хімічною природою  
є комплексом гліко-, фосфо-, аміно- і нейтральних ліпідів (гліколіпіди всіх штамів представлені 
трегалозоміколатами). 

З’ясовано, що поверхнево-активним речовинам R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241 та N. vaccinii ІМВ В-7405 притаманні протекторні (захист клітин продуцента від дії важких 
металів), а також антимікробні й антиадгезивні властивості. Показано, що поверхнево-активні 
речовини R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ В-7241 та N. vaccinii ІМВ В-7405 у вигляді 
культуральної рідини інтенсифікують деструкцію нафти у воді унаслідок активації природної 
нафтоокиснювальної мікрофлори.
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вування (живильні середовища, вплив рН, 
температури), потенційним галузям застосу-
вання [13, 14]. У подальших роботах більш 
детально описано можливість використання 
ПАР мікробного походження у процесах біо
ремедіації [11], визначено гени та ключові 
ензими біосинтезу рамноліпідів, описано 
нові глікогліцероліпіди представників роду 
Microbacterium, нові продуценти Nocardia 
sp. L-417, Bacillus subtilis FE-2, Pseudozyma 
fusiformata VKM Y-2821, Bradyrhizobium 
japonicum 532C47, Pseudomonas fluorescens 
495 та властивості синтезованих ними ПАР 
[4]. Антимікробна активність ПАР, здат-
ність до зв’язування металів, роль у фор-
муванні біоплівок, русі клітин, їх дифе-
ренціації, а також практичне застосування 
досить ґрунтовно розглянуто в роботах [10, 
12, 15]. Найсучасніші огляди присвячено 
подальшому вивченню властивостей гліко-
ліпідів (рамноліпіди, трегалозоліпіди, ма-
нозилеритритолліпіди, софороліпіди), їхніх 
традиційних продуцентів (переважно пред-
ставники родів Pseudomonas, Rhodococcus, 
Pseudozyma, Candida), а також потенційних 
сфер застосування [16, 17].

Рамноліпіди
Одними з найвідоміших поверхнево-ак-

тивних гліколіпідів є рамноліпіди, перші по-
відомлення про які з’явилися ще в 40-х рр. 
ХХ ст. [2, 3]. Вони складаються з однієї або 
двох молекул рамнози, приєднаних до од-
нієї, двох (рідко трьох) молекул b-гідроксі-
аліфатичних кислот [18]. Залежно від кіль-
кості молекул вуглеводів і жирних кислот 
зазвичай розрізняють монорамномоноліпі-
ди, монорамнодиліпіди, дирамномоноліпі-
ди та дирамнодиліпіди. Понад 60 гомологів 
рамноліпідів синтезується представниками 
роду Pseudomonas, серед яких найповніше 
вивченими є P. aeruginosa, а також бакте-
ріями, що належать до інших родин, класів  
і навіть відділів [19]. У літературі описа-
но фізико-хімічні властивості рамноліпідів 
[20], можливість їх використання у проце-
сах біоремедіації [21] та підвищення нафто-
видобутку [22]. Зважаючи на високу анти- 
мікробну та антиадгезивну активність [23, 
24] ці поверхнево-активні речовини мож-
на застосовувати як компоненти мийних 
засобів, а також у косметичній та фарма-
цевтичній промисловості [1]. Окрім того, 
рамноліпіди синтезуються з відходів інших 
виробництв або відновлювальних ресурсів, 
є біодеградабельними та нетоксичними [25, 
26]. У роботах останніх років [18] розгля-
даються шляхи підвищення біосинтетичної 

активності в результаті генетичних моди-
фікацій штамів P. aeruginosa; оптимізації 
процесу біосинтезу P. aeruginosa; одержання 
рекомбінантних штамів-продуцентів серед 
P. putida та E. coli.

У літературі детально розглянуто також 
шляхи регуляції біосинтезу рамноліпідів 
[18, 27, 28], їхню хімічну структуру, фізіо-
логічну роль та різноманітність самих про-
дуцентів [19, 22, 29–33]. 

Хімічна структура. Перші досліджен-
ня було присвячено визначенню хімічної 
структури рамноліпідів P. pyocyanea (на 
цей час P. aeruginosa). Встановлено, що ці 
ПАР є дирамнодиліпідами і являють собою 
2-O-a-1,2-L-рамнопіранозил-a-L-рамнопі-
ранозил-b-гідроксидеканоїл-b-гідрокси-де-
каноат [3, 34, 35]. Пізніше було описано й 
інші гліколіпіди зі схожою структурою [36], 
а також монорамнодиліпіди [36, 37] та рам-
ноліпіди, що містять тільки одну b-гідрокси-
деканову кислоту [38]. 

Значний прорив у вивченні хімічної 
структури рамноліпідів у 90-х рр. ХХ ст. був 
пов’язаний з використанням нових методів, 
зокрема високоефективної рідинної хрома-
тографії (ВЕРХ), мас-спектрометрії та їх 
комбінації. Усього було описано 28 сполук 
рамноліпідної природи [39].

В останнє десятиліття визначено струк-
туру монорамноліпідів штамів P. аeruginosa, 
до складу яких входять поліненасичені b-гід-
роксижирні кислоти C8:2 та C12:2 [20, 40],  
а також дирамноліпідів з мононенасиче-
ними ланцюгами C10–C10:1 та C12–C12:1 [41]. 
Встановлено, що Pseudomonas chlororaphis 
NRRL B-30761 синтезує кілька гомологів, 
що складаються з C10–C14:1,C12–C12:1 та C10–
C14 [42], P. aeruginosa LBI — C8–C10:1,C10–C10:1 
та C12–C12:1 [30], мутантний надпродуцент  
P. aeruginosa MIG-N146 — C14:2 та C10:1–C8 
[43]. Використання протонного ядерно-маг-
нітного резонансу, мас-спектрометрії у по-
єднанні з іонізуючим електророзпиленням, 
а також тандемної мас-спектрометрії дало 
змогу визначити хімічну структуру моно- та 
дирамноліпідів, синтезованих двома новими 
штамами P. aeruginosa, виділеними з бра-
зильської нафти [31]. Методами тонкоша-
рової хроматографії, ВЕРХ, рідинної хрома-
тографії з мас-спекторометрією, протонного 
ядерно-магнітного резонансу досліджено 
дирамноліпіди P. aeruginosa ATCC 10145, 
синтезовані на середовищі з пересмаженою 
олією [33].

У 90-х рр. ХХ ст. описано хімічну струк-
туру рамноліпідів Burkholderia glumae та 
Burkholderia sp. [44]. Пізніше з’явили-
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ся відомості про те, що B. pseudomallei та  
B. plantarii синтезують дирамноліпіди з 
C14–C14 ланцюгами [45, 46]. Останній штам 
здатен синтезувати ПАР з однією або трьо-
ма молекулами b-гідрокситетрадеканової 
кислоти. B. thailandensis синтезує нові гомо-
логи моно- та дирамноліпідів із C10–C12,C12–
C12,C12–C14,C14–C14,C14–C16 та C16–C16 лан-
цюгами жирних кислот, а B. pseudomallei —  
з аналогічною комбінацією C12, C14 та C16 алі-
фатичних кислот [47].

Отже, рамноліпіди складаються із за-
лишків рамнози (полярна група) та ліпідних 
фрагментів (неполярна група), з’єднаних 
О-глікозидним зв’язком. Полярна група 
містить один (монорамноліпід) або два (ди-
рамноліпід) рамнозних залишки, з’єдна-
них між собою a-1,2-глікозидним зв’язком. 
Неполярна складається з однієї або двох (у 
деяких випадках трьох) b-гідроксижирних 
кислот (із насиченими, моно- або поліненаси-
ченими ланцюгами завдовжки від С8 до С16), 
поєднаних один з одним ефірним зв’язком 
між карбоксильною групою проксимально-
го та b-гідроксильною групою дистального 
ланцюга. У більшості випадків карбоксиль-
на група дистального ланцюга b-гідрокси-
жирної кислоти залишається вільною, про-
те може мати ефірний зв’язок з короткою 
алкільною групою. Гідроксильна група біля 
другого атому вуглецю рамнози зазвичай за-
лишається вільною, хоча у деяких гомологів 
може бути ацильована довголанцюговою ал-
кеновою кислотою. Зміни в структурі поляр-
ної та неполярної частини зумовлюють утво-
рення різноманітних гомологів [19].

Продуценти. В останнє десятиліття з’яв
ляється дедалі більше інформації про 
нові продуценти рамноліпідів, відмінні від 
P.  aeruginosa [42, 48, 49]. Деякі з них є 
представниками відділу Proteobacteria кла-
су Gammaproteobacteria. Так, наприклад, 
два штами Acinetobacter calcoaceticus нале-
жать до порядку Pseudomonadales, роди-
ни Moraxellaceae [50]; Pseudoxanthomonas 
sp. — порядку Xanthomonadales, родини 
Xanthomonadaceae [51]; Enterobacter sp., 
Pantoea sp. — порядку Enterobacteriales, 
родини Enterobacteriaceae [50, 52]. Описа-
но також продуценти серед P. alcaligenes, 
P. cepacia, P. chlororaphis, P. fluorescens, 
P. luteola, P. putida та P. stutzeri [25, 42, 48, 
49, 53–55]. 

