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АКУМУЛЯЦІЯ α-ТОКОФЕРОЛУ В КЛІТИНАХ 
МІКРОВОДОРОСТЕЙ 

До теперішнього часу рослинні олії є основним природним джерелом віта-
міну E. Серед сполук групи вітаміну Е найбільшу біологічну активність має 
α-токоферол, вміст якого в рослинних оліях відносно невеликий. Значно вищі 
концентрації α-токоферолу (до 4–6 мг/г сух. в.) накопичують деякі мікро-
водорості, такі як Euglena gracilis, Dunaliella tertiolecta, Nannochloropsis 
oculata, Tetraselmis suecica та ін. Через це останнім часом зростає інтерес 
до біотехнології мікроводоростей з метою отримання сировини для вироб-
ництва вітамінів. Накопичення токоферолів у біомасі E. gracilis відбуваєть-
ся найефективніше за умов міксотрофного культивування. 
Розчинний у ліпідах α-токоферол є компонентом неензиматичної анти-
оксидантної системи і виконує функцію захисту клітинних  мембран від ак-
тивних форм кисню і вільних радикалів. В результаті багатьох досліджень 
встановлена залежність рівня накопичення α-токоферолу від умов культи-
вування мікроводоростей, включаючи інтенсивність світла, фотоперіод, 
рівень азоту, температуру, тип вуглецевого живлення тощо. При цьому, 
стресові умови стимулюють накопичення антиоксидантів у фотосинте-
зувальних організмах, але обмежують нормальну швидкість їхнього росту. 
Проблема збільшення виходу токоферолів вирішується  в системах двое-
тапного культивування через розділення у часі стадії накопичення біомаси 
і стадії стимуляції біосинтезу α-токоферолу. Підвищення вмісту токофе-
ролу  при цьому досягається завдяки введенню екзогенних джерел вуглецю 
на етапі накопичення біомаси і лімітування живильного середовища за дея-
кими біогенними елементами на етапі стимуляції синтезу антиоксиданту. 
У огляді наведені дані про вплив складу живильного середовища, типу жи-
влення, температури, інтенсивності освітлення, техніки культивування на 
накопичення клітинами мікроводоростей вітаміну Е.

Ключові  слова:  мікроводорості, α-токоферол, двоетапне культивування

Токофероли разом з токотрієнолами складають клас токохроманолів, які 
синтезуються тільки оксигенними фотосинтезувальними організмами [31, 37] 
і, в тому або іншому ступені,  проявляють активність вітаміну Е. Натуральний 
вітамін Е – це незамінна поживна речовина для тваринних організмів, яка  
широко використовується в клінічній та харчовій галузях. Серед 4-х ізоформ 
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(α-, β-, γ-, δ-)  як токотрієнолів, так і  токоферолів, найбільш високу біологіч-
ну активність має α-токоферол. Він є компонентом неензиматичної антиокси-
дантної системи, універсальним протектором клітинних мембран від окисню-
вального пошкодження, забезпечує захист рослинних і тваринних клітин від 
вільних радикалів і активних форм кисню [16, 37]. α-Токоферол є хіральною 
молекулою з трьома стереоцентрами. Вісім стереоізомерів α-токоферолу від-
різняються за розташуванням груп навколо цих стереоцентрів. Природною 
формою є  RRR-α-токоферол. 

Завдяки специфічним хімічним властивостям α-токоферол накопичу-
ється в ліпідному бішарі мембран тилакоїдів та оболонок хлоропласту і за-
ймає таке положення в мембрані, що перешкоджає контакту кисню з нена-
сиченими ліпідами мембран, захищаючи їх від перекисної деструкції [20]. 
Антиоксидантні властивості токоферолів зумовлені здатністю рухомого гід-
роксилу хроманового ядра безпосередньо взаємодіяти з вільними радикалами 
кисню (О2•, НО•, НО2•), вільними радикалами ненасичених жирних кислот     
(RO•, RO2•) і пероксидами жирних кислот [20]. В клітинах найбільш чутли-
вими до окиснювального пошкодження є мітохондрії, оскільки вони містять 
велику кількість ненасичених ліпідів, що легко окиснюються. Разом з іншими 
антиоксидантами (наприклад, аскорбіновою кислотою, каротиноїдами, глута-
тіоном) α-токоферол підтримує стабільний окисно-відновний статус хлороп-
ластів, стабілізує мембранні структури в клітинах, запобігаючи  окисненню 
подвійних зв’язків в молекулах каротину і вітаміну A, а також SH-груп мемб-
ранних білків. Стабілізувальний ефект токоферолу проявляється у зниженні 
споживання кисню клітинами, підвищенні їх стійкості до гіпоксії, зростанні 
спряженості мітохондріальних мембран і швидкості утворення АТФ. Токофе-
рол відіграє регулюючу роль у фотосинтезі та метаболізмі макроелементів 
[30].

Олії є традиційним джерелом вітаміну Е, однак при досить високому 
загальному рівні цих сполук відносний вміст α-токоферолу в них невеликий і 
поступається  деяким видам мікроводоростей.  Питомий внесок α-токоферолу 
у фракцію вітаміну Е клітин мікроводоростей може досягати 95% [25, 35].

 Оскільки споживчий попит на вітамін природного походження зростає, 
посилюється інтерес до альтернативних продуцентів, таких як мікроскопічні 
водорості, розробляються і удосконалюються технології культивування водо-
ростей з підвищеним вмістом токоферолів [18].    

Біосинтез токоферолу
Протягом останніх десятиліть ензиматичні етапи біосинтезу токоферо-

лу досліджені та детально описані  [5, 8]. До біосинтезу токоферолу, який 
відбувається в основному в пластидах, залучені сполуки з двох метаболіч-
них шляхів (рис.  1): тирозин і гомогентизинова кислота, які виробляються 
шикіматним  шляхом, та фітилдифосфат (ФДФ), який є продуктом метилери-
тритолфосфатного  шляху і утворюється з геранілгеранілдифосфату за участі  
геранілгеранілредуктази. Обидва субстрати, гомогентизинова кислота і ФДФ, 
за участю гомогентизинової фітилтрансферази, конденсуються з утворен-
ням 2-метил-6-фітил-1,4-гідрохінону (МФГ), що трасформується до 2,3-ме-
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тил-5-фітил-1,4-гідрохінону. Останній за участю токоферолциклази перетво-
рюється у γ-токоферол, з якого синтезується α-токоферол. Ця остання реакція 
ланцюга біосинтезу каталізується γ-токоферолметилтрансферазою. 

В результаті генетичних досліджень, проведених на модельних організ-
мах (Arabidopsis thaliana, Synechocystis PCC6803), було визначено структурні 
гени, які кодують основні ферменти синтезу токохроманолів.

Рис. 1. Схема біосинтезу γ- і α-токоферолів. У правій частині схеми позначені гени, 
які кодують  ключові ензими [8]

Fig. 1. Scheme of the biosynthesis of γ- and α-tocopherols. The right side of the diagram 
shows the genes that encode key enzymes [8]
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Шляхом підвищення/зниження рівня експресії окремих генів, або груп 
генів біосинтезу токоферолів, вдалося визначити процеси метаболізму, які 
чинять вплив на акумуляцію токоферолів та покращити вміст та склад цих 
сполук у дослідних вищих рослинах [8, 40]. Однак існує дуже мало робіт по 
генетичній модифікації мікроводоростей для збільшення накопичення токо-
феролу [39]. 

Акумуляція токоферолу у клітинах мікроводоростей залежить від виду 
мікроводорості та способу її культивування. Відносно нещодавно в роботі 
[13] з використанням методів скорострільної протеоміки і високоефективної 
та надефективної рідинної хроматографії був проведений порівняльний про-
теомний аналіз метаболічних шляхів біосинтезу α-токоферолу з деякими ме-
таболітами при фототрофному (ФТ), міксотрофному (МТ) і  гетеротрофному 
(ГТ) культивуванні клітин Euglena gracilis var. saccharophila. Модифіковане 
внесенням дріжджового екстракту (10 г/л) поживне середовище Хатнера [29] 
використовували як базове для вирощування всіх варіантів культур. У базове 
живильне середовище культур МТ- та ГТ- вносили глюкозу до 1,5%. Таким 
чином, клітини ФТ культур використовували як джерело карбону переваж-
но атмосферний СО2, через фотосинтез, МТ- атмосферний СО2 та глюкозу, 
ГТ- глюкозу. Всі культури засвоювали частину вуглецю із амінокислот дріж-
джового екстракту [13].         

Результати показали, що режим вирощування має значний вплив як на 
вміст антиоксидантів, так і на активацію біосинтезу ензимів, залучених до їх 
формування [13]. Автори виявили в цілому 3843 нерезервних білків, з яких 
1890 синтезувалися при всіх режимах культивування. Хоча всі ферменти, не-
обхідні для синтезу α-токоферолу, були знайдені в транскриптомі E. gracilis 
[27], в першому протеомному дослідженні [13] не вдалося виявити послідов-
ності для токоферолциклази (EC 5.5.1.24) і токоферол-O-метилтрансферази 
(EC 2.1.1.95) (табл. 1). 

Інші ензими шляху біосинтезу α-токоферолу були ідентифіковані на рів-
ні протеому, і всі вони активні в ФT- культурах.  

Експресія ГФП диоксигенази в клітинах ФТ-, МТ- та ГТ- культур, знач-
но зростала при освітленні (табл.1), тоді як в темряві у ФТ- та МТ- культур  
експресія цього ензиму була слабкішою або значно слабшою, відповідно, а 
у ГТ- культурі пригнічувалася. Експресія МФГ метилтрансферази в темряві 
в різному ступені пригнічувалися при всіх режимах культивування: найбіль-
ше пригнічення відбувалося в МТ-, а найменше – у ГТ- культурах. Експресія 
ГФТ/ГГТ в клітинах ФТ- культури дещо активувалася, а у МТ- культурі при-
гнічувалася, тоді як в ГТ- культурі експресію цих ензимів виявити не вдалося. 

Накопичення α-токоферолу  в клітинах мікроводоростей 
за різних режимів культивування

Тип органічного субстрату, джерела вуглецю та/або нітрогену у середо-
вищі мікроводорості має важливе значення для внутрішньоклітинного синте-
зу вітамінів. Експериментально виявлений вплив таких чинників, як темпера-
тура, фотоперіод, інтенсивність світла, вміст азоту, тип вуглецевого живлен-
ня, вік обраної культури разом із природою екзогенних органічних поживних 
речовин. 
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Tаблиця 1 
Рівні ензимів шляху біосинтезу α-токоферолу у клітинах мікроводорості E. gracilis 

var. saccharophila за різних умов культивування 
(за даними [13])

Tablе1
The levels of enzymes of the α-tocopherol biosynthesis pathway in the cells of microalga 

E. gracilis var. saccharophila under different conditions 
of cultivation (according to [13])

Ензими Наявність/відсутність 
світла ФТ МТ ГТ

ГФП диоксигеназа
темрява ↑↑ ↑ ↓↓

світло ↑↑↑ ↑↑ ↑↑↑

ГФТ/ГГТ** світло ↑ ↓↓ н/в*

2-МФГМТ*** темрява ↓ ↓↓↓ ↓↓

Токоферолциклаза темрява н/в* н/в* н/в*

Токоферол- 
О-метилтрансфераза світло н/в* н/в* н/в*

Примітка: У колонці «ФТ» стрілками позначено вміст ензиму у культурі ФТ 
відносно інших білків під час екстракції, а у колонках «МТ» та «ГТ» –вміст ензиму у 
культурах МТ і ГТ відносно його значення для ФТ культури. ↑ - ↑↑ - ↑↑↑ - ряд стрілок, 
що позначають збільшення (зліва на право) відносного вмісту ензиму; ↓ - ↓↓ - ↓↓↓ - ряд 
стрілок, що позначають зменшення (зліва на право) відносного вмісту ензиму.  
*Не виявлено
**Гомогентизинова фітилтрансфераза / геранілгеранілтрансфераза
***МФГ метилтрансфераза

Note: The enzyme content in the FT culture relative to other proteins during extraction is 
indicated by the arrows in the "FT" column, and relative to its value the enzyme content in MT 
and GT cultures in the "MT" and "GT" columns. ↑ - ↑↑ - ↑↑↑ - a series of arrows indicating the 
increase (from left to right) of the relative content of the enzyme; ↓ - ↓↓ - ↓↓↓ - a series of arrows 
indicating the decrease (from left to right) of the relative content of the enzyme.
* Not found
** Homogentisine phytyltransferase / geranylgeranyl transferase
*** 2-Methyl-6-phytyl-1,4-hydroquinone

Багатьма дослідженнями встановлено, що хоча швидкість росту 
ФТ-культур значно поступається МТ-культурам найбільш активна акумуляція 
α-токоферолу в клітинах мікроводоростей відбувається при фотоавтотрофно-
му режимі вирощування [10, 22, 26, 29]. Ці спостереження добре ілюструють 
дані роботи [13], отримані при порівняльному вивченні динаміки росту і на-
копичення деяких метаболітів при ФТ-, МТ- і ГТ- культивуванні E. gracilis 
var. saccharophila (рис. 2). Видно, що в МТ-культурах протягом перших 24 
годин культивування рівень α-токоферолу знижувався до рівня, меншого ви-
хідної концентрації, а потім підвищувався до 1,40 мг×(г сух. в.)-1 (рис.  2а).

В.М. Мокросноп, О.К. Золотарьова
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 В перерахунку на суху масу найбільшу кількість α-токоферолу за 72 год куль-
тивування накопичували клітини ФТ-культур:  концентрація α-токоферолу 
у них досягала 2,52 мг×(г сух. в.)-1, тоді як в МТ- і ГТ- культурах – 1,40 і 
0,21 мг×(г сух. в.)-1, відповідно.

Рис. 2. Динаміка накопичення α-токоферолу у клітинах мікроводорості E. gracilis 
var. saccharophila за різних режимів культивування. Концентрація α-токоферолу 

представлена у: а) мг×(г сух. в.)-1; б) мг×л-1. Графіки побудовані за даними роботи [13]

Fig. 2. Dynamics of α-tocopherol accumulation in the cells of microalga E. gracilis var. 
saccharophila under different regimes of cultivation. The concentration of α-tocopherol is 

presented in: a) mg×(g dry w.) - 1; b) mg×l-1. Graphs are based on the data of [13]
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Важливо підкреслити, що незважаючи на меншу концентрацію α-токо-
феролу в клітинах,  його накопичення в перерахунку на літр культури було 
найвищим в МТ- культурах після 72 год вирощування (рис. 2б). Це пов’язано 
з більш інтенсивним ростом культури за МТ- умов. Такий же висновок був 
зроблений за результатами нашої роботи [22] при порівнянні накопичення 
α-токоферолу в ФТ- і МТ- культурах E.  gracilis, вирощених при додаванні 
100 мМ етанолу і 40 мМ глутамату. За цих умов загальний вихід  α-токоферо-
лу в МТ- культурі більше ніж вдвічі перевищував  продукування цього вітамі-
ну ФТ- культурою, хоча його вміст в перерахунку на клітину за МТ- умов був 
в 2–7 разів нижче ніж при ФТ- культивуванні.  

Здатність деяких мікроводоростей (Dunaliella tertiolecta, Tetraselmis 
suecica, E. gracilis та ін.) до гетеротрофного живлення може спрощувати куль-
тивування потенційного продуцента α-токоферолу за рахунок стимуляції рос-
ту культури органічними субстратами та синтезу α-токоферолу без освітлення 
[4]. У експериментах J. Ogbonna та ін. [26], акумуляція біомаси E. gracilis при 
ГТ культивуванні за присутності етанолу у сольовому живильному середови-
щі зростала до 39,5 г×л-1 на 19-у добу культивування, що перевищувало про-
дуктивність як ФТ-, так і МТ- культур. Швидкість накопичення α-токоферолу 
в цих дослідах складала 102,1 мкг×л-1×год-1. Метаболізм етанолу у клітинах 
мікроводорості супроводжується утворенням ацетил-КоА, який може висту-
пати попередником синтезу токоферолів. На думку авторів, активація синтезу 
токохроманолів є наслідком помірного оксидативного стресу, який індукуєть-
ся в клітинах E. gracilis продуктом розщеплення етанолу – ацетальдегідом. 
Важливо також, що за наявності етилового спирту знижується ймовірність 
контамінації культури мікроводорості іншими мікроорганізмами. 

Таким чином, гетеротрофні культури мікроводорості E. gracilis, які не 
залежать від освітлення, можуть бути перспективними комерційними проду-
центами активного вітаміну Е і бути вигідною заміною нинішнім природним 
комерційним його джерелам – оліям [26]. 

Внутрішньоклітинний вміст α-токоферолу в клітинах водоростей зале-
жить від умов культивування, отже, основним способом збільшення вмісту 
цього вітаміну є зміна складу живильного середовища, температурного та 
світлового режимів. Синтез токоферолів у клітинах мікроводорості E. gracilis 
можна стимулювати внесенням екзогенних субстратів (етанол, глюкоза, глу-
тамат, малат та ін.) та їх комбінацій [3, 9, 26]. Відповідно до даних, отриманих 
T. Fujita та ін. [9] внесення однієї лише глюкози у живильне середовище куль-
тури E. gracilis стимулює накопичення клітин культури в 5 разів, але етанол є 
найкращим субстратом для стимуляції акумуляції α-токоферолу у перерахун-
ку на одиницю об’єму культурального середовища. 

Комбінація глюкози та етанолу у співвідношенні 3:2 забезпечує про-
дуктивність α-токоферолу на культуру 38,9 мкг×л-1×год-1, що більше ніж в 4 
рази перевищувала швидкість накопичення α-токоферолу без екзогенного до-
давання джерел органічного вуглецю (9,2×10 мкг×л- 1×год - 1). Культивування 
E. gracilis з підкормкою у біореакторі з внесенням суміші субстратів кожні 24 
год після перших 48 год до 120 год культивування дозволяє підвищити проду-
кування α-токоферолу до 162,7 мкг×л-1×год-1 [9]. 
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Як речовини-стимулятори синтезу токоферолів у клітинах мікроводо-
рості Stichococcus bacillaris siva 2011 (Chlorophyta) використовували мети-
лжасмонат [33]. Жасмонати синтезуються у клітинах рослин у відповідь на 
стреси та підвищують активність експресії деяких генів, залучених у захис-
ні механізми рослинного організму. Один із таких генів кодує тирозин амі-
нотрансферазу, яка бере участь у біосинтезі токоферолів. Дослідниками був 
проаналізований вплив різних концентрацій метилжасмонату у живильному 
середовищі S. bacillaris (50, 100 та 200 мкл), з-поміж яких найменша концен-
трація мала найбільш виражений вплив на продукування вітаміну Е. На 24-у 
годину культивування S. bacillaris у біореакторі за наявності 50 мкл жасмо-
нату рівень RRR-α-токоферолу у клітинах організму зростав на ~50% порів-
няно із контрольним варіантом, досягаючи 1,3 мг×(г сух. в.)-1 Цитотоксична 
дія більших концентрацій метилжасмонату та триваліший період експозиції 
негативно впливали на інтенсивність синтезу токоферолів [33]. 

Вплив світла і температури на продукування токоферолу 
мікроводоростями

Біосинтез  α-токоферолу відбувається лише в фотосинтезувальних ор-
ганізмах [35], але літературні повідомлення щодо локалізації α-токоферолу 
у клітинах та його відношення до фотосинтезу є суперечливими [17, 23, 32, 
34]. Вважається, що мітохондрії, так як і хлоропласти беруть участь в синтезі 
α-токоферолу [17, 31]. Утворення токоферолів відбувається у темряві при ГТ- 
культивуванні [28]. α-Токоферол накопичується також у позбавлених хлорофі-
лу штамах E. gracilis [29], при чому його біосинтез навіть стимулюється світ-
лом [17]. Порівняльне дослідження вмісту α-токоферолу в мутанті E. gracilis 
(WZSL), не здатному до фотосинтезу, та дикому типі за фотогетеротрофних 
та гетеротрофних умов показали значне збільшення на світлі (майже на 100%) 
вмісту цього  вітаміну  в обох штамах, незалежно від наявності хлоропластів. 
Тобто, кореляція між освітленням та виробленням вітаміну Е не пов’язана з 
фотосинтезом. 

Експериментальне вивчення  впливу інтенсивності   освітлення і темпе-
ратури на накопичення α-токоферолу у різних видів фітопланктонних водо-
ростей показало широкий діапазон реакцій [14]. За високої щільності потоку 
фотонів при підвищенні температури від 5 °C до 25° C концентрації α-токофе-
ролу поступово збільшувалися у Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyta) 
та Prorocentrum cordatum (Dinophyta). У всіх випадках, коли було зафіксовано 
значний вплив щільності потоку фотонів, також спостерігалася залежність 
продукування α-токоферолу від температури та/або комбінований ефект із 
температурою, за винятком штаму D. tertiolecta (Chlorophyta). Вміст α-токо-
феролу у цьому штамі зростав за високої щільності потоку фотонів незалеж-
но від температури. Накопичення вітаміну в клітинах Nodularia spumigena 
(Cyanophyta), навпаки, посилювалося при низькій щільності потоку фотонів 
незалежно від температури. У багатьох випадках ці реакції виявляли подібні 
або протилежні закономірності щодо концентрацій антиоксидантів. Недав-
ні дослідження показали, як забезпечення світлом або органічним вуглецем 

АКУМУЛЯЦІЯ Α-ТОКОФЕРОЛУ В КЛІТИНАХ МІКРОВОДОРОСТЕЙ

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 6–26



14

впливає на вироблення розчинних у ліпідах клітинних компонентів, таких як 
α-токоферол [12, 39]. 

Слід відмітити, що у вищих рослин токофероли відіграють важливу 
роль в адаптації до стресів при низьких і високих температурах [19]. Відзна-
чено вплив низької температури на вироблення токоферолу E. gracilis Z. Хоча 
в перші кілька годин низькотемпературного впливу спостерігалося  незначне 
зниження вироблення α-токоферолу, його накопичення значно посилювалося 
протягом періоду адаптації (приблизно 50 год.), а після 100 годин стресу кон-
центрація приблизно в 11 разів перевищувала контрольне значення [28]. 