Продуцентами рамноліпідів є і представ
ники класів Betaproteobacteria (рід Burkhol­
deria) [45, 47] та Deltaproteobacteria, до яко-
го належить, наприклад, Myxococcus sp., 
що синтезує незвичні рамнозовмісні гліко-

ліпіди, названі міксотирозидами завдяки 
тирозинпохідній основній структурі, зв’я-
заній з рамнозою та жирними кислотами — 
(Z)-15-метил-2-гесадекановою і (Z)-2-гекса-
декановою [56]. 

Серед представників відділу Actino­
bacteria як продуценти рамноліпідів опи-
сано Renibacterium salmoninarum [57] та 
Nocardioides sp. [58], а відділу Firmicutes — 
Tetragenococcus koreensis [59].

Важливими є дослідження, присвячені 
вивченню консорціуму бактерій Enterobacter 
cloacae та Pseudomonas sp. (ERCPPI-2), здат-
ного до синтезу суміші екзополісахариду 
(43,4% вуглеводів, 20,9% протеїнів і 9,1% 
уронових кислот) та ПАР рамноліпідної 
природи (33,6% вуглеводів, 61,7% ліпідів 
і  5,3% протеїну) за екстремальних умов: 
температура до 70 °C, тиск — до 41,4 МПа, 
солоність — до 15%, рН 4–10 [22].

Отже, рамноліпіди синтезуються ши-
роким колом продуцентів, що належать не 
тільки до різних класів, а й навіть відділів. 

Властивості. Актуальним залишаєть-
ся питання визначення ролі рамноліпідів 
для власних продуцентів. Добре відомо, що 
рамноліпіди, як й інші ПАР, переводять 
гідрофобні субстрати у доступну для клітин 
форму, їм притаманні антимікробна та ан-
тивірусна дія, здатність до лізису зооспор та 
участь у формуванні біоплівок [14, 15]. У су
часній літературі доповнено відомості про 
дію рамноліпідів на клітини про- та евка
ріотів, описано роль у русі клітин та меха-
нізми утворення біоплівок [19]. Детально 
роль рамноліпідів висвітлено в огляді [29].

Етапи та регуляція біосинтезу. Найпов-
ніша інформація про біосинтез рамноліпідів 
з’явилася в останні роки. Встановлено, що 
він відбувається у три етапи [60, 61]:

1) синтез димерів жирних кислот з b-гід-
роксижирних кислот за участю RhlA (коду-
ється геном rhlA) [62, 63];

2) утворення монорамноліпіду з дТДФ- 
L-рамнози та димерів жирних кислот під 
дією мембранної RhlB рамнозилтрансферази 
(кодується геном rhlB) [64];

3) синтез дирамноліпіду через приєднан-
ня дТДФ-L-рамнози до монорамноліпіду за 
участю RhlC рамнозилтрансферази (коду-
ється геном rhlС) [65].

Біосинтез дТДФ-L-рамнози відбуваєть-
ся в реакціях гліколізу або глюконеогенезу 
і розпочинається з D-глюкозо-6-фосфату, що 
під дією фосфоглюкомутази AlgC перетворю-
ється на D-глюкозо-1-фосфат [66] (рисунок). 
Під дією глюкозо-1-фосфаттимідилілтранс
ферази (RmlA, КФ 2.7.7.24) відбувається 
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Схема біосинтезу та регуляції утворення рамноліпідів [18]:
ЛПС — ліпополісахариди; 
ЕПС — екзополісахариди; 
ПГА — полі(3-полігідроксіалканоат); 
НАА — 3-(3-гідроксіалканоїлоксі)алканові кислоти; 
ГСЛ — гомосеринлактон; 
ГАХ — 4-гідрокси-2-алкілхінолін
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приєднання тимідилмонофосфатного нукле-
отиду до D-глюкозо-1-фосфату з утворенням 
дТДФ-D-глюкози. дТДФ-D-глюкозо-4,6-де-
гідратаза (RmlB, КФ 4.2.1.46) каталізує 
окиснення C4 гідроксильної групи D-глюко-
зи з подальшою дегідратацією, що зумовлює 
утворення дТДФ-4-кето-6-дезокси-D-глюко-
зи [67]. 

На наступному етапі дТДФ-4-кето-6-де-
зокси-D-глюкозо-3,5-епімераза (RmlC, КФ 
5.1.3.13) відповідає за подвійну реакцію епі
меризації у положенні C3 та C5 4-кето-6-де-
зокси-D-глюкози [68], а утворена дТДФ-4-
кето-6-дезокси-L-маноза під дією редуктази 
(RmlD, КФ 1.1.1.133) втрачає кетогрупу в 
положенні C4 і перетворюється на дТДФ-L-
рамнозу [68].

За біосинтез ліпідної частини рамноліпі-
дів відповідають класичні синтетази ІІ типу 
(FAS II), що контролюються fab-генами [19, 
69], а проміжними продуктами біосинтезу 
є ацил-АПБ, b-кетоацил-АПБ та β-гідроксі
ацил-АПБ (рис.). 

Встановлено, що за другу реакцію від-
повідає FabG β-кетоацил-АПБ-редуктаза 
[63, 70], а не RhlG, як вважали раніше [71]. 
RhlAB (рамнозилтрансфераза  1) каталізує 
утворення β-гідроксіалканоїл-β-гідроксіал-
каноїл-АПБ (або -КоА) з подальшим при-
єднанням дТДФ-L-рамнози і утворенням 
монорамноліпіду [62, 63], а RhlC (рамно-
зилтрансфераза 2) відповідає за приєднання 
другої молекули активованої рамнози з на-
ступним синтезом дирамноліпідів [65].

Біосинтез рамноліпідів тісно пов’язаний 
із синтезом інших метаболітів полісахарид-
ної природи (ліпополісахариди, екзополіса-
хариди, флагеліни) [72–74] та метаболітів, 
структурними одиницями яких є β-гідроксі-
алканові кислоти [наприклад, полі(3-полі-
гідроксіалканоат)] [66].

Регуляція синтезу рамноліпідів у P. aeru­
ginosa відбувається під час утворення як 
вуглеводної частини, так і ліпідної. Ката-
літична активність RmlA піддається ало-
стеричній регуляції кінцевим продуктом 
(дТДФ-L-рамнозою) [75], проте загалом біо-
синтез контролює складна система [18, 28, 
60]. До цієї системи належать регуляторні 
протеїни (автоіндуктори), зокрема N-ацил-
гомосеринлактон (ГСЛ), що здійснюють 
контроль регуляції кворумзалежних генів. 
У псевдомонад існують дві сигналпровідні 
системи las та rhl [76]. 

Система las залежить від синтезу N-3-оксо
додеканоїл-ГСЛ (3-O-C12-ГСЛ), а rhl — N-бу-
таноїл-ГСЛ (C4-ГСЛ). За синтез цих двох ав-
тоіндукторів відповідають синтази LasI та 

RhlI (рис. ). Крім того, у P. aeruginosa утво-
рюється 4-гідрокси-2-алкілхінолін [77]. Усі 
ці регуляторні протеїни відповідають за ак-
тивацію задіяних у синтезі рамноліпідів ге-
нів: оперона rhlAB та генів rhlC [64]. 

Слід зазначити, що за рахунок такого 
розташування генів (оперонна структура 
rhlAB та окреме місце rhlC в геномі), відпо-
відальних за синтез рамнозилтрансфераз, 
P.  aeruginosa синтезує суміш моно- та ди-
рамноліпідів, тимчасом як P. chlororaphis 
продукує лише моногліколіпіди. Припус-
кають, що в цього штаму відсутні гомологи 
rhlC-гена [42].

Тривалий час вважали, що представни-
ки роду Burkholderia продукують тільки 
дирамноліпіди, що зумовлено розміщенням  
в одному кластері генів, які відповідають за 
їх синтез. Проте у роботі [47] описано штам 
B. thailandensis, який здатен утворювати й 
моногліколіпіди у незначній концентрації. 
У роботі [27] досліджено регуляцію транс
крипції оперона rmlBDAC, відповідального 
у P. aeruginosa за синтез ензимів, що беруть 
участь в утворенні dTDP-L-рамнози. Вста-
новлено, що один із трьох промоутерів цього 
оперона залежить від фактора σ (S) та RhlR/
C4-ГСЛ.

Оптимізація умов культивування  
та створення рекомбінантних 

продуцентів

Основним підходом до підвищення про-
дуктивності диких штамів псевдомонад є 
оптимізація умов культивування. Так, для 
P. aeruginosa проводять дослідження з під-
бору оптимальних компонентів живильного 
середовища, концентрації [61, 78–88], спо-
собів культивування [81, 86, 89, 90].