Стимуляція синтезу α-токоферолу за умов помірного стресу
При ФТ- та МТ- культивуванні  в первинних фотохімічних реакціях, які 

відбуваються у фотосинтетичних мембранах, утворюється велика кількість 
O2  і активних форм кисню (АФК). Крім того, АФК виробляються у плазма-
тичній мембрані, електрон-транспортною системою в мітохондріях [32], а та-
кож в ході інших метаболічних процесів, локалізованих у різних клітинних 
компартментах. У природному середовищі водорості постійно піддаються 
впливу різних абіотичних стресів, що призводять до зростання вмісту АФК, 
які викликають окиснювальну деструкцію клітинних структур. Кожен вид 
мікроводоростей по-різному реагує на різні типи стресів, мобілізуючи через 
клітинні зв’язки захисні антиоксидантні системи рослини, до яких залучені 
неферментативні антиоксиданти, такі як каротини, флавоноїди і ліпофільні 
токофероли.  Залежно від умов, вміст токоферолу може відрізнятися до семи 
разів в клітинах одного штаму. Ця адаптивна реакція на стрес використову-
ється в біотехнологічних регламентах для комерційного вирощування мікро-
водоростей з підвищеним вмістом специфічних антиоксидантних сполук. 

Дослідження O. Mudimu та співавт. [24] на 130 штамах водоростей та 
ціанобактерій показали, що більш висока концентрація α-токоферолу в клі-
тинах досягається під час стаціонарної фази росту і є найвищою за наявності 
лише чверті стандартної кількості азоту у вигляді нітрату в живильному се-
редовищі. Разом з цим дослідники вказали на залежність кількості накопиче-
ного вітаміну Е в мікроводоростях від таксономічної приналежності організ-
му. Найменші кількості α-токоферолу були виявлені у представників класів 
Rhodophyta та Streptophyta [24] (табл. 2).

Дослідження морських планктонних водоростей як можливого джерела 
біомаси, багатої вітаміном Е, показало, що серед п’яти досліджуваних видів 
мікроводоростей (T.  suecica, D.  tertiolecta, Isochrysis galbana, Pavlova luther 
(Haptophyta), Skeletonema costatum (Bacillariophyta), Chaetoceros caletoceros 
(Bacillariophyta) найбільшу кількість вітаміну Е накопичує T. suecica – мор-
ська одноклітинна зелена водорість, яка містить відносно велику кількість 
ліпідів і токоферолів. Вміст α-токоферолу в клітинах T.  suecica досягає 
6,3 мг×(г сух. в.)-1, що еквівалентно вмісту вітаміну Е в зародках кукурудзи [6].  

Морську мікроводорість Nannochloropsis  оculata (Ochrophyta) вико-
ристовують в аквакультурі для живлення коловерток, яких розводять для 
годування мальків риб, креветок, крабів, мідій. При визначенні шляхів під-
вищення харчової цінності первинної стадії цього трофічного ланцюга було 
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Таблиця 2 
Вміст α-токоферолу в клітинах мікроводоростей та ціанобактерій за оптимальних 

умов та з обмеженням вмісту нітрогену у середовищі 
(за даними O. Mudimu та співавт.) [24]

Tablе 2
The content of α-tocopherol in the cells of microalgae and cyanobacteria under optimal 

conditions and with limited nitrogen content in the environment 
(according to O. Mudimu et al.) [24]

    Відділ
                              Клас Вид мікроводорості

Концентрація α-токоферолу 
(мкг×г-1) в стаціонарній фазі 

росту
За стандарт. 

умов
За нестачі 
нітрогену

Сhlorophyta
                 Chlorophyceae

Haematococcus pluvialis
Coccomyxa sp.

580,43
663,86

1179,91
1062,02

Heterokontophyta
                 Eustigmatophyceae

Nannochloropsis oculata
Microchloropsis salina

575,10
671,80

1445,66
1094,19

Streptophyta
             Klebsormidiophyceae

Klebsormidium crenulatum
Interfilum terricola

92,47
47,90

-
-

Rhodophyta
               Porphyridiophyceae

Porphyridium purpureum
P. sordidum

43,45
61,68

89,54
-

Cyanobacteria
               Cyanophyceae

Synechocystis sp.
Arthrospira maxima

173,67
177,23

-
-

встановлено, що вміст токоферолу в клітинах N. oculata неухильно зростає з 
віком культури, що пов’язано з посиленням антиоксидантного захисту клітин 
при старінні. Дефіцит нітрогену – одного із ключових елементів метаболізму 
призводить до розвитку окиснювального стресу, що індукує синтез антиокси-
дантів.

Вивчення впливу різних концентрацій і форм азоту на накопичення ан-
тиоксидантів показало, що при зниженому рівні нітратів накопичення α-токо-
феролу в культурі N. oculata зростало [7]. Наявність нітратів у живильному 
розчині в концентрації 441 мкМ є стимулом для підвищення виходу токофе-
ролу (до 2,33 мг×(г сух. в.)-1)  з культури на пізній стаціонарній фазі росту. 
Вміст α-токоферолу був на 26% вищим порівняно з культурою, яка зростала 
в середовищі з подвійним вмістом нітратів. Важливо зазначити, що водорості 
на ранній стадії росту в середовищі живлення з  такою ж  кількістю нітрату 
(441 мкМ), містили на 59% меншу кількість вітаміну Е. На противагу виро-
щуванню на нітраті, присутність азоту у тих самих концентраціях в інших 
формах не мала аналогічного впливу на динаміку акумуляції вітаміну [7]. До-
ведено, що нітрат найбільше сприяє накопиченню α-токоферолу у клітинах 
мікроводорості, порівняно з нітритом, амонієм, сечовиною, взятими у кон-
центрації, що відповідає однаковій кількості атомів азоту на літр живильного 
середовища [15].  

Вплив азотного голодування поряд з ефектом високої концентрації NaCl 
та опромінення УФ-В на синтез антиоксидантів у мікроводорості D.  salina 
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(Chlorophyta) вивчався H. Abd El-baky [1]. Згідно з результатами, антиокси-
дантний захист у клітинах D. salina, вирощених в оптимальному живильному 
середовищі, збільшується під опроміненням УФ-В, а також при високій кон-
центрації NaCl та дефіциті азоту. Механізми захисту включають прискорений 
синтез антиоксидантних компонентів, включаючи α-токоферол, концентра-
ція якого досягла максимального рівня в 3,83 мг×(г сух. в.)-1 через сукупний 
вплив сольового стресу (16% NaCl) та дефіциту азоту (2,5 мМ) [1]. 

З іншого боку, за даними [11] на вміст α-токоферолу в Chlorella vulgaris, 
P. tricornutum та T. suecica позитивно впливало лише обмеження фосфатного 
живлення, тоді як продукування α-токоферолу T. suecica посилювалося в умо-
вах, насичення поживними речовинами [4].

Перевагами  мікроводоростей D. tertiolecta та T. suecica є  їх невибагли-
вість до середовища, здатність асимілювати  органічні речовини та швидко 
накопичувати біомасу вище 70 г×л-1. Через це ці культури  широко використо-
вуються в аквакультурі для годівлі риби та личинок молюсків. Порівняння 
інтенсивності росту та накопичення α-токоферолу у D. tertiolecta та T. suecica 
в експерименті E. Carballo-Cardenas et al. [4] несподівано показали, що при 
збільшенні щільності клітин та зменшенні доступності світла зростали як 
концентрація клітин у культурі, так як і вміст токоферолу в клітинах. Таким 
чином, експеримент не виявив очікуваного впливу високої інтенсивності світ-
ла на вміст токоферолів як антиоксидантів, що захищають фотосинтетичний 
апарат від фотоокиснювальних пошкоджень. Автори  вважають, що отримані 
дані показують, що  внутрішньоклітинний синтез токоферолу стимулював-
ся  не тільки інтенсивністю світла, але й старінням культури. Ці результати 
вказують на можливість отримання великої кількості α-токоферолу з культур 
мікроводоростей з високою щільністю клітин [4].

Показано, що накопичення токоферолу у змішаних культурах мікрово-
доростей E. gracilis і Selenastrum capricornutum, які є компонентами аквакуль-
тур судака та сома, зростало при виснаженні поживних речовин у водоймі 
[36]. При зниженні концентрації амонійного нітрогену на 98,9–99,5 та фосфа-
ту на 98,4–99,8% від початкового рівня вміст токоферолу в біомасі водоростей 
зростав до 877,2 мкг×л−1, що перевищує вимоги до корму для риб. Таким чи-
ном, водорості за варіювання умов вирощування можуть забезпечити потреби 
риб в біологічно-активних речовинах.

Оптимізація синтезу α-токоферолу за умов двостадійного 
культивування мікроводоростей

Ріст деяких видів водоростей (наприклад, евгленоїдних та зелених водо-
ростей) можна оптимізувати для посиленого виробництва α-токоферолу [35], 
розділяючи у часі стадію накопичення біомаси і стадію стимуляції біосинте-
зу α-токоферолу.  При двостадійному режимі культивування мікроводорості 
спочатку вирощують в оптимальних для росту умовах. Потім мікроводорості 
збирають та переводять на модифіковане середовище для подальшого куль-
тивування в стресових умовах, що посилює біосинтез токоферолу. Для під-
вищення продукування токоферолу застосовують також екзогенне додавання 
прооксидантів, таких як H2O2 [2].
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Найбільш перспективним джерелом токоферолів вважаються представ-
ники роду Euglena spp., які накопичують цього вітаміну до 3,7 мг×(г сух. в.)-1 
із вмістом α-токоферолу до 97% [28, 30]. Клітини мікроводорості E. gracilis 
також накопичують у великих кількостях і інші антиоксиданти, такі як β-ка-
ротин, вітамін С, глутатіон, а також поліненасичені жирні кислоти, всі 20 
основних амінокислот та імуностимулювальний поліцукрид β-глікан (пара-
мілон) [38]. Завдяки високій поживній цінності цього організму та нетоксич-
ності, його застосовують як основний корм чи підкормку для тварин, він спо-
живається людиною у вигляді біологічно активних добавок [24]. 

Мікроводорість E.  gracilis здатна асимілювати різноманітні органічні 
джерела вуглецю (глюкоза, ацетат, глутамат, сукцинат, піруват, малат, етанол 
та ін.), досягаючи маси клітин культури від 10,8 до 19,0 г×л-1 на 5-у добу куль-
тивування в середовищі з оптимальним комбінованим вмістом субстратів [29, 
34]. Цей організм також добре росте в автотрофних і гетеротрофних умовах 
культивування, має широкий оптимум рН та температури росту, не надто ви-
багливий до інтенсивності освітлення, має пристосування до дефіциту кисню. 
Клітини мікроводорості E. gracilis позбавлені целюлозної клітинної стінки, 
що значно полегшує екстракцію токоферолів і, у випадку використання біо-
маси E. gracilis у їжу, вона легко засвоюється та асимілюється. Проте, у по-
рівнянні з деякими іншими мікроводоростями, Dunaliella і Spirulina, культура 
E. gracilis легко контамінується мікроорганізмами, що швидко ростуть [25].  

МТ- клітини E. gracilis досягають високих показників накопиченої бі-
омаси за одиницю часу, проте з меншим умістом антиоксидантних вітамінів 
ніж у ФТ- культури. Для ефективного продукування цих вітамінів було засто-
совано двостадійне культивування [34]. Після того, як клітини E. gracilis були 
вирощені у культурі з підкормкою, у фотогетеротрофних (або гетеротроф-
них) умовах, їх густина досягала 19 г×л-1 на 6 добу з вмістом вітаміну Е лише 
0,85 мг×(г сух. в.)-1. Наступне перенесення цих клітин у сольове живильне 
середовище і фототрофне культивування протягом 3 діб підвищувало вміст 
у клітинах вітаміну Е до 1,45 мг×(г сух. в.)-1, а β-каротину та вітаміну С до 
3,41 та 4,16 мг×(г сух. в.)-1 відповідно. Водночас, такий же вміст зазначених 
сполук спостерігався в клітинах лише при  фотоавтотрофному культивуванні. 
Система культивування з підкормкою у випадку двостадійного культивування 
є найбільш ефективною. Метод двостадійного культивування застосовували і 
до деяких інших водоростей. Так, наприклад, мікроводорість D. tertiolecta хоч 
і накопичує дещо більше токоферолів на клітину, проте фінальна концентрація 
клітин лишається невеликою, результатом чого є низький вихід вітаміну Е на 
одиницю об’єму культури, порівняно з культурою E. gracilis. Незважаючи на 
простоту вирощування і швидкий ріст, водорості Chlorella, Chlamydomonas, 
Spirulina, мають низький вміст вітаміну Е на клітину [34]. Застосування ци-
клічної фотоавтотрофно-гетеротрофної системи культивування, за якої кліти-
ни протягом дня зростають фотоавтотрофно, а вночі гетеротрофно, дозволяє 
вирішити проблему втрати біомаси вночі та досягти тривалого росту культу-
ри в умовах циклів світло-темрява [25]. 

Акумуляція токоферолів у клітинах E.  gracilis може бути значно під-
вищена при внесенні деяких сполук з-поміж широкого діапазону органічних 
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субстратів мікроводорості. Етанол є субстратом E. gracilis, який стимулює 
не тільки ріст культури та акумуляцію α-токоферолу, але і парамілону – за-
пасного поліцукриду мікроводорості, який має біотехнологічне значення [26, 
29]. Комбіноване внесення етанолу з іншими субстратами може стимулюва-
ти продуктивність культури. Найбільшу концентрацію α-токоферолу (5,1 мг× 
(г сух. в.)-1) було отримано з використанням мутантного штаму E. gracilis з 
додаванням у середовище попередників синтезу α-токоферолу тирозину та 
гомогентизату (рис. 1) [35]. E. gracilis здатна акумулювати α-токоферол у на-
багато більшій концентрації, ніж насіння соняшника (0,27 мг×(г сух. в.)-1) та 
сої (0,2 мг×(г сух. в.)-1) [29].

Вихід α-токоферолу з біомаси мікроводорості залежить не тільки від 
його внутрішньоклітинного вмісту, але і від способу екстракції вітаміну. 
J. Mendiola та ін. [21], які у низці вимірювань вмісту α-токоферолу у кліти-
нах Spirulina platensis отримували результат всього лише 0,011–0,014  мг×
(г сух. в.)-1, змоделювали процес екстракції α-токоферолу рідким діоксидом 
вуглецю з метою виявлення найефективніших показників температури та 
тиску при екстракції. Параметри створеної J. Mendiola та ін. математичної 
моделі, оцінені із застосуванням множинної лінійної регресії, дозволяють 
розрахувати концентрацію токоферолів у екстрактах S. platensis як функцію 
значень тиску та температури екстракції. Оптимальні умови процесу екстрак-
ції, згідно статистичної програми,  складали 83,3 °С та 362 бар і були експе-
риментально перевірені. При дотриманні вказаних умов екстракції СО2 у су-
перкритичному стані є теоретична можливість отримати концентрацію α-то-
коферолу 29,4 мг∙(г екстракту)-1, що перевищує його вміст у  вихідній біомасі 
S. platensis у 12 разів [21].

 α-Токоферол є природнім антиоксидантом необхідним для споживан-
ня людиною та тваринами. Природніми джерелами цього вітаміну є фото-
синтезувальні організми. Вміст найбільш біологічно активної α-ізоформи 
токоферолів у клітинах рослин є невисоким, більше переважає γ-токоферол 
у оліях – основних джерелах вітаміну для людини. Через це досліджується 
можливість використання різноманітних підходів для підвищення накопичен-
ня α-токоферолу рослинами, включаючи генетичні, які дають найкращий ре-
зультат. Проте, споживання трансгенних рослин не має популярності, а відда-
ється перевага генетично не зміненому продуценту. Широка різноманітність 
напрямів використання біомаси мікроводоростей, в першу чергу, як джерела 
цінних біологічно активних та поживних сполук, звертає увагу і на можли-
вість отримання вітаміну Е із цих організмів. Ключовими чинниками є мета-
болічна пластичність, адаптивність, швидкий приріст біомаси мікроводорос-
тей як продуцентів та можливість створення різноманітних контрольованих 
умов для їх вирощування. Низка досліджень вже було проведено з приводу 
підвищення вмісту α-токоферолу у клітинах мікроводоростей та встановлено 
важливість вибору виду мікроводорості з підбором до неї умов культивування 
для стимуляції накопичення вітаміну. Ці умови можуть бути відносно уні-
версальними, так як помірний стрес, викликаний підвищенням інтенсивності 
освітлення та температури, солоністю, або опроміненням, дефіцит нітратів у 
живильному середовищі, присутність речовин-стимуляторів, або попередни-
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ків синтезу токоферолів. Часто окремі види водоростей проявляють нетипову 
реакцію на умови стресу, тому може бути необхідність у підборі специфіч-
них умов. Перспективний продуцент α-токоферолу E. gracilis має підвищений 
вміст цієї сполуки при вирощуванні у присутності етанолу, особливо у ком-
бінації з іншими субстратами, що спостерігається як на світлі, так і у темря-
ві. Помірні стресові чинники, наприклад, відхилення від оптимуму значень 
температури, інтенсивності освітлення та вмісту поживних речовин у серед-
овищі, сприяють синтезу вітаміну, але пригнічують ріст культури, через що 
доцільним є гетеротрофне, або міксотрофне вирощування. Стадійність куль-
тивування дозволяє вирішити проблему низької інтенсивності накопичення 
біомаси в умовах стимуляції синтезу антиоксидантів та суттєво підвищити 
продуктивність культури.
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АККУМУЛЯЦИЯ α-ТОКОФЕРОЛА В КЛЕТКАХ 
МИКРОВОДОРОСЛЕЙ

Реферат
До настоящего времени растительные масла являются основным природ-
ным источником витамина Е. Среди соединений группы витамина Е наи-
большую биологическую активность имеет α-токоферол, содержание ко-
торого в растительных маслах относительно небольшой. Значительно бо-
лее высокие концентрации α-токоферола (до 4–6 мг/г сух. в.) накапливают 
некоторые микроводоросли, такие как Euglena gracilis, Dunaliella tertiolecta, 
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis suecica и др. Из-за этого последнее вре-
мя увеличился интерес к биотехнологии микроводорослей с целью получения 
сырья для производства витаминов. Накопление токоферолов в биомассе 
E.  gracilis происходит наиболее эффективно в условиях миксотрофного 
культивирования. 
Растворимый в липидах α-токоферол является компонентом неэнзиматиче-
ской антиоксидантной системы и выполняет функцию защиты клеточных 
мембран от активных форм кислорода. В результате многих исследований 
установлена зависимость уровня накопления α-токоферола от условий 
культивирования микроводорослей, включая интенсивность освещения, 
фотопериод, уровень азота, температуру, тип углеродного питания и др. 
При этом, стрессовые условия стимулируют накопление антиоксидантов в 
фотосинтезирующих организмах, но ограничивают нормальную скорость 
их роста. Проблема увеличения выхода токоферолов решается в системах 
двухэтапного культивирования через разделение во времени стадий нако-
пления биомассы и стадии стимуляции биосинтеза α-токоферола. Увели-
чение содержания токоферола при этом достигается благодаря введению 
экзогенных источников углерода та этапе накопления биомассы и лимити-
рование питательной среды по некоторым биогенным элементам на этапе 
стимуляции синтеза антиоксиданта. В обзоре приведены данные о влиянии 
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состава питательной среды, типа питания, температуры, интенсивности 
освещения, техники культивирования на накопление клетками микроводо-
рослей витамина Е.

Ключевые слова:  микроводоросли, α-токоферол, двухэтапное культиви-
рование
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ACCUMULATION OF α-TOCOPHEROL 
IN MICROALGAE CELLS

To date, the main natural source of vitamin E is vegetable oils. Among the com-
pounds of the vitamin E group, α-tocopherol has the higher biological activity, the 
relative content of which in vegetable oils is comparatively small. Significantly 
higher concentrations of α-tocopherol (up to 4-6 mg / g dry weight) accumulate 
some microalgae, such as Euglena gracilis, Dunaliella tertiolecta, Nannochlorop-
sis oculata, Tetraselmis suecica and others. Due to this, there has been a growing 
interest in biotechnology of microalgae as a raw material for the production of 
vitamins. The largest amount of tocopherols is synthesized in Euglena gracilis 
cells by myxorotrophic cultivation.
Lipid-soluble α-tocopherol is a component of the non-enzymatic antioxidant sys-
tem and performs the function of protecting cell membranes from reactive oxygen 
species and free radicals. As a result of many studies, the dependence of the level 
of α-tocopherol accumulation on the conditions of cultivation of microalgae, in-
cluding light intensity, photoperiod, nitrogen level, temperature, type of carbon 
nutrition, etc. At the same time, stressful conditions stimulate the accumulation 
of antioxidants in photosynthetic organisms, but limit the normal rate of their 
growth. The problem of increasing the yield of tocopherols is solved in systems of 
two-stage cultivation through the separation in time of the stage of biomass accu-
mulation and the stage of stimulation of α-tocopherol biosynthesis. The increase 
in tocopherol content is achieved due to the introduction of exogenous carbon 
sources at the stage of biomass accumulation and limiting the nutrient medium for 
some nutrients at the stage of stimulating the synthesis of antioxidants. The review 
presents data on the effects of the composition of the nutrient medium, type of nu-
trition, temperature, light intensity, cultivation technique on the accumulation of 
vitamin E by microalgae cells.

K e  y   w o r  d  s:  microalgae, α-tocopherol, two-stage cultivation
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ВИДІЛЕННЯ ТА АНАЛІЗ СТРУКТУРИ МУТАНТНОЇ 
ФОРМИ N-КІНЦЕВОГО КАТАЛІТИЧНОГО МОДУЛЯ 

ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗИ BOS TAURUS З 
ЗАМІНОЮ Trp 40 ТА Trp 87 НА АЛАНІН

Мета. Виділення та аналіз структури мутантного однотриптофанового 
білка міні BtTyrRS для дослідження за допомогою методів флуоресцентної 
спектроскопії конформаційних змін фермента в процесі взаємодії з анти-
кодоном тРНК та визначення впливу залишків триптофану в положенні 
40 та 87 в його структурі на функціональні властивості ензиму. Методи. 
Електрофорез, метал-хелатувальна афінна хроматографія, флуоресцентна 
спектроскопія, моделювання просторової структури. Результати. Вста-
новлено, що заміна двох кодонів амінокислоти триптофану на кодони амі-
нокислоти аланіну в клонованій кДНК міні BtTyrRS не впливає на синтез му-
тантної форми фермента в штамі E.  coli BL21(DE3)pLysE. Вихід афінно 
очищеного на Ni-NTA агарозі білка складає в середньому 3,5 мг з 100 мл куль-
турального середовища. Комп’ютерне моделювання структури та флуорес-
центна спектроскопія однотриптофанової форми міні BtTyrRS вказують на 
компактну структуру мутантного фермента, в якому Trp 283 знаходиться 
в іммобілізованому мікрооточенні. Висновки. Отримано афінно очищений 
на Ni-NTA агарозі мутантний однотриптофановий білок міні TyrRS, при-
датний для флуоресцентних досліджень структурно-динамічних та функ-
ціональних властивостей ензиму. 