Синтезувальна здатність штамів P. aeru­
ginosa коливається в широких межах: від 
6 до 112 г/л (періодичне) та від 5 до 95 г/л 
(напівбезперервне культивування) [18]. За 
використання для культивування P. aeru­
ginosa BYK-2 KCTC 18012P живильного се-
редовища з 25 г/л риб’ячого жиру та 0,01% 
сечовини (масова частка) і відпрацьованої 
соняшникової олії (6%, масова частка) та 
нітрату натрію (1%, масова частка) для ви-
рощування P. aeruginosa WJ-1 спостерігали 
максимальний вихід (YRL/S = 0,75 та 0,84 г/г, 
відповідно) [81, 87]. 

У роботах останніх років описано низ-
ку штамів P. aeruginosa — ефективних про-
дуцентів рамноліпідів. Так, під час куль-
тивування у колбах на качалці (200 об/хв)  
P. aeruginosa UCP0992 синтезував до 8 г/л 
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ПАР через 96 год при 28 °С на середовищі, що 
містило 3% гліцеролу та 0,6% NaNO3. Одер-
жані рамноліпіди знижували поверхневий 
натяг до 27,4 мН/м, емульгували гексадекан 
(Е72 75–80%), були стійкими за температури 
4–120 °С, рН 4–12 та концентрації солі 2–10% 
[85]. За умов росту на середовищі з глюкозою 
штам P. aeruginosa S6 синтезував рамнолі-
піди, що знижували поверхневий натяг до 
33,9 мН/м, значення ККМ становило 50 мг/л, 
емульгували сиру нафту, солюбілізували фе-
натрен і були стійкими у широкому діапазо-
ні рН та солоності [88]. Одним із перспектив-
них субстратів для одержання рамноліпідів 
є екстракт із тропічної рослини маніоки їс-
тівної. Під час культивування P. aeruginosa 
L2-1 на цьому субстраті відбувалося знижен-
ня поверхневого натягу до 30 мН/м, ККМ 
становила 30 мг/л, а індекс емульгування со-
євої олії — 100% [79]. Значної продуктивнос-
ті штаму P. aeruginosa PAO1 вдалося досягти 
за культивування в  лабораторному фермен-
тері об’ємом 30 л із соняшниковою олією як 
джерелом вуглецю. При цьому максимальна 
концентрація цільового продукту станови-
ла 36 г/л, продуктивність — 0,43 г/(л∙год), 
вихід біомаси — 3,15  г/г [82]. Використан-
ня флокуляції для виділення рамноліпідів, 
синтезованих іммобілізованими клітина-
ми P. aeruginosa DSM 2874 у 10 л ферменте-
рі, дало змогу одержати до 70 г ПАР після 
чотирьох циклів [91]. Штам P. aeruginosa  
WJ-1, ізольований із місць нафтових розро-
бок тропічної зони на півночі Китаю, синте-
зував 50,2 г/л рамноліпідів на середовищі  
з відпрацьованою соняшниковою олією (6%, 
масова частка), нітратом натрію (1%, масова 
частка) як джерелом азоту, співвідношенням 
С/N 8:1, за температури 37  °C, рН 6,0–8,0 та  
180 об/хв після 96 год культивування у фер-
ментері об’ємом 10 л. ПАР штаму WJ-1 знижу-
вали поверхневий натяг до 24,5 мН/м, ККМ 
становила 0,014 г/л, а індекс емульгування 
гасу (E24) — 95% [87]. Для штаму P. aeruginosa 
RS29 проводили підбір оптимального джере-
ла азоту для синтезу рамноліпідів на середо
вищі з гліцеролом (2%) [84]. Максимальну 
концентрацію ПАР (6 г/л), індекс емульгуван-
ня (E24 80%), зниження поверхневого натягу 
(26,4 мН/м) спостерігали за використання як 
джерела азоту нітрату натрію або калію. Син-
тезовані рамноліпіди були термостабільни-
ми (витримували нагрівання до 121 °С упро-
довж 15 хв), стійкими у широкому діапазоні  
рН (2–10) і концентрації NaCl (2–10%).

Для продуцентів рамноліпідів процес 
росту та синтезу ПАР описано математично 
[82, 90]. Застосування методу повного фак-

торного експерименту (24) дало змогу під-
вищити синтез рамноліпідів P. aeruginosa 
AT10 з 3,6 г/л до 18,66 г/л [78] за рахунок ви-
значення оптимальних концентрацій соєвої 
олії (50 г/л), NaNO3 (4,6 г/л), KH2PO4/K2HPO4 
(1 г/л, співвідношення 1:2), FeSO4·7H2O 
(7,4 мг/л). Аналогічні методи було використа-
но для визначення оптимальної концентра-
ції соєвої олії (22 г/л), NH4NO3 (5,625 г/л) та 
дріжджового автолізату (11,5 г/л) у живиль-
ному середовищі для культивування інших 
штамів Р. aeruginosa [80]. Слід зазначити, що 
ці дослідження проведено за умов культи-
вування продуцентів у колбах на качалках, 
проте актуальним є масштабування процесу 
на обладнання [92, 93].

Оптимізацію умов синтезу рамноліпідів 
здійснено і для інших представників роду 
Pseudomonas. Так, для штаму P. nitroreducens 
AY297786 підбирали оптимальні джерела 
вуглецю та азоту, а також їх співвідношен-
ня [83]. Максимальний синтез ПАР (5,46 г/л) 
спостерігали за додавання в живильне сере-
довище глюкози (40 г/л) та нітрату натрію 
(2 г/л) зі співвідношенням С/N 22. Синтезова-
ний рамноліпід знижував поверхневий натяг 
до 37 мН/м, а ККМ становила 28 мг/л.

Створення рекомбінантних продуцентів 
рамноліпідів розпочалося в середині 90-х рр. 
ХХ ст. Для цього клітини E. coli та різних 
представників роду Pseudomonas трансфор-
мували ген rhl, виділений з P. aeruginosa 
[94]. На той час вдалося отримати рекомбі-
нантні штами P. fluorescens і P. putida, які 
синтезували 0,25 і 0,6 г/л рамноліпідів відпо-
відно. Згодом було створено новий продуцент 
рамноліпідів — штам E. сoli BL21 [95]. Най-
продуктивнішим серед рекомбінантних про-
дуцентів (7,3 г/л) є штам P. putida KCTC1067, 
одержаний трансформацією оперона rhlAB 
та генами rhlI, виділеними з P. aeruginosa 
EMS1 [96]. Вбудовування не тільки оперона 
rhlAB, а й генів rmlBDAC дало змогу отрима-
ти мутантний штам E. сoli, який синтезував 
0,12 г/л ПАР [97].

У рекомбінантних продуцентів рамно-
ліпідів відсутня складна система регуляції 
їх біосинтезу, характерна для P. аeruginosa. 
Ці штами є також непатогенними. Крім 
того, створено рекомбінантні продуцен-
ти P. рutida (наприклад, P. putida KT42C1 
pVLT31_rhlAB), що майже не синтезують ін-
ших побічних продуктів, зокрема полі(3-по-
лігідроксіалканоатів) [98]. Проте й дотепер 
не вдалось одержати рекомбінантні проду-
центи, які б характеризувалися такою самою 
високою продуктивністю біосинтезу рамно-
ліпідів, як і природні штами [18, 60].
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Трегалозоліпіди
До синтезу трегалозоліпідів здатні пред-

ставники родів Mycobacterium, Rhodococcus, 
Arthrobacter, Nocardia та Gordonia. Вперше 
трегалозодиміколати було виявлено в куль-
туральній рідині Arthrobacter paraffineus на 
середовищі з вуглеводневими субстратами 
[99], проте найбільш вивченими на сьогодні є 
трегалозоліпіди родококів. Так, у 1979 р. опи-
сано штам R. erythropolis DSM 43215, здатний 
до синтезу 2,1 г/л ПАР за умов росту на се-
редовищі з 2% (масова частка) C12–C18 н-ал-
канів [100]. У 80-х роках ХХ ст. досліджено 
здатність трегалозоліпідів знижувати між-
фазний натяг між водними розчинами солей 
та гексадеканом до 16–17 мН/м і встановле-
но ККМ (близько 2 мг/л) [101]. Пізніше було 
ізольовано штам Rhodococcus sp. 51T7, який 
синтезував до 3 г/л цих гліколіпідів [102], 
і  показано можливість використання їх для 
підвищення нафтовидобутку [103].

Розглянуто хімічну структуру та роль 
трегалозоліпідів [104–109], етапи їх біосин-
тезу [106–109], а також умови культивування 
продуцентів [108–116]. Незначну кількість 
робіт присвячено використанню рекомбі-
нантних продуцентів трегалозоліпідів [117].