Ключові  слова:  тирозил-тРНК синтетаза, мутанта форма міні TyrRS, 
бактеріальна експресія

Аміноацил-тРНК синтетази (АРСази) [КФ 6.1.1] є ключовим фермен-
том першого етапу білкового синтезу. АРСази каталізують високоселектив-
ну АТФ-залежну активацію амінокислоти з утворенням аміноациладенілата 
та ковалентне приєднання її до ізоакцепторної тРНК, здійснюючи таким чи-
ном першу стадію реалізації закодованої в геномі організмів інформації про 
структуру білка [1].

Тирозил-тРНК синтетаза (TyrRS) є однією з найбільш вивчених АРСаз. 
В клітинах ссавців вона є гомодимером α2 типу, мономером якого є повнороз-
мірний фермент. Мономер TyrRS Bos taurus (59.2 кДа) складається з N-кінце-
вого каталітичного (міні BtTyrRS, 39 кДа) та С-кінцевого EMAP II-подібного 
(20кДа) модулів [2]. В BtTyrRS N-кінцевому модулю притаманна каталітична 
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функція аміноацилювання тРНК, тоді як С-модуль відповідає за корегування 
та стабілізацію розміщення  тРНК в активному центрі фермента [2,3]. Крім 
основної функції аміноацилювання тРНК тирозил-тРНК синтетаза виконує в 
клітині і важливі неканонічні функції. Після розщеплення синтетази еласта-
зою на міні BtTyrRS та С-модуль, останні проявляють цитокінові властиво-
сті: міні TyrRS є інтерлейкін-подібним цитокіном і стимулює ангіогенез, ак-
тивує міграцію ендотеліальних клітин, а також є хемотаксичним фактором 
для нейтрофілів, тоді як С-модуль є ЕМАР II подібним цитокіном і стимулює 
хемотаксичну активність моноцитів та підсилює прокоагуляційну активність 
ендотеліальних клітин [3,4]. 

З огляду на те, що N-кінцевий каталітичний модуль синтетази є інте-
рлейкін-подібним цитокіном і проявляє проангіогенні властивості, він є пер-
спективним об’єктом для досліджень з метою можливого використання в по-
дальшому як лікарського препарату.

Амінокислотна послідовність N-кінцевого каталітичного модуля тиро-
зил- тРНК синтетази Bos taurus має три залишки триптофану, які в структурі 
білка розташовані в активному центрі ферменту (W40), в області димеризації 
мономерів міні BtTyrRS (W87) та в сайті зв’язування триплета антикодону 
тРНК TyrRS (W283). Розташування залишків триптофану в функціонально 
важливих областях ензиму робить перспективним дослідження його власти-
востей методами флуоресцентної спектроскопії, оскільки флуоресцентна 
спектроскопія є одним з найбільш інформативних методів вивчення конфор-
маційних особливостей і внутрішньомолекулярних взаємодій в структурі біл-
ків [5]. Найбільш інформативними флуоресцентні дослідження властивостей 
білків стають при наявності лише одного залишка триптофану в їх структурі. 

Раніше нами було клоновано кДНК каталітичного модуля тирозил- 
тРНК синтетази в експресуючій плазміді рЕТ32а та досліджено його експре-
сію [6]. В подальшому за допомогою сайт-спрямованого мутагенезу в кло-
нованій кДНК міні BtTyrRS було заміщено кодони Trp40 та Trp87 на кодони 
аланіну і залишено лише один кодон триптофану в області зв’язування фер-
ментом антикодону [7]. 

Метою даної роботи було виділення та аналіз структури мутантного 
однотриптофанового білка міні BtTyrRS для дослідження в подальшому за 
допомогою методів флуоресцентної спектроскопії конформаційних змін фер-
мента в процесі взаємодії з антикодоном тРНК та визначення впливу залиш-
ків триптофану в положенні 40 та 87 в його структурі на функціональні вла-
ствості ензиму.

Матеріали і методи
В роботі була використана бактеріальна система E. coli, оскільки екс-

пресія білків в E. coli є недорогим, простим і швидким методом, який доз-
воляє отримати рекомбінантні білки у великих кількостях в нативному стані 
[8,9]. Для отримання мутантної форми міні TyrRS було взято штам-проду-
цент рекомбінантного білка E. coli BL21(DE3)pLysE (Stratagene, США), тран-
сформований плазмідною конструкцією pET30а-39KYRSW283. Експресуюча 
конструкція pET30а-39KYRSW283 була створена на базі вектору pET-30a(+) 
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(“Novagen”, США) і містила клоновану мутантну по кодонам триптофанів в 
положенні 40 та 87 кДНК міні  BtTyrRS. 

Для напрацювання рекомбінантної плазміди pET30а-39KYRSW283 ви-
користовували генноінженерний штам E. coli DH5α. Плазмідну ДНК виділяли 
за допомогою кіта Gene JET Plasmid Miniprep Kit фірми ”Thermo Scientific“. 
Концентрацію плазмідної ДНК визначали на спектрофотометрі NanoDrop 
2000 (”Thermo Scientific“). Компетентні клітини E. coli отримували згідно ме-
тоду Іное [10]. Всі процедури з трансформації плазмідної конструкції pET30а-
39KYRSW283 в компетентні клітини E. coli проводили стандартним методом 
згідно з лабораторним посібником [11].  

Вирощування культури E.  coli BL21(DE3)pLysE та індукцію експресії 
рекомбінантної міні BtTyrRS в бактеріальній культурі проводили в середовищі 
Луріа-Бертані (LB) (10 г бактотриптону, 5 г дріжджового екстракту, 10 г NaCl 
на 1 л) з 30 мкг/мл антибіотика канаміцину. Трансформовані рекомбінантною 
плазмідою pET30а-39KYRSW283 компетентні клітини E. coli вирощували на 
шейкері (Environmental Shaker Incubator ES-20) при 37  °С до оптичної гус-
тини А600 = 0,6–0,8 і індукували синтез цільового білка додаванням 1М ізо-
пропіл-β-D-тіогалактопіранозида (IPTG) до 1мМ концентрації з наступною 
інкубацією при 25 °С впродовж 12 годин згідно статті [12]. Зібрану біомасу 
зі 100 мл культури ресуспендували у 12 мл буферу для лізису клітин (50 мМ 
натрій-фоcфатний буфер, pH 8,0, 500 мМ NaCl, 10 мМ імідазол, 5 мМ β-мер-
каптоетанол). Лізис проводили за допомогою ультразвукового дезінтегратора 
УЗ-озвучуванням (6 циклів по 20 с, інтервали 20 с). Лізат освітлювали цен-
трифугуванням при 13000 об/хв протягом 30 хв при 4 °С. Супернатант нано-
сили на врівноважену буфером для лізису клітин Ni-NTA агарозну колонку 
об’ємом 2 мл, яку промивали 10 мл буферу для промивки (50 мМ натрій-фоc-
фатний буфер, pH 8,0, 500 мМ NaCl, 20 мМ імідазол, 5 мМ β-меркаптоетанол). 
Рекомбінантний білок  елюювали 5 мл буферу для елюції (50 мМ натрій-фоc-
фатного буфера, pH 8.0, 150 мМ NaCl, 200 мМ імідазол, 5 мМ β-меркаптое-
танол). Фракції з елюйованим білком об'єднували і діалізували проти 300 мл 
буферу для діалізу (500 мМ натрій-фоcфатний буфер рН 8,0, 150 мМ NaCl) 
впродовж 20 годин при + 4 °С.

 Концентрацію очищеного рекомбінантного білка міні BtTyrRS визна-
чали спектрофотометрично на спектрофотометрі BioMate 5, використовуючи 
молярний коефіцієнт екстинкції 27850 M-1 cm-1 при довжині хвилі 280 нм.   Ко-
ефіцієнт оптичного поглинання визначали за даними амінокислотного складу 
білка за допомогою програми ProtParam (http://expasy.ch/cgibin/protparam).

 Електрофоретичний аналіз експресії рекомбінантного білка проводили 
за допомогою електрофорезу в 12% поліакриламідному гелі в денатуруваль-
них умовах в буферній системі Леммлі [13]. Гелі забарвлювали барвником 
Cumassie R250.

Спектри флюоресценції реєстрували на спектрофлуориметрі з термос-
татованим кюветотримачем Hitachi M850 (Японія). Температуру у кюветі ви-
значали з точністю до + 0,2 °С. Вимірювання проводили у кварцевій кюветі 
з довжиною оптичного шляху 0,5 см. Спектральна ширина щілини для моно-
хроматора збуджувального світла та реєструючої системи становила 5–10 нм. 

ВИДІЛЕННЯ ТА АНАЛІЗ СТРУКТУРИ МУТАНТНОЇ ФОРМИ ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 27–39



30

Довжина хвилі збуджувального світла дорівнювала 280 нм та 295 нм, інтервал 
довжини хвиль для спектрів флюоресценції становив 300–400 нм, реєстрацію 
флуоресценції проводили під кутом 90° до напрямку пучка збуджувального 
світла при температурі 25 °С.

Амінокислотна послідовністьTyrRS Bos taurus була взята з бази даних 
NCBI Gene data-base (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) за ідентифікацій-
ним номером DAA32266.1. Просторові структури димера подвійного мутан-
та BtTyrRS були змодельовані з кристалічної структури HsTyrRS (коди PDB 
1N3L:A) як матриці за допомогою веб-сервера SWISS-MODEL [14].

Результати та їх обговорення
В попередніх роботах нами була отримана, клонована в низці  плазмід-

них векторів та секвенована повна нуклеотидна послідовність кДНК гену 
тирозил-тРНК синтетази Bos taurus [15]. На її основі була створена експре-
суюча конструкція pET-30a(+)-39KYRS з клонованою послідовністю кДНК 
N-кінцевого каталітичного модуля синтетази. Експресований в штамі E. coli 
BL21 (DE3) рекомбінантний білок міні BtTyrRS зберігав аміноацилювальну 
здатність, притаманну  аміноацил-тРНК синтетазі. 

Базуючись на рентгенструктурних даних кристалів N-кінцевого ката-
літичного модуля тирозил-тРНК синтетази людини [16], яка на 95% схожа 
з міні TyrRS Bos taurus, і комп’ютерній моделі просторової структури пов-
норозмірної тирозил-тРНК-синтетазы Bos taurus [17], нами була  побудована 
комп’ютерна модель структурної організації гомодимера N-кінцевого каталі-
тичного модуля  TyrRS Bos taurus [12]. Згідно з даними рентгенструктурного 
аналізу та створеної нами тривимірної моделі каталітичного модуля синте-
тази триптофанові залишки в положенні 283 в димері функціональної міні 
BtTyrRS знаходяться в області, доступній для взаємодії з тРНК.  