Хімічна структура та властивості. Тре-
галозоліпіди містять дисахарид трегалозу, 
приєднаний у положеннях С6 та С6′ до a-роз-
галуженої-b-гідроксикарбонової кислоти, 
відомої як міколат — R-СНОН-СНR’-СООН. 
У 80-х рр. ХХ ст. було описано гліколіпіди 
R. erythropolis DSM43215, до складу яких 
входили трегалозо-6-мономіколати, трега-
лозо-6,6-діацилати та трегалозо-6-ацилати 
[101]. Наступні дослідження показали, що 
Rhodococcus sр. H13-A синтезує неіонні тре-
галозоліпіди [118], а R. erythropolis S-1 — су-
міш ацильованих C10–C22 насичених і нена-
сичених жирних кислот, C35–C40 міколових 
кислот, гексан- та додекандикарбонових кис-
лот, 10-метилгекса- та октодеканових кислот 
[119]. На початку ХХ ст. було описано тре-
галозодиміколати з довголанцюговими (С39) 
розгалуженими та лінійними (С16) жирними 
кислотами [106], тетраефіри трегалози [106, 
107, 109] та сукционілтрегалозоліпіди [108].

Трегалозоліпіди зазвичай асоційовані 
з  клітинною поверхнею і синтезуються за 
умов росту продуцентів на вуглеводневих 
субстратах. Вважають, що функція ПАР 
полягає у підвищенні доступності малороз-
чинних субстратів для клітин [104]. Слід 
зазначити, що поверхневі властивості клі-
тини можна змінювати, розміщуючи на її 
поверхні більшу або меншу кількість гідро-
фільних та гідрофобних груп молекул ПАР 

[120]. У  роботі [105] показано, що поверхня 
клітини Gordonia sp. BS29 мала гідрофобні 
властивості на початку експоненційної фази 
росту на гексадекані і змінювала їх на гідро-
фільні наприкінці цієї фази. 

У наших попередніх дослідженнях із за-
бруднених нафтою зразків ґрунту виділено 
штами нафтоокиснювальних бактерій, іден-
тифіковані як Rhodococcus erythropolis ЕК-1, 
Acinetobacter calcoaceticus К-4 та Nocardia 
vaccinii K-8 [121–124]. Штами зареєстровано 
у Депозитарії мікроорганізмів Інституту мі-
кробіології і вірусології ім. Д. К. Заболотного 
НАН України за номерами ІМВ Ас-5017, ІМВ 
В-7241 та ІМВ В-7405, відповідно. 

Встановлено здатність штамів R. eryth­
ropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241 та N. vaccinii ІМВ В-7405 синтезувати 
метаболіти з поверхнево-активними і емуль-
гувальними властивостями під час росту на 
гідрофільних (глюкоза, етанол, гліцерол) та 
гідрофобних (рідкі парафіни, н-гексадекан) 
субстратах [121–124].

Показано, що за хімічною природою ПАР 
R. erythropolis ІМВ Ас-5017 становлять комп-
лекс гліко-, фосфо- і нейтральних ліпідів зі 
сполуками полісахаридно-протеїнової при-
роди [124], ПАР A. calcoaceticus ІМВ В-7241 
[122] та N. vaccinii ІМВ В-7405 — комплекс 
гліко-, аміно- та нейтральних ліпідів [121]. 
Гліколіпіди всіх штамів представлені трега-
лозоміколатами (табл. 1). 

Більшість представників роду Acineto­
bacter синтезують високомолекулярні ПАР, 
яким притаманні емульгувальні, проте не 
поверхнево-активні властивості [14, 125]. За 
хімічною природою ці сполуки становлять 
комплекс позаклітинних полісахаридів і 
протеїнів. Лише нещодавно [126] з’явилось 
одне з перших повідомлень про здатність 
представників роду Acinetobacter синтезува-
ти низькомолекулярні ПАР, проте тільки на 
гідрофобних субстратах. Селекціонований 
нами штам A. calcoaceticus ІМВ В-7241 син-
тезує незвичні за хімічним складом ПАР на 
середовищі з етанолом, причому гліколіпіди 
(трегалозоміколати) є характерними метабо-
літами для бактерій роду Rhodococcus, проте 
не Acinetobacter [14].

Дані про синтез поверхнево-активних ре-
човин представниками роду Nocardia вкрай 
обмежені. Так, у 2000 р. з’явилося перше по-
відомлення про здатність Nocardia sp. L-417 
синтезувати ПАР (суміш жирних кислот) 
на гідрофобних субстратах [127]. У сучас-
них оглядах, присвячених мікробним ПАР, 
є інформація про здатність бактерій роду 
Nocardia синтезувати поверхнево-активні 
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гліколіпіди, у тому числі трегалозоміколати 
[1]. При цьому автори користуються інфор-
мацією кінця 80-х років ХХ ст., коли було 
описано штам Nocardia erythropolis — проду-
цент трегалозоміколатів. Однак згодом штам 
Nocardia erythropolis рекласифікували як 
Rhodococcus erythropolis.

Таким чином, наші дані свідчать про 
здатність представників родів Acinetobacter 
і Nocardia синтезувати незвичайні за хімічним 
складом ПАР на гідрофільних субстратах.

Встановлено, що ПАР штамів ІМВ Ас-
5017, ІМВ В-7241 та ІМВ В-7405 захищають 
клітини продуцентів від впливу важких ме-
талів, виявляють антимікробну та антиад-
гезивну дію щодо клітин про- та евкаріотів 
[128–132], а також підвищують ступінь де-
струкції нафти у воді [133–135]. 

Так, показано, що за присутності 0,01 мМ 
Cu2+ відбувалася повна загибель клітин  
R. erythropolis ІМВ Ас-5017, позбавлених 
ПАР, тимчасом як за наявності їх виживало 
до 65% клітин. За дії 0,5 мМ катіонів міді на 
клітини A. calcoaceticus ІМВ В-7241 вижива-
ло 32% клітин, що містили ПАР, натомість 
без них усі клітини гинули. Стійкішими за 
присутності ПАР до дії катіонів міді вияви-
лися клітини N. vaccinii ІМВ В-7405, близько 
20% яких виживало навіть за концентрації 
Cu2+ до 2,0 мМ. ПАР досліджуваних штамів 
здатні захищати клітини продуцентів і від 
більш токсичних катіонів металів — кадмію 
та свинцю. Так, у разі дії 0,01 мМ Cd2+ за на-
явності ПАР A. calcoaceticus ІМВ В-7241 ви-
живало 93 % клітин, тоді як без ПАР майже 
всі клітини гинули. Зі внесенням у суспензію 
N. vaccinii ІМВ В-7405 0,3–0,5 мМ Cd2+ та Pb2+ 
100% клітин гинуло, а з додаванням ПАР ви-
живало до 25%. 

Встановлено, що ПАР R. ІМВ Ас-5017 
(0,61–2,1 мг/мл) та A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241 (0,15–0,22 мг/мл) у вигляді суперна-
танта культуральної рідини виявляли анти-
мікробну дію щодо низки мікроорганізмів 
(Bacillus subtilis БТ-2, Esсherichia сoli ІЕМ-1, 
Candida tropicalis ПБТ-5, Candida albicans 
Д-6, Candida utilis БВС-65, Saccharomyces 
сerevisiae ОБ-3). Виживання мікробних клі-
тин залежало від концентрації ПАР у пре-
паратах, тривалості експозиції, а також фі-
зіологічного стану тест-культур. Препарати 
ПАР A. calcoaceticus ІМВ В-7241 спричиняли 
ефективнішу дію на спори B. subtilis БТ-2, 
ніж на вегетативні клітини, знижуючи ви-
живання спорової культури на 75% через 
2 год експозиції [130]. 

Подальші дослідження показали, що 
ПАР R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoace­
ticus ІМВ В-7241 та N. vaccinii ІМВ В-7405 
притаманна антимікробна дія і щодо фіто
патогенних бактерій. Так, після оброб
лення упродовж 2 год препаратами ПАР  
(0,15–0,4 мг/мл) штамів ІМВ Ac-5017 та ІМВ 
В-7241 виживання клітин (105–107 в мл) фі-
топатогенних бактерій родів Pseudomonas  
і Xanthomonas становило 0–33%. За при-
сутності як препаратів ПАР (0,085–0,85 мг/
мл), так й інших позаклітинних метаболітів  
N. vaccinii ІМВ В-7405 кількість клітин біль-
шості досліджуваних фітопатогенних бакте-
рій знижувалася на 95–100%.

Препарати ПАР A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241 (0,28 мг/мл) у супернатанті культу-
ральної рідини зменшували кількість при-
кріплених клітин B. subtilis БТ-2 різного фі-
зіологічного стану на кахлі на 38,7–45,8%  
і лінолеумі на 79,1–85,8%, E. coli ІЕМ-1 — 
на сталі, пластику і кахлі на 41, 15 і 14% 
відповідно [131]. За оброблення скляних, 

Таблиця 1. Хімічний склад поверхнево-активних речовин R. erythropolis ІМВ Ас-5017,  
A. calcoaceticus ІМВ В-7241 і N. vaccinii ІМВ В-7405 [121]

Штам

Джерело 
вуглецю в 

середовищі для 
культивування

Гліколіпіди Нейтральні ліпіди Фосфоліпіди Аміно-
ліпіди

ІМВ
Ас-5017 н-Гексадекан Трегалозомоно-

і диміколати

Цетиловий спирт, 
пальмітинова 

і міколові кислоти

Фосфатидил-
гліцерол, 

фосфатидил-
етаноламін

–

ІМВ
В-7241 Етанол

Трегалозомоно-
і диміколати;

трегалозомоно-  
та діацелати

С13–С18-н-алканоли,
С11–С22-н-алканові 
та міколові кислоти

– +

ІМВ
В-7405 Гліцерол Трегалозодиміколати  

і трегалозодіацелати
н-Алканові та 

міколові кислоти – +
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пластикових пластинок, а також пласти-
нок з лінолеуму та кахлі препаратами ПАР  
R. erythropolis ІМВ Ас-5017 (1,25 мг/мл) рі-
вень адгезії досліджуваних тест-культур 
знижувався на 45–65%. Аналогічні резуль-
тати було одержано у разі використання роз-
чину очищених ПАР штаму ІМВ Ас-5017 у 
значно нижчих концентраціях (0,065 мг/мл).

Ефективними виявилися препарати шта-
мів ІМВ Ас-5017, ІМВ В-7241 та ІМВ В-7405 
різного ступеня очищення (0,018–0,036 мг/
мл) для запобігання формуванню біоплівок 
C. albicans Д-6, B. subtilis БТ-2 та E. coli ІЕМ-1 
на поверхні матеріалу зубних протезів. До-
сліджувані речовини знижували кількість 
адгезованих клітин C. albicans Д-6 на поверхні 
протезного матеріалу до 80, B. subtilis БТ-2 — 
90, E. coli ІЕМ-1 — 55%.

Оброблення матеріалу урогенітальних ка-
тетерів пробами ПАР N. vaccinii ІМВ В-7405 
різного ступеня очищення у концентрації 
0,05–0,08 мг/мл спричинювало зниження 
кількості прикріплених клітин C. albicans 
Д-6, Enterobacter cloaceae К-1, Pseudomonas 
sp. Н-2 та Proteus vulgaris В-4 до 76–95%.

Встановлено, що ПАР R. erythropolis ІМВ  
Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ В-7241 та  
N. vaccinii ІМВ В-7405 у вигляді культураль-
ної рідини інтенсифікують процеси деструк-
ції нафти у забрудненій воді [133–135]. На 
30-ту добу ступінь очищення води від нафти 
(2,6 г/л) після оброблення препаратами ПАР 
(5%, об’ємна частка) становив 83–92%. Ін-
тенсифікація деструкції нафти зумовлена 
активацією природної нафтоокиснювальної 
мікрофлори води (збільшення кількості клі-
тин навіть на порядки) під впливом ПАР. Ми 
вважаємо, що це зумовлено підвищенням 
біодоступності нафти за рахунок її емульгу-
вання ПАР.

Біосинтез. У роботі [13] описано етапи 
біосинтезу трегалозоміколатів R. erythropolis 
DSM 43215 з тетрадекану. Детальніше син-
тез гідрофобної частини трегалозоміколатів 
досліджено у Mycobacterium tubercolosis під 
час утворення клітинної стінки [111, 136]. 
Він відбувається в чотири етапи і почина-
ється із синтезу міколових кислот за участю 
полікетидсинтази 13. Далі міколова група 
приєднується до D-манопіранозил-1-фосфо-
гептапренолу під дією міколілтрансферази І 
з утворенням 6-O-міколіл-β-D-манопірано-
зил-1-фосфогептапренолу (реакція 1). Остан-
ня реагує з трегалозо-6-фосфатом за участю 
мембранзв’язаного ензиму міколілтрансфе-
рази ІІ. Після дефосфорилювання утворено-
го трегалозомономіколатфосфату синтезу-
ється трегалозомономіколат (реакція 2), що 

транспортується назовні клітини (реакція 
3). При цьому відбувається синтез клітинної 
стінки бактерії, що складається з комплексу 
«арабін–галактан–міколат». Екзоензим мі-
колілтрансфераза Ag85/Fbp/PS1 завершує її 
синтез і бере участь в утворенні трегалозоди-
міколатів (реакція 4).

Реакції Локалізація

1.

Міколіл-S-полікетидсинтаза 13 
+ D-манопіранозил-1-
фосфогептапренол → 

6-O-міколіл-β-D-манопірано
зил-1-фосфогептапренол. Усередині 

клітини.

2.

6-O-міколіл-β-D-
манопіранозил-1-фосфо

гептапренол + трегалозо-6-
фосфат → 

трегалозомономіколат.

3.

Трегалозомономіколат 
(усередині клітини) + АТФ → 

трегалозомономіколат  
(зовні клітини) + АДФ + Фн.

Транспорт 
із клітини.

4.

Трегалозомономіколат + 
трегалозомономіколат → 

трегалозодиміколат + 
трегалоза.

Зовні 
клітини.

Умови культивування продуцентів

Традиційно для синтезу трегалозоліпідів 
використовували гідрофобні сполуки, на-
приклад н-алкани [108, 109, 112–114, 137], 
проте нещодавно з’явилися повідомлення 
про одержання ПАР на більш технологічих 
гідрофільних субстратах. Так, R. erythropolis 
ATCC 4277 синтезував позаклітинні гліко-
ліпіди під час культивування на середовищі 
з гліцеролом [110]. 

Наші експерименти показали можливість 
синтезу поверхнево-активних гліколіпідів 
під час культивування A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241, N. vaccinii ІМВ В-7405 і R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 на таких гідрофільних субстра-
тах, як гліцерол та етанол, проте концен-
трація цільового продукту була недостатньо 
високою [121, 122, 138]. Тому на наступному 
етапі досліджували можливість інтенсифі-
кації синтезу ПАР внесенням екзогенних 
попередників біосинтезу та використанням 
змішаних субстратів, що дає змогу уникнути 
непродуктивних втрат вуглецю й енергії, що 
мають місце у разі використання моносуб-
стратів, і підвищити ефективність трансфор-
мації вуглецю субстратів у цільовий продукт. 
Одночасне внесення у середовище з гліцеро-
лом або етанолом (1–2%, об’ємна частка) фума-
рату і цитрату (0,01–0,02%) супроводжувалося 
підвищенням у 2–3 рази концентрації  
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позаклітинних ПАР A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241 порівняно з культивуванням бактерій 
на середовищі без органічних кислот [139, 140]. 

Збільшення синтезу ПАР за таких умов 
зумовлено одночасним функціонуванням 
двох анаплеротичних шляхів (гліоксилат-
ного циклу і ФЕП-карбоксилазної реакції), 
а також підвищенням у 3–5 разів активності 
ензимів біосинтезу поверхнево-активних глі-
ко- (ФЕП-синтетаза і ФЕП-карбоксикіназа) 
і  аміноліпідів (НАДФ+-залежна глутамат
дегідрогеназа). За внесення у середовище 
з  етанолом 0,2% фумарату з наступною пе-
ріодичною регуляцією рН до 8,0 лимонною 
кислотою спостерігали підвищення кон-
центрації синтезованих R. erythropolis ІМВ  
Ас-5017 ПАР [141]. Показники синтезу ПАР 
N. vaccinii K-8 зростали на 40–50% за внесен-
ня на початку стаціонарної фази росту на глі-
церолі фумарату (0,1%) і цитрату (0,1%) [142].

Показано можливість інтенсифікації 
синтезу ПАР під час культивування A. calco­
aceticus ІМВ В-7241 і R. erythropolis ІМВ 
Ас-5017 на суміші гексадекану і гліцеролу 
в концентрації 0,5–1,0% (об’ємна частка). 
За використання інокуляту, вирощеного 
на гексадекані, умовна концентрація ПАР 
A.  calcoaceticus ІМВ В-7241 на змішаному 
субстраті була на 56–100, а R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 — на 260–320% вищою, ніж на 
моносубстраті гліцеролі [138].

Застосування лігноцелюлозних, крохма-
левмісних субстратів, а також відходів мас-
ложирової, молочної, цукрової промисловос-
ті для біосинтезу ПАР детально описано в [5], 
проте інформація про синтез трегалозоліпі-
дів на цих субстратах дуже обмежена. Так, R. 
erythropolis 16 LM.USTHB здатен до біокон-
версії пересмаженої олії у гліколіпіди, що 
знижували поверхневий натяг до 31,9 мН/м 
[116], а Rhodococcus sp. BS32 синтезував по-
заклітинні ПАР на середовищі з рапсовою 
олією [115].