З метою отримання білка міні BtTyrRS з одним залишком триптофану 
в положенні 283 для дослідження властивостей фермента методами флуорес-
центної спектроскопії в плазмідній конструкції pET-30a(+)-39KYRS була про-
ведена  заміна триплетів триптофану в кДНК каталітичного модуля синте-
тази в положенні 40 та 87 на триплети аланіну методом сайт-спрямованого 
QuikChange мутагенезу [7]. В результаті була отримана плазмідна конструкція 
pET-30a(+)-39KYRS283W, що має лише один кодон триптофану в положенні 
283 в клонованій послідовності кДНК N-кінцевого модуля  синтетази. Аміно-
кислота аланін була вибрана для заміщення залишків триптофану в амінокис-
лотній послідовності міні BtTyrRS за її невеликим гідрофобним радикалом, 
який не впливає на формування суміжними амінокислотними залишками в 
поліпептидному ланцюзі вторинної структури білка. 

 Для визначення впливу замін двох триптофанових залишків на аланін 
на структуру міні BtTyrRS була побудована модель просторової структури 
мутантної форми гомодимера N-кінцевого каталітичного модуля TyrRS Bos 
taurus з одним триптофановим залишком в  послідовності білка в положенні 
283. Розроблена модель мутантної форми міні BtTyrRS приведена на рис. 1. 
Порівняння моделей просторових структур отриманої раніше нативної [12] та 
мутантної форм міні BtTyrRS не виявило явних відмінностей в їх структурі. 
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Це свідчить про те, що заміна Trp40 та Trp87 на Ala в амінокислотній послі-
довності білка не привела до порушення просторової структури ензиму.

Рис. 1. Модель просторової структури гомодимера мутантної форми міні BtTyrRS 
з залишком триптофану в положенні 283. Різні мономери позначені синім 

та зеленим кольором

Fig.1. Model of spatial structure of the homodimer of mutant form mini BtTyrRS
with tryptophan residues at position 283. Different monomers are highlighted in blue 

and green 

Дослідження властивостей ферментів експериментальними методами 
потребує значної кількості білків. Для їх отримання в основному застосо-
вуються генно-інженерні підходи. Бактеріальна система експресії на основі 
РНК-полімерази фага Т7 є однією з найбільш ефективних прокаріотичних 
систем, що використовується для отримання рекомбінантних білків як про-, 
так і еукаріотичного походження. Продуцентом рекомбінантних білків в цій 
системі є штами на основі E.  coli BL21(DE3), в яких ген РНК-полімерази 
фага Т7 під контролем промотора lacUV5 інтегрований в бактеріальну хро-
мосому. Штами на основі BL21(DE3) використовуються як реципієнти різних 
експресувальних плазмідних векторів, в яких цільові гени вбудовуються під 
контроль промоторів, що впізнаються РНК-полімеразою фага Т7. До таких 
плазмідних векторів відноситься вектор pET-30a(+).  Транскрипція клонова-
них генів в цих векторах індукується додаванням в культуральне середовіще 
індуктора синтезу IPTG.

Синтез рекомбінантних білків в бактеріальних системах значною мірою 
залежить від умов культивування. В попередніх роботах нами були визначе-
ні оптимальні параметри експресії в бактеріальних клітинах E.  coli штаму 
BL21(DE3)pLysE нативної повнорозмірної тирозил-тРНК синтетази, натив-
ної та мутантної міні BtTyrRS, в амінокислотній послідовності якої  залишки 
Trp40 та Trp283 були замінені на залишки Ala [6, 12, 18]. В роботах дослі-
джувався вплив на експресію міні BtTyrRS в експресувальному векторі pET-
30a(+) таких чинників, як склад культурального середовища, кількість індук-
тора синтезу білка, що вноситься в культуральне середовище, температурні 
параметри та час культивування культури до та після додавання індуктора. 
Було показано, що найбільш високий рівень синтезу рекомбінантної міні 
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BtTyrRS в культурі E. coli досягався при додаванні в культуральне середови-
ще індуктора синтезу білка IPTG в концентрації 1мМ при досяганні оптич-
ної густини OD600= 0,7–0,9, що відповідає логарифмічній фазі росту бактері-
альної культури, та інкубації культури впродовж 8 годин при 25 оС. При цій 
температурі інкубації  бактеріальних культур відзначався найбільш високий 
вміст  синтезованої рекомбінантної міні BtTyrRS в розчинній фракції  клітин  
E. coli, який досягав 47% від загальної кількості синтезованого рекомбінант-
ного білка.Було встановлено також, що склад культурального середовища не 
має значного впливу на експресію ферменту. 

Експериментально встановлені оптимальні умови експресії каталітич-
ного модуля тирозил-тРНК синтетази Bos taurus в E.  coli в середовищі LB 
були враховані нами в роботі при отриманні препаративної кількості реком-
бінантної мутантної міні BtTyrRS в культурі клітин E. coli штаму BL21(DE3)
pLysE після трансформації штаму  плазмідною конструкцією pET-30a(+)-
39KYRS283W.  

Після лізису бактеріальних клітин та хроматографічної очистки лізату 
за допомогою металхелатувальної хроматографії на Ni-NTA агарозі (рис. 2) з 
100 мл бактеріальної культури, інкубованої при температурі 25 оС впродовж 
8 годин, було отримано з використанням при оцінці виходу білку коефіцієн-
та екстинції 27850 M-1cm-1 до 3,5 мг гомогенного рекомбінантного білка му-
тантної міні BtTyrRS, чистота якого згідно гель-електрофорезу досягає 95% 
(рис. 3). 

Кількість отриманого білка мутантної форми міні BtTyrRS співвідно-
ситься з кількістю отриманого раніше у культуральному середовищі в одних 
і тих же умовах білка нативної форми ферменту [12]. Це свідчить, що заміна 
двох триптофанових залишків на аланін в положенні 40 та 87 в структурі ка-
талітичного модуля BtTyrRS не впливає на синтез рекомбінантного білка в 
трансформованому плазмідною конструкцією pET-30a(+)-39KYRS283W шта-
мі E. coli BL21(DE3)pLysE. Відповідно, з одного літра бактеріальної культури 
у використаних нами умовах експресії можна отримати до 35 мг очищеного 
рекомбінантного ензиму.

№
1 Лізат до індукції
2 Лізат після індукції IPTG
3 Супернатант
4 Промивка
5 Проскок
6 6-10–фракції елюції
11 Змив

Рис 2. Електрофоретичний аналіз експресії та очистки мутантної форми 
mini-TyrRS на Ni-NTA агарозі

Fig. 2. Electrophoretic analysis of expression and purification of the mutant form 
of mini-TyrRS on Ni-NTA agarose
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Рис. 3. Електрофоретичний аналіз експресії мутантної форми каталітичного модуля    
тирозинової  аміноацил-тРНК синтетази Bos taurus в штамі E. coli BL21(DE3)pLysE 
та електрофоретичний контроль чистоти мутантного білка після хрматографічної 

очистки на Ni-NTA агарозі (12%-ий поліакриламідний  гель)

М – Маркерна суміш білків (‘‘Invitrogen’’, Mark 12 Unstained Standart)
1 – Клітинний лізат трансформованої плазмідою pET30а-39KYRSW283  

бактеріальної культури штаму BL21(DE3)pLysE до індукції IPTG синтезу 
мутантної форми міні BtTyrRS

2 – Клітинний лізат трансформованої плазмідою pET30а-39KYRSW283 бактеріальної 
культури штаму BL21(DE3)pLysE після індукції IPTG синтезу 

мутантної форми міні BtTyrRS
3 – Мутантна міні BtTyrRS після хрматографічної очистки на Ni-NTA агарозі

Fig. 3. Electrophoretic analysis of the expression of the mutant form of Bos taurus 
tyrosyl-tRNA synthetase catalytical module in E. coli BL21(DE3) pLysE strain and 
electrophoretic control of the purity of the mutant protein after chromatographic 

purification on Ni-NTA agarose (12% polyacrylamide gel).

M – Mixture of marker protein ('' Invitrogen '', Mark 12 Unstained Standart).
1 – Cell lysate of bacterial culture of E. coli strain BL21(DE3)pLysE transformed with plasmid 

pET30a-39KYRSW87 before IPTG induction of mutant mini BtTyrRS synthesis. 
2 – Cell lysate of bacterial culture of E. coli strain BL21(DE3) pLysE transformed with plasmid 

pET30a-39KYRSW40 after IPTG induction of mutant form mini BtTyrRS synthesis. 
3 – Mutant mini BtTyrRS after chromatographic purification on Ni-NTA agarose.

М         1       2       3      

Для оцінки стану отриманої за допомогою металхелатувальної хрома-
тографії мутантної форми каталітичного модуля тирозил-тРНК синтетази 
була застосована флуоресцентна спектроскопія. Спектри флуоресценції  му-
тантної форми каталітичного модуля тирозил-тРНК синтетази B.  taurus за 
довжини хвилі збудження 280  нм (спектр флуоресценції білка зумовлений 
сумарним випромінюванням тирозинових та триптофанового залишків) та 
295  нм (спектр флуоресценції зумовлений випромінюванням лише трипто-
фанового залишку) приведені на рис.4. Флуоресцентні характеристики емісії 
триптофанового залишку отриманого рекомбінантного білка, ширина спектра 
флуоресценції ∆λ та положення максимуму флуоресценції, становлять, від-
повідно, близько 57 нм та 345 нм (рис. 4). Параметри спектрів флуоресценції 

kDa

66.3

55.4

36.5
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триптофанових залишків залежать від полярності мікрооточення, а також їх 
здатності релаксувати за час життя флуоресценції. Полярність мікрооточення 
триптофанового залишку визначається як його доступністю для молекул роз-
чинника, так і власними полярними групами білка, які входять до складу мі-
крооточення. Згідно моделі трьох спектральних класів залишків триптофану 
в структурі білків [19] триптофановий залишок в положенні 283 відноситься 
більшою мірою до спектрального класу II, що характеризується емісією ім-
мобілізованого на поверхні білка індольного флуорофора, який в основному   
контактує зі зв’язаною водою та іншими полярними групами в структурі про-
теїну.

Рис. 4. Спектри флуоресценції мутантної форми міні TyrRS при довжині збудження 
280 нм (1) та 296 нм (2)

Fig. 4. Fluorescence spectra of the mutant form of mini TyrRS at excitation wavelengths 
of 280 nm (1) and 296 nm (2)

Раніше нами була вивчена власна триптофанова флуоресценція натив-
ної міні TyrRS і проаналізована її внутрішньомолекулярна динаміка методами 
флуоресцентної спектроскопії [20]. Проведений аналіз локалізації та власти-
востей мікрооточення 3-х триптофанових залишків, відповідальних за влас-
ну флуоресценцію міні TyrRS, дозволив охарактеризувати їх доступність в 
структурі димера фермента та конформаційну рухливість їх мікрооточення. 
Характеристики триптофанової флуоресценції мутантної форми міні TyrRS 
з залишками триптофанів у положенні 283 свідчать про іммобілізацію і ком-
пактний стан оточення триптофанових залишків в гомодимері ензиму та збе-
реження нативної конформації синтетази.