Наші експериментальні дані показали, 
що  А. calcoaceticus ІMВ В-7241, R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 та N. vaccinii ІМВ В-7405 можуть 
синтезувати ПАР на таких відходах вироб-
ництв, як рідкі парафіни, пересмажена со-
няшникова олія (1,5–2,0%, об’ємна частка), а 
також меляса (1,5–2,0% за вуглеводами, ма-
сова частка). Максимальні показники синте-
зу ПАР спостерігали за культивування шта-
мів ІМВ Ас-5017, ІMВ В-7241 та ІМВ В-7405 на 
олієвмісних субстратах: підвищення умовної 
концентрації ПАР в 1,5–2,5 раза порівняно 
з показниками на середовищі з  гексадека-
ном, етанолом або гліцеролом. У разі викори-
стання меляси як джерела вуглецю для шта-

мів ІMВ В-7241 та ІМВ В-7405 спостерігали 
збільшення кількості синтезованих ПАР на 
80–196%, а рідких парафінів — на 40% порів-
няно з вирощуванням на етанол- та гліцерол
вмісних середовищах.

Враховуючи те, що з усіх досліджуваних 
штамів R. erythropolis ІМВ Ас-5017 синте
зував найменшу кількість ПАР на оліє
вмісних субстратах, на наступному етапі 
досліджували можливість інтенсифікації 
біосинтезу внесенням у живильне середови-
ще додаткового джерела вуглецю: глюкози 
(0,1–0,2%) або меляси (0,2–0,4%). Показано, 
що додавання глюкози на початку процесу 
або в експоненційній фазі росту продуцента 
супроводжувалось підвищенням у 2–3 рази 
концентрації синтезованих ПАР порівняно 
з показниками на середовищі без вуглеводів. 
У разі використання меляси замість глюкози 
за умов росту R. erythropolis ІМВ Ас-5017 на 
олієвмісних середовищах концентрація син-
тезованих ПАР та індекс емульгування куль-
туральної рідини практично не змінювались 
[143].

Можливість масштабування процесу 
на обладнання було встановлено для низки 
продуцентів трегалозоліпідів. Так, до 40 г/л  
ПАР синтезував штам R.  erythropolis SD-74  
під час вирощування у біореакторі (об’єм 5 л)  
на середовищі з н-гексадеканом (80 г/л)  
[13], 32 г/л — R. еrythropolis DSM 43215 за 
культивування у 20 л ферментері зі 100 г/л  
н-алканів [13]. За використання гідрофільного 
субстрату гліцеролу (15 г/л) під час культиву
вання R. еrythropolis АТСС 4277 у ферментері 
об’ємом 1,5 л кількість синтезованих ПАР 
становила 1,7 г/л [110].

Нами показано, що реалізація процесу 
біосинтезу ПАР R. erythropolis ІМВ Ас-5017 
на обладнанні (ферментер АК-210) на сере
довищі з н-гексадеканом дала змогу підви-
щити у 2 рази кількість синтезованих ПАР 
і скоротити у 3,5 раза тривалість культиву-
вання продуцента порівняно з вирощуван-
ням у колбах на качалці [144]. Максимальні 
показники синтезу (концентрація позаклі-
тинних ПАР 7,2 г/л, індекс емульгування 
культуральної рідини 50%, вихід ПАР від 
субстрату 50%) спостерігали за концентрації 
розчиненого кисню 60–70% від насичення 
повітрям, рН 8,0, дробової подачі субстрату 
порціями по 0,3–0,4% кожні 5–6 год до кін-
цевої концентрації 2,4% (об’ємна частка) та 
використанні 10% інокуляту, вирощеного до 
середини експоненційної фази на середовищі 
з 1,0% н-гексадекану. 

Слід зазначити, що у процесі вирощуван-
ня R. erythropolis ІМВ Ас-5017 у біореакторі 
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синтезуються переважно позаклітинні ПАР, 
тимчасом як для інших родококів — як асо-
ційовані з клітинами, так і позаклітинні по-
верхнево-активні речовини. 

Софороліпіди
Ці ПАР синтезуються переважно дріж

джами родів Тorulopsis та Сапdida і містять 
дисахарид софорозу, який поєднаний гліко
зидним зв’язком з передостаннім атомом ву-
глецевого ланцюга жирної кислоти С16–С19 
[7, 145]. Уперше ці гліколіпіди було описа-
но у 70–80 рр. ХХ ст. [146, 147]. Інтерес до 
софороліпідів зумовлений можливістю вико-
ристання їх як ефективних антиадгезивних 
агентів, а також препаратів для очищення 
довкілля від ксенобіотиків [148–152]. 

У літературі приділяють значну увагу ін-
тенсифікації синтезу ПАР із використанням 
математичних методів планування експери-
менту, а також застосуванню новітніх мето-
дів для визначення структури синтезованих 
софороліпідів. 

У роботі [148] описано оптимізацію проце-
су культивування Candida tropicalis UCP0996 
на середовищі з пересмаженою соняшнико-
вою олією як субстратом із використанням 
методу математичного планування. Встанов-
лено, що максимальне зниження поверхне-
вого натягу (до 33,66 мН/м) спостерігали за 
мінімального вмісту дріжджового екстракту, 
співвідношення C/Fe та максимального C/P, 
найвищу концентрацію цільового продук-
ту (3,61 г/л) — за мінімального C/Mg та C/P. 
Завдяки високим емульгувальним властиво-
стям (Е24 до 94%) ПАР C. tropicalis UCP0996 
у  вигляді супернатанта культуральної рі
дини ефективно очищували пісок від наф
ти та моторної оливи (79–92% відмитого 
піску). 

Використання методу повнофакторного 
експерименту (23) дало змогу оптимізувати 
склад живильного середовища для про-
дуцента ПАР Candida glabrata UCP1002. 
Встановлено, що максимальне зниження 
поверхневого натягу (до 24 мН/м) та син-
тез ПАР (до 7 г/л) спостерігали у разі куль-
тивування штаму UCP1002 на середовищі 
з  5% рослинних олій та 2% дріжджового 
екстракту (масова частка). У складі синтезо-
ваних метаболітів виявлено 48% вуглеводів, 
34% протеїнів та 18% ліпідів. ПАР не втра-
чали поверхневої активності у широкому 
діапазоні солоності (0–10%), рН (2–12) і тем-
ператури (4–120  °С). Використання 10% су-
пернатанта культуральної рідини сприяло 
відмиванню 92,6% забрудненого моторною 
олією (4%) піску через 24 год [149].

В інших дослідженнях [152] показано 
можливість синтезу 8 г/л ПАР руфісану шта-
мом Candida lipolytica UCP0988 на відходах 
виробництва соєвої олії. Руфісан знижував 
поверхневий натяг до 25,3 мН/м, а значення 
ККМ становило 0,03%.

Руфісан у концентрації 6–12 мг/л ви-
являв ефективну антимікробну дію щодо 
представників роду Streptococcus (виживан-
ня S.  mutans HG становило 64,9%, S. oralis 
J 22 — 62,8%, S. mutans — 58%, S. sanguis 
12–48%, S. mutans NS — 46%), менш активно 
діяв на L. reuteri ML1 (32,1%), L. casei (28,4%), 
L. casei 72 (33,7%), L. reuteri 104R (25,4%) 
і практично не інгібував ріст C. albicans (5%), 
E. сoli (5%), S. аureus (15%), P. aeruginosa 
(16%) та S. epidermidis (18%). Окрім того, ру-
фісан знижував адгезію всіх досліджуваних 
тест-культур на полістиролові пластинки. 
Так, вже за мінімально досліджуваної кон-
центрації ПАР (0,75 мг/л) ступінь адгезії 
L. casei, L. casei 72, L. reuteri 104R, L. reuteri 
ML1, S. sanguis 12, S. agalactiae, S. mutans 
NS, S. mutans, S. oralis J22, S. mutans HG985, 
S. aureus становив 61–91%. Зі збільшенням 
концентрації руфісану до 12 мг/л він також 
знижував кількість прикріплених клітин 
E. coli, S. epidermidis, C. albicans на 21–51%.

Ефективним антимікробним та антиадге-
зивним агентом виявився лунасан, синтезо-
ваний Candida sphaerica UCP0995 на середо-
вищі із соєвою олією у концентрації 9 г/л [151]. 
ПАР штаму UCP0995 знижували поверхневий 
натяг до 25 мН/м, ККМ становила 0,25 мг/мл, 
у концентрації 10 мг/мл на 36–68% інгібува-
ли ріст L.  casei, L.  casei 72, L.  reuteri 104R, 
L.  reuteri ML1, S. agalactiaea, S.  mutans, 
S.  mutans NS, S.  mutans HG, S.  pyogene, 
S.  sanguis 12, S.  oralis J22, S.  epidermidis, 
S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans і знижу-
вали на 40–100% їх адгезію на пластикових 
пластинках, причому найефективніше ді-
яли на представників родів Streptococcus, 
Staphylococcus та Candida. Використання ме-
тоду математичного планування (двофактор-
ний експеримент) дало змогу визначити опти-
мальне співвідношення соєвої олії (8,63%, 
об’ємна частка) та кукурудзяного екстракту 
(8,80%, об’ємна частка) для максимального 
синтезу ПАР C. sphaerica UCP0995. Утворе-
ний лунасан відмивав до 95% піску від мо-
торної оливи (5 мл олії/60 г піску) за 24 год 
[150]. 