Дані підтверджуються подібністю просторових структур нативної та 
мутантної форм міні BtTyrRS та аналізом їх властивостей за допомогою про-
грами ProtParam, згідно якої індекси нестабільності останніх майже однакові 
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і дорівнюють відповідно 36,2 та 37,15, що свідчить про стабільність рекомбі-
нантного білка.

В результаті проведеної роботи встановлено, що заміна кодонів трипто-
фану в положеннях 40 та 87 на кодони аланіну в кДНК каталітичного модуля 
тирозил-тРНК синтетази Bos taurus не впливає на синтез мутантної форми 
ферменту в клітинах E. coli та її структуру. Вихід очищеного гомогенного біл-
ка мутантної міні BtTyrRS при інкубації культури трансформованого плазмі-
дою pET30а-39KYRSW283 штаму E. coli BL21(DE3)pLysE при 25 °С складає 
в середньому 35 мг з 1 л культурального середовища LB, що є достатнім для 
проведення подальших структурно-функціональних досліджень мутантної 
форми BtTyrRS. Згідно оцінки просторової структури та флуоресцентних да-
них структура мутантної форми синтетази перебуває в компактному стані.
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ISOLATION AND STRUCTURE ANALYSIS 
OF THE MUTANT FORM OF N-TERMINAL CATALYTIC 

MODULE OF BOS TAURUS TYROSYL-tRNA 
SYNTHETASE WITH REPLACEMENT OF Trp 40 

AND Trp 87 BY ALANINE

Summary
Aim. Isolation and analysis of the structure of the mutant monotryptophan protein 
mini BtTyrRS for study of conformational changes of the enzyme at the stage of 
interaction with tRNA using fluorescence spectroscopy and determination of the 
effect of tryptophan residues in position 40 and 87 in its structure on the function-
al properties of the enzyme. Methods. Electrophoresis, metal-chelating affinity 
chromatography, fluorescence spectroscopy, spatial structure modeling. Results. 
It was found that the replacement of two codons of Trp by codons of Ala in the 
cloned cDNA mini BtTyrRS does not affect the synthesis of the mutant form of the 
enzyme in E. coli strain BL21 (DE3) pLysE. The yield of affinity purified protein 
on Ni-NTA agarose is on average 3.5 mg per 100 ml of culture medium. Computer 
modeling of the structure and fluorescence spectroscopy of the monotryptophan 
form of mini BtTyrRS indicates a compact structure of the mutant enzyme, in which 
Trp 283 is in an immobilized microenvironment. Conclusions. Affinity purified on 
Ni-NTA agarose mutant monotryptophan protein mini TyrRS have been obtained 
which is suitable for fluorescent studies of structural-dynamic and functional 
properties of the enzyme.

Key words:  tyrosyl-tRNA synthetase, mutant form of mini TyrRS, bacterial ex-
pression 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И АНАЛИЗ СТРУКТУРЫ МУТАНТНОЙ 
ФОРМЫ N-КОНЦЕВОГО КАТАЛИТИЧЕСКОГО 

МОДУЛЯ ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЫ BOS TAURUS 
С ЗАМЕНОЙ Trp 40 И Trp 87 НА АЛАНИН

Реферат
Цель. Выделение и анализ структуры мутантного однотриптофанового 
белка мини BtTyrRS для исследования с помощью методов флуоресцентной 
спектроскопии конформационных изменений фермента в процессе взаимо-
действия с тРНК и определения влияния остатков триптофана в положе-
нии 40 и 87 в его структуре на функциональные свойства энзима. Методы. 
Электрофорез, металл-хелатирующая аффинная хроматография, флуорес-
центная спектроскопия, моделирование пространственной структуры. Ре-
зультаты. Установлено, что замена двух кодонов аминокислоты трипто-
фана на кодоны аминокислоты аланина в клонированной кДНК мини BtTyrRS 
не влияет на синтез мутантной формы фермента в штамме E. coli BL21 
(DE3) pLysE. Выход аффинно очищенного на Ni-NTA агарозе белка состав-
ляет в среднем 3,5 мг с 100 мл культуральной среды. Компьютерное модели-
рование структуры и флуоресцентная спектроскопия однотриптофановой 
формы мини BtTyrRS указывают на компактную структуру мутантного 
фермента, в которой Trp 283 находится в иммобилизованном микроокруже-
нии. Выводы. Получен аффинно очищенный на Ni-NTA агарозе мутантный 
однотриптофановий белок мини BtTyrRS, пригодный для флуоресцентных 
исследований структурно-динамических и функциональных свойств фер-
мента.

Ключевые слова:  тирозил-тРНК синтетаза, мутантая форма мини 
TyrRS, бактериальная экспрессия
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МІКРОБІОЛОГІЧНА І САНІТАРНО-
ХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА СТІЧНИХ ВОД 

ФАРМАЦЕВТИЧНОГО ПІДПРИЄМСТВА

Мета. Оцінка стічних вод фармацевтичного підприємства за санітарно-мі-
кробіологічними та хімічними показниками для визначення методу очистки 
та ремедіації їх від полютантів та патогенів. Методи. При санітарно-бак-
теріологічних дослідженнях для визначення загального мікробного числа 
(ЗМЧ), патогенних бактерій використовували класичні мікробіологічні ме-
тоди. Визначення концентрації амонію, нітриту та нітрату в пробах стіч-
них вод фармацевтичного підприємства проводили спектрофотометрично 
з використанням хімічної реакції йонів на реактив Несслера, реактив Грісса 
та фенолсульфідокислоти. Вміст йонів важких металів визначали мето-
дом електротермічної атомно-абсорбційної спектрофотометрії (ААС) з 
використанням приладу «Сатурн-2», фотометричним методом з викорис-
танням 4-аміноантипірину – фенол, екстракційно-фотометричним мето-
дом – поверхнево-активні речовини, методом інфрачервоної спектрометрії 
– нафтові вуглеводні. Результати. Експериментально підтверджено, що 
загальне мікробне число у пробах стічної води фармацевтичного підприєм-
ства незначно перевищувало нормативний показник. Індекс бактерій групи 
кишкової палички (БГКП) та індекс E. сoli були у межах норми. У стічній 
воді фармацевтичного підприємства були виявлені патогенні бактерії 
Salmonella moscow і Klebsiella pneumoniae. Про забрудненість фармстоку 
можна судити і за перевищеною у 8,5 разів порівняно з гранично допусти-
мою концентрацією (ГДК) в них йонів амонію. Результати хімічного аналізу 
проб стічних вод фармацевтичного  підприємства свідчать про багатоком-
понентність їх складу. Із йонів важких металів було зафіксовано переважно 
йони цинку, міді, свинцю, хрому шестивалентного і кадмію. За виключенням 
йонів кадмію, концентрація йонів важких металів в 1,4–7,2 рази переви-
щувала норму ГДК. У фармстоках переважали аніонні поверхнево-активні 
речовини – їх концентрація складала 8,2±0,7 мг/дм3. Рівень фенольного і на-
фтового забруднення стічних вод був порівняно із вмістом в них аніонних 
поверхнево-активних речовин мінімальним, що могло бути викликано діяль-
ністю аборигенних штамів бактерій-деструкторів, що володіють високою 
фенолокиснювальною здатністю. Висновок. Результати санітарно-мікро-
біологічного і хімічного аналізу стічних вод фармацевтичного підприємства 
свідчать про їх багатокомпонентність і екологічну небезпечність – в них 
присутні патогенні бактерії Salmonella moscow і Klebsiella pneumoniae і 
полютанти різної природи: йони важких металів Cu(II), Сr (VI) і Pb (II) в 
концентрації 36,0±1,4 мкг/дм3,  3,0±0,4 мкг/дм3 і 14,0±0,7 мкг/дм3 відповідно, 
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та органічні забруднювачі – фенол, нафтопродукти і аніонні ПАР в кон-
центрації 0,003±0,0006 мг/дм3, 0,81±0,05 мг/дм3 і 8,2±0,7 мг/дм3 відповідно. 
Рекомендуємо проводити комплексну очистку стічних вод фармацевтично-
го підприємства від фенолу, йонів важких металів [Cu (II), Сr (VI), Zn (II)], 
нафтопродуктів, аніонних поверхнево-активних речовин і патогенів.

Ключові  слова:  стічні води, фармацевтичне підприємство, мікробіоло-
гічні та санітарно-хімічні характеристики

Проблема забруднення природних об'єктів умовно-патогенними та па-
тогенними бактеріями, техногенними відходами неорганічного та органічно-
го походження стає все більш гострою, оскільки впливає на здоров’я людей. 
Виробничі стічні води надзвичайно різноманітні за кількістю і складом, які, у 
свою чергу, залежать від виду виробництва, сировини і технології, що застосо-
вується [6]. Особливу екологічну небезпеку становлять стічні води фармаце-
втичних підприємств, що характеризуються високою концентрацією токсич-
них та генотоксичних органічних речовин [13]. Мікробіологічне забруднення 
фармацевтичних стічних вод сприяє поширенню у довкіллі генів стійкості до 
антибіотиків [14]. Сучасний розвиток фармацевтичного виробництва зумов-
лює потужний викид у довкілля важкоокиснювальних, фенольних й інших 
небезпечних сполук [11]. Тому аналіз стічних вод різних виробництв, у тому 
числі фармацевтичного підприємства, є необхідним для визначення подаль-
шого методу їх очистки для визначення можливості випуску у водойми, ка-
налізацію або повторне використання [2, 6, 9-11, 16]. У багатьох країнах біо-
логічна очистка є основним найефективнішим способом очистки стічних вод 
фармацевтичного виробництва від органічних забруднювачів [11].

Мета роботи – оцінка стічних вод фармацевтичного підприємства за са-
нітарно-мікробіологічними та хімічними показниками для визначення методу 
очистки та ремедіації їх від полютантів та патогенів.

Матеріали і методи
Санітарно-мікробіологічні дослідження стічних вод українського фар-

мацевтичного підприємства (ФП) проводили згідно з нормативними доку-
ментами [5]. Проби стічних вод фармацевтичного виробництва відбирали з 
каналізаційних колодязів у стерильні флакони місткістю 500 см3 (для санітар-
но-бактеріологічних досліджень) та щільно закривали корками. Відбір проб 
проводили з дотриманням правил асептики. 

При санітарно-бактеріологічних дослідженнях стічних вод ФП для ви-
значення загального мікробного числа (ЗМЧ) використовували класичні мі-
кробіологічні методи. Визначення ЗМЧ проводили методом глибинного посі-
ву серійних розведень стічної води у живильний агар і враховували усі колонії 
мікроорганізмів, що виросли при температурі 37 °С протягом 24 годин чи при 
22 °С протягом 48 годин в глибині та на поверхні живильного агару. Повтор-
ність дослідів була п’ятикратна. Підраховували кількість колоній мікроорга-
нізмів у кожному з паралельних посівів одного розведення. За результатами 
визначали середньоарифметичне значення числа колоній в посівах одного 
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розведення. При підрахунку враховували кратність розведення проби. Резуль-
тат виражали у колонієутворювальних одиницях (КУО) в 1 см3 досліджуваної 
проби cтічної води.