Продуцентами софороліпідів є не тільки 
представники роду Candida. Так, у [153] 
описано штам термотолерантних дріжджів 
Pichia anomalia PY1, здатних до синтезу ПАР 
софороліпідної природи. Максимальний  
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синтез ПАР (0,2 г/л) спостерігали на сере
довищі з 4% бобової олії та 0,4% нітрату на-
трію за культивування у колбах на качалці 
(200  об/хв) упродовж 7 діб при температу-
рі 30  °С. Софороліпіди, продуковані шта-
мом PY1, знижували поверхневий натяг до 
28 мН/м. Мас-спектрометричний аналіз дав 
змогу встановити, що до складу ПАР входять 
С20- та С18:1-жирні кислоти у нормальній, 
лактонній і діацетильованій формах.

Здатність до синтезу софороліпідів на 
середовищі з мелясою (150 г/л) встановлено 
для дріжджів Starmerella bombicola NBRC 
10243 [154]. За оптимального значення рН 6 на 
120-ту год культивування штам NBRC 10243 
утворював до 14,4 г/л ПАР. За масштабуван-
ня процесу на обладнання кількість цільо-
вого продукту підвищувалася в  1,6 раза (до 
22,8 г/л). Методом газової хроматографії–
мас-спектрометрії виявлено, що синтезовані 
гліколіпіди містили C16- та C18- жирні кис
лоти.

Інший штам Starmerella bombicola — 
ATCC 22214 синтезував 12,3 г/л софороліпі-
дів на середовищі із сумішшю глюкози (10%, 
масова частка) та соняшникової олії (10%, 
масова частка), 6,6 г/л — на суміші гліцеро-
лу (15%, масова частка) та соняшникової олії 
(10%, масова частка) під час культивування 
у колбах на качалці (210 об/хв) за 30 °С упро-
довж 200 год [155]. Заміна у суміші свіжої 
соняшникової олії на пересмажену та відпра
цьовану пересмажену призводила до знижен
ня показників синтезу ПАР до 3,93–6,45 г/л. 
Для визначення структури лактонного софо-
роліпіду S. bombicola ATCC 22214, синтезо-
ваного на суміші гліцеролу і соняшникової 
олії, використовували обернену ВЕРХ, рі-
динну хроматографію–мас-спектрометрію та 
ядерний магнітний резонанс [156], а кислого 
софороліпіду, утворюваного на середовищі  
з пересмаженою олією та глюкозою, — ВЕРХ, 
рідинну хроматографію, мас-спектрометрію 
та інфрачервону спектрометрію [155].

Важливими є дослідження хімічної 
структури софороліпідів Rhodotorula bogo­
riensis із використанням ВЕРХ у комбінації 
з випарним детектором світлорозсіювання 
та тандемної мас-спектрометрії з іонізую-
чим розпиленням. Цими методами вперше 
встановлено, що ПАР R. bogoriensis містять 
моно- та діацетильовані C24:0 гідроксижир-
ні кислоти [157]. Використання матрич-
ної лазерної десорбційної часопролітної 
мас-спектрометрії дало змогу ідентифікува-
ти 18-гідрокси-Δ9-октадеканоат у складі со-
фороліпідів Candida sp. NRRL Y-27208 [158].

Манозилеритритолліпіди
Основними продуцентами манозилери-

тритолліпідів (МЕЛ як основну структу
ру містить 4-O-β-D-манопіранозил-мезо-
еритритол, з’єднаний з жирною кислотою 
та/або ацетильними групами) є представни-
ки роду Pseudozyma. Pseudozyma antarctica 
T-34 [159], Pseudozyma aphidis DSM 70725 
[160] та Pseudozyma rugulosa NBRC 10877 
[161], які синтезують суміш МЕЛ-А, МЕЛ-В 
та МЕЛ-С, Pseudozyma hubeiensis KM-59 
[162], Pseudozyma graminicola CBS 10092 
[163], Pseudozyma siamensis CBS 9960 [164] 
та Pseudozyma shanxiensis CBS 10075 [165] 
здатні утворювати МЕЛ-С, що містять жир-
ні кислоти з різною довжиною ланцюга. 
МЕЛ-В продукують Ustilago scitaminea за 
умов росту на середовищі з вуглеводнями 
[166], а Pseudozyma tsukubaensis — їх діа-
стеомери (1-O-β-(2′,3′-ди-O-алка(e)ноїл-6′-O-а-
цетил-D-манопіранозил)-D-еритритол) [167]  
з комерційно важливими властивостями зав-
дяки здатності утворювати великі везикули 
(1–5 мкм) за низьких концентрацій (можуть 
бути використані як компоненти косметич-
них засобів) [168]. Нещодавно на острові 
Окінава (Японія) з листя цукрової трости-
ни було ізольовано новий штам Pseudozyma 
churashimaensis sp. nov. JCM 16988(T), здат-
ний до синтезу триацильованих похідних 
манозилеритритолліпідів (MEL-A2) на сере
довищі з глюкозою. ПАР мали здатність до 
самоорганізації з утворенням ламілярних фаз, 
знижували поверхневий натяг до 29,2 мН/м, 
а ККМ становила 1,7·10–6 M [169].

Пошук продуктивних штамів МЕЛ-В та 
МЕЛ-С є досить актуальним. Так, у роботі 
[170] було виділено чотири штами 1D9, 1D10, 
1D11 та 1E5, серед яких останній синтезував 
до 73,1 г/л МЕЛ-В на середовищі з оливковою 
олією (10%, масова частка) за культивування  
у ферментері об’ємом 5 л упродовж 168 год. 
Використання соку цукрової тростини (19,3% 
цукру, масова частка) як субстрату для куль-
тивування Ustilago scitaminea NBRC 32730  
у ферментері на 7-му добу дало змогу отрима-
ти до 25,1 г/л МЕЛ-В, що знижував поверх-
невий натяг до 25,2 мН/м, ККМ становила 
3,7·10–6 М [171].

Під час вирощування в колбах на качалці 
іншого продуцента МЕЛ — Pseudozyma 
hubeiensis SY62 концентрація МЕЛ-С ста-
новила 20,1 г/л за оптимальної температури 
25 °C, а після оптимізації складу живильного 
середовища (глюкоза, оливкова олія 100 г/л, 
дріжджовий екстракт 6 г/л) підвищилася до 
49,2 г/л [172]. Культивування з підживленням 
(додавання джерел вуглецевого живлення на 



Reviews

21

3-тю добу) дало змогу досягти концентрації 
цільового продукту 129 г/л за тиждень куль-
тивування.

Вивченню здатності молекул МЕЛ до 
самозбирання також присвячено низку дослі
джень. Так, у [173] досліджували властивості 
МЕЛ-D, одержаного гідролізом ацетатних груп 
МЕЛ-В (продуцент Pseudozyma tsukubaensis 
NBRC 1940). Показано, що МЕЛ-D у дуже 
низьких концентраціях (5 мМ) утворював 
зворотні везикули у таких гідрофобних ре-
човинах, як н-алкани, циклогексан, сква-

лан і силіконові олії. Здатність формувати 
ліотропні кристалічні фази встановлено і для 
МЕЛ-В U. scitaminea NBRC 32730 [171].

Показано, що МЕЛ-А (продуцент P. antarc­
tica T-34), МЕЛ-В (P. tsukubaensis NBRC1940) 
і МЕЛ-С (P. hubeiensis KM-59) можуть бути 
ефективними компонентами засобів догля-
ду за шкірою [174]. Зокрема, за оброблення 
досліджуваними ПАР у концентрації 1–5% 
(масова частка) відновлювалося до 80% клі-
тин шкіри людини (тривимірна модель). На-
несення 5% МЕЛ-В на шкіру передпліччя  

Таблиця 2. Синтез гліколіпідів на різних вуглецевих субстратах

ПАР Продуцент Джерело вуглецю, 
концентрація, г/л

Концен
трація 

ПАР, г/л

Вихід 
від суб
страту, 

%

Літе
рату

ра

Рамно
ліпіди

Pseudomonas aeruginosa BYK-2 KCTC 
18012P Риб’ячий жир, 25,0 18,8 75,0 [81]

Pseudomonas aeruginosa UCP0992 Гліцерол, 37,8 8,0 21,2 [85]
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Соняшникова олія, 250 36,0 14,4 [82]
Pseudomonas aeruginosa AT10 Соєва олія, 50,0 18,7 37,3 [78]

Pseudomonas nitroreducens AY297786 Глюкоза, 40,0 5,5 13,7 [83]
Рекомбінантний штам  

Pseudomonas putida KCTC1067 Соєва олія, 20,0 7,3 36,5 [96]

Рекомбінантний штам  
Pseudomonas putida KT42C1 Глюкоза, 10,0 1,5 15,0 [98]

Pseudomonas aeruginosa WJ-1 Відпрацьована 
соняшникова олія, 60,0 50,2 83,7 [87]

Pseudomonas aeruginosa RS29 Гліцерол, 25,2 6,0 23,8 [84]

Трега
лозо

ліпіди

Rhodococcus еrythropolis АТСС 4277 Гліцерол, 15,0 1,7 11,3 [110]

Rhodococcus еrythropolis DSM 43215
С12–С18–н-алкани, 20,0 2,0 10,0 [86]

С10–н-алкани, 100,0 32,0 32,0 [13]
Rhodococcus еrythropolis SD-74 н-Гексадекан, 80,0 40,0 50,0 [13]

Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017
н-Гексадекан, 15,0 7,5 50,0 [144]

Пересмажена 
соняшникова олія, 18,0 6,8 40,0 [143]

Acinetobacter calcoaceticus ІМВ В-7241 Етанол, 16,0 6,0 37,5 [139]
Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 Гліцерол, 19,0 12,6 66,3 [121]

Софоро
ліпіди

Candida tropicalis UCP0996 Пересмажена 
соняшникова олія, 20,0 3,6 18,1 [148]

Candida glabrata UCP1002 Відходи рослинних 
жирів, 50,0 7,0 14,0 [149]

Candida lipolytica UCP 0988 Соєва олія, 60,0 8,0 13,3 [152]
Candida sphaerica UCP0995 Соєва олія, 79,8 9,0 11,3 [151]

Pichia anomalia PY1 Бобова олія, 40,0 0,2 0,5 [153]
Starmerella bombicola NBRC 10243 Меляса, 150,0 22,8 15,2 [154]

Starmerella bombicola ATCC 22214 Глюкоза і соняшникова 
олія, по 100,0 12,3 6,2 [155]

Манозил
еритри-

толліпіди

Pseudozyma hubeiensis SY62 Глюкоза і оливкова олія, 
по 100,0 129,0 64,5 [172]

Pseudozyma tsukubaensis 1E5 Оливкова олія, 100,0 73,1 73,1 [170]

Ustilago scitaminea NBRC 32730
Сік цукрової тростини 
(19,3% цукру, масова 

частка)
25,1 13,0 [171]
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людини уможливило підвищення її здатнос
ті до утримання вологи на 186% (у контроль-
ному варіанті: шкіра, оброблена 5%-м 1,3-бу-
тиленгліколем, — лише 125%) та знизити 
потовиділення до 74% за 2 год. МЕЛ-С у кон-
центрації 10 мкг/мл на 17% ефективніше за-
хищав клітини людських фібробластів шкіри 
(лінія NB1RGB), ніж арбутин (комерційний 
аналог) від H2O2-індукованого окиснюваль-
ного стресу, що свідчить про антиоксидантні 
властивості цих ПАР [175].

Узагальнені дані щодо продуктивності 
деяких штамів — продуцентів гліколіпідів 
наведено в табл. 2.

Як випливає з них, селекціоновані нами 
штами не поступаються і навіть перевер-
шують за показниками синтезу ПАР відомі 
у світі продуценти гліколіпідів.

Таким чином, найбільш вивченими на 
сьогодні мікробними ПАР є рамноліпіди, 
які вперше було описано 70 років тому. За 
цей період накопичено достатньо знань про 
їхню хімічну структуру, властивості, умо-
ви культивування продуцентів, проте й на 
сьогодні ці ПАР є об’єктами інтенсивних 
досліджень, спрямованих на оптимізацію 
процесу біосинтезу (підбір оптимальних 
умов культивування) і здешевлення техно-
логій за рахунок використання як субстратів 
відходів виробництв (гліцерол, відпрацьо-
вана соняшникова олія тощо). Окрім того, 
детально досліджують біохімічні основи 

синтезу цих гліколіпідів з метою створення 
мутантів з порушеною системою регуляції 
або рекомбінантних продуцентів (P. putida  
і E. coli) замість патогенних P. aeruginosa. 
Іншими відомими бактеріальними ПАР  
є трегалозоліпіди, які синтезуються пере-
важно представниками роду Rhodococcus 
на гідрофобних н-алканах. Конкурентоспро
можними продуцентами поверхнево-актив
них трегалозоміколатів є селекціоновані нами 
R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A. calcoaceticus 
ІМВ В-7241 і N. vaccinii ІМВ В-7405, які 
утворюють позаклітинні ПАР у високих 
концентраціях як на гідрофільних (етанол, 
гліцерол), так і гідрофобних (н-гексадекан, 
пересмажена соняшникова олія) субстра-
тах. Серед дріжджів гліколіпіди в основному 
синтезуються представниками роду Candida 
(софороліпіди) і Pseudozyma (манозилери-
тритолліпіди). Сучасні дані присвячено під-
бору оптимальних умов культивування цих 
продуцентів (концентрація компонентів 
живильного середовища, рН, температура), 
а також дослідженню біологічних власти-
востей синтезованих ПАР (антимікробна та 
антиадгезивна дія). Таким чином, інтерес до 
мікробних ПАР як альтернативі хімічним 
аналогам зростає з кожним роком, а різні 
біотехнологічні прийоми інтенсифікації син-
тезу дають змогу підвищити концентрацію 
цільового продукту, здешевити технологію 
і зробити її конкурентоспроможною. 
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МИКРОБНЫЕ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ 
ВЕЩЕСТВА. I. ГЛИКОЛИПИДЫ

Т. П. Пирог, А. Д. Конон

Национальный университет пищевых 
технологий, Киев, Украина

E-mail: tapirog@nuft.edu.ua

Обзор посвящен поверхностно-активным ве-
ществам гликолипидной природы. Приведена 
общая характеристика, описана физиологиче-
ская роль рамнолипидов, трегалозолипидов, со-
форолипидов, маннозилэритритоллипидов и их 
традиционных продуцентов — представителей 
родов Pseudozyma, Pseudomonas, Rhodococcus 
и Candida. Детально рассмотрены химическая 
структура, этапы биосинтеза и регуляции не-
которых низкомолекулярных поверхностно-
активных веществ гликолипидной природы. 
Обобщены экспериментальные данные авто-
ров об интенсификации синтеза, физиологи-
ческой роли и практическом использовании 
поверхностно-активных веществ Rhodococcus 
erythropolis ІМВ Ас-5017, Acinetobacter 
calcoaceticus ІМВ В-7241 и Nocardia vaccinii 
ІМВ В-7405, которые по химической природе 
являются комплексом глико-, фосфо-, амино- 
и нейтральных липидов (гликолипиды всех 
штаммов представлены трегалозомиколатами). 

Установлено, что поверхностно-активные 
вещества R. erythropolis ІМВ Ас-5017, A.  calco­
aceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii ІМВ В-7405 
обладают протекторными (защита клеток про
дуцента от действия тяжелых металлов), а 
также антимикробными и антиадгезивны-
ми свойствами. Показано, что поверхностно-
активные вещества R. erythropolis ІМВ  
Ас-5017, A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vaccinii 
ІМВ В-7405 в виде культуральной жидкости ин-
тенсифицируют деструкцию нефти в воде вслед-
ствие активации естественной нефтеокисляю-
щей микрофлоры.

Ключевые слова: поверхностно-активные вещества, 
гликолипиды, биосинтез, промышленные отходы.

MICROBIAL SURFACTANTS. I. GLYCOLIPIDS
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The review is devoted to surface-active 
glycolipids. The general characteristics, the 
physiological role of the rhamnolipids, trehalose 
lipids, sophorolipids, mannosylerythritol 
lipids and their traditional producers — the 
representatives of the genera Pseudozyma, 
Pseudomonas, Rhodococcus and Candida are 
given. The detailed analysis of the chemical 
structure, the stages of the biosynthesis and the 
regulation of some low molecular glycolipids are 
done. The own experimental data concerning the 
synthesis intensification, the physiological role 
and the practical use of Rhodococcus erythropolis 
IMV Ac-5017, Acinetobacter calcoaceticus IMV 
B-7241 and Nocardia vaccinii IMV B-7405 
surfactants, which are a complex of the glyco-, 
phospho-, amino- and neutral lipids (glycolipids 
of all strains are presented by trehalose mycolates) 
are summarized.

It was found that R. erythropolis IMV  
Ac-5017, A. calcoaceticus IMV B-7241 and 
N.  vaccinii IMV B-7405 surfactants have 
protective, antimicrobial and antiadhesive 
properties. It was shown that R. erythropolis 
IMV Ac-5017, A. calcoaceticus IMV B-7241 and 
N. vaccinii IMV B-7405 surfactants preparation 
of cultural liquid intensified the degradation of 
oil in water due to the activation of the natural 
petroleum-oxidizing microflora.

Key words: surfactants, glycolipids, biosynthe
sis, industrial waste.