Титраційним методом визначали індекс бактерій групи кишкової па-
лички (БГКП) – грамнегативних оксидазонегативних паличок, що не утво-
рюють спор та зброджують глюкозу з утворенням кислоти та газу при 37 °С 
протягом 24 годин. Як основний показник ступеня фекального забруднення 
стічної води визначали лактозопозитивні кишкові палички (ЛКП), до яких 
відносяться грамнегативні, неспороутворювальні палички, що ферментують 
лактозу до кислоти і газу за температури 37  °С протягом 24 годин, з нега-
тивним оксидазним тестом. Число лактозопозитивних кишкових паличок ви-
значали титраційним методом. Дози стічної води засіювали паралельно у 3 
порції лактозо-пептоного середовища, 50 мл досліджуваної води вносили у 
флакони з 15 мл концентрованого лактозо-пептоного середовища, 1 мл проби 
і 1 мл розведень вносили у пробірки з 10 мл середовища нормальної концен-
трації. Посіви інкубували за температури 37 °С протягом 24 годин. З посівів у 
середовище накопичення, де виявлялось помутніння і газоутворення, прово-
дили висів на поверхню підтверджуючого щільного фуксин-сульфітного се-
редовища Ендо. Посіви на середовище Ендо інкубували за температури 37 °С 
протягом 16–18 годин. Поява характерних для лактозопозитивних кишкових 
паличок колоній (темно-червоних з металевим блиском і без нього) дозво-
ляла надати позитивну відповідь. Після визначення результатів на наявність 
лактозопозитивних кишкових паличок в об’ємах води, засіяних у середовище 
накопичення, обчислювали колі-індекс за таблицями.

Виявлення числа бактерій Esherichia coli. До групи кишкових паличок 
відносять лактозопозитивні кишкові палички, які ферментирують лактозу 
при температурі 44,5 °С і утворюють індол при цій же температурі. При ви-
явленні числа термотолерантних кишкових паличок E.  coli пересівали тем-
но-червоні лактозопозитивні колонії в лактозний бульйон з борною кислотою 
або з брильянтовим зеленим, який спочатку нагрівали у термостаті. Відразу ж 
після посіва пробірки ставили в термостат і інкубували 24 години при темпе-
ратурі 43–44 °С. Помутніння і газоутворювання в пробірці свідчить про свіже 
фекальне забруднення стічної води. Після встановлення позитивних і нега-
тивних результатів у засіяних в середовищах накопичення об’ємах води на 
наявність E. coli виявляли їх число у 1 л води. Наявність у воді E. coli більше 
1000 в 1 л свідчило про господарсько-фекальне забруднення та недотримання 
вимог до очищення стічних вод.

Визначення патогенних ентеробактерій, в тому числі сальмонел здій-
снювали на щільних диференційно-діагностичних живильних середовищах 
Ендо та вісмут-сульфітному агарі з подальшим висівом на комбіноване сере-
довище Олькеницького. Ентерококи виявляли на лужно-поліміксиновому та 
щільному молочно-інгібіторному середовищах для підтвердження фекально-
го характеру забруднення стічних вод. Визначення числа стафілококів здій-
снювали на молочно-жовточно-сольовому агарі – підраховували блискучі, 
опуклі колонії білого, бежевого чи золотавого кольорів, оточені райдужною 
хмариною з перламутровим блиском.

Т.В. Гудзенко, О.Г. Горшкова, О.В. Волювач, Т.В. Бурлака, І.П. Метеліцина

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 40–53



43

Для визначення загальної чисельності факультативно-анаеробних ендо-
спороутворювальних бактерій у пробі стічної води фармвиробництва готува-
ли розведення 2×10-4 шляхом внесення 100 мкл досліджуваного матеріалу до 
пробірки з 4,900 мкл фізіологічного розчину. Для виявлення ендоспор алікво-
ту проби піддавали пастеризації у режимі 80 °С протягом 10, 15 та 20 хв. Піс-
ля пастеризації без розведення проводили висів кожної проби на стерильний 
м'ясо-пептонний агар (МПА) в 4-х повторах. Посівна доза – 100 мкл на чаш-
ку Петрі. Інкубацію інокульованих чашок Петрі проводили за температури 
+30 °С протягом 2-х  діб. Після наведеного часу проводили ручний підраху-
нок чисельності колоній на чашках.  

Оцінку фізико-хімічних властивостей стічних вод фармацевтичного 
підприємства здійснювали за питомою електропровідністю, значенням рН, 
величиною поверхневого натягу. Значення рН досліджуваних проб стічної 
води фармацевтичного підприємства реєстрували йономером універсальним 
(рН-метром типу ЄВ-74) за допомогою скляного електроду, допоміжного 
електроду, термокомпенсатору, не пізніше, ніж через 2 години після відбору 
проби. Величину поверхневого натягу (σх) фармстоків відносно контролю – 
(σ(Н2Одист)

18 = 73,05 мН/м) визначали  за методом Вільгельмі.
Визначення концентрації амонію, нітриту та нітрату в отриманому зраз-

ку проводили спектрофотометрично з використанням хімічної реакції йонів 
на реактив Несслера, реактив Грісса та фенолсульфідокислоти [8]. 

Вміст йонів важких металів (ЙВМ) у пробах стічної води фармацевтич-
ного підприємства визначали методом електротермічної ААС з використан-
ням приладу «Сатурн-2» у полум’ї суміші «повітря – пропан – бутан» при 
відповідних довжинах хвиль [4].

Для визначення фенольних сполук у стічній воді ВФП використовували 
фотометричний метод з використанням 4-аміноантипірину, що заснований на 
утворенні забарвлених сполук фенолу з 4-аміноантипірином в присутності 
гексаціаноферату (III) pH = 10,0 ± 0,2 [4]. Вміст поверхнево-активних речовин 
(ПАР) визначали екстракційно-фотометричним методом; вуглеводнів нафти – 
методом інфрачервоної спектрометрії; фенольних сполук – колориметричним 
методом з використанням 4-аміноантипірину [1, 3].

Проводили окремі серії досліджень (три серії випробувань, n = 3). До-
стовірність відмінностей між середніми значеннями концентрації визначува-
ної речовини у пробах фармстоку визначали за критерієм Стьюдента на рівні 
значущості  95% (M ± m при р ≤ 0,05). Обробку даних здійснювали з викорис-
танням програми «Microsoft Office Exсel 2003".

Результати та їх обговорення 
Результати санітарно-мікробіологічного дослідження стічних вод фар-

мацевтичного підприємства представлені у табл. 1, рис. 1. Загальне мікробне 
число (ЗМЧ) – це число мезофільних аеробних і факультативно анаеробних 
мікроорганізмів, здатних утворювати на живильному агарі при температурі 
37 °C і впродовж 24 годин колонії. Визначення ЗМЧ дозволяє оцінити рівень 
мікробного забруднення стічної води.
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Таблиця 1
Санітарно-мікробіологічні показники стічних вод фармацевтичного підприємства

Table 1
Sanitary and microbiological indicators of pharmaceutical wastewater

Вид
стічних вод ЗМЧ КУО/см3

Індекс, КУО/см3 Патогенні
 бактеріїБГКП E. сoli

Фармацевтичні 7×103 <1×103 0,6×103 K. pneumoniae
S. moscow

Із представлених експериментальних даних видно, що загальне мікроб-
не число у стічних водах фармацевтичного підприємства незначно переви-
щувало нормативний показник (1×103 КУО/см3) і складало 7×103 КУО/ см3. 
Індекс БГКП та індекс E.  сoli були у межах норми: <1×103 КУО/см3 і
0,6×103 КУО/см3 відповідно. У стічних водах фармацевтичного підприємства 
були виявлені патогенні бактерії Salmonella moscow і Klebsiella pneumoniae.

Представляло інтерес  визначити динаміку чисельності мезофільних 
ендоспороутворювальних мікроорганізмів у стічних водах фармацевтичного 
виробництва. Результати мікробіологічних досліджень представлені на рис. 1.

 

Рис. 1. Чисельність КУО факультативно-анаеробних спороутворювальних бактерій 
у стічних водах фармацевтичного підприємства за різних термінів пастеризації

Fig. 1. The number of CFU of colony-forming units of facultative anaerobic spore-
forming bacteria in the wastewater of a pharmaceutical company in different periods 

of pasteurization

З представлених даних видно, що у стічних водах фармацевтичного під-
приємства за різних термінів пастеризації кількість колонієутворювальних 
одиниць факультативно-анаеробних ендоспороутворювальних бактерій варі-
ювала від 175 КУО/л до 300 КУО/л. Найбільш висока чисельність спороутво-
рювальних бактерій на МПА реєструвалася після 15 хв пастеризації проби 
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стічної води фармацевтичного підприємства. Збільшення терміну пастериза-
ції до 20 хв призводило до зниження цього показника. 

З колоній факультативно-анаеробних спороутворювальних бактерій, що 
виросли на МПА, за морфологічними властивостями було відібрано і очи-
щено 14 штамів з метою подальшого їх використання як деструкторів у бі-
отехнології очистки стічних вод від органічних забруднювачів, в тому числі 
фенольних сполук, які, зазвичай, присутні в стічних водах фармацевтичного 
підприємства.

Результати оцінки фізико-хімічних показників проб стічної води ФП 
представлені в таблиці 2, з якої  видно: значення питомої електропровідності 
дорівнює ~3,05×10-2 1/(Ом×см), значення рН стоку нейтральне, 7,35±0,1 од. рН.

 
Таблиця 2

Основні фізико-хімічні показники проб стічної води 
фармацевтичного підприємства  

Table 2
The basic physical and chemical indicators of wastewater samples 

of a pharmaceutical company

Показники стічної води, одиниці виміру Стічна вода ВФП

рН (од. рН) 7,35±0,1
Питома електропровідність, 1/(Ом·см) ~3,05·10-2

Поверхневий натяг (σх) стічної води ФП, мН/м 44,44±0,5

σ (Н2О)18 = 73,05 мН/м; 
К (Н2Одист)=0,266 (К – виміряна стала для Н2Одист за температури °С)  

Проведені перед хімічним аналізом проб стічної води ФП тензіометрич-
ні дослідження – визначення поверхневого натягу (σх) стічної води (дослід-
ні проби) відносно контролю – дистильованої води (за методом Вільгельмі 
– пластинки, що втягується в розчин) за температури 18 °С дозволили припу-
стити, що дослідна проба містить органічні речовини, які здатні знижувати 
поверхневий натяг (σ) води [σ (Н2Одист)

18 = 73,05 мН/м]. 
З урахуванням похибки методу Вільгельмі (±0,5 мН/м) значення поверх-

невого натягу стічної води виробництва фармацевтичних препаратів зменшу-
валося з 73,05 до 44,44±0,5 мН/м (на 28,61%). Це непрямим способом вказу-
вало на наявність в такій воді органічних речовин, здатних адсорбуватися на 
межі поділу фаз розчин-повітря. 

У результаті дослідження санітарно-хімічних показників якості стічних 
вод фармацевтичного підприємства встановлено, що концентрація нітрат- та 
нітрит-йонів була значно меншою за ГДК, встановлених для рибогосподар-
ських водойм (табл. 3). Однак, щодо йонів амонію спостерігалося перевищен-
ня ГДК в 8,5 разів. Із літературних джерел відомо, що  за наявності у стічних 
водах йонів амонію відбувається  максимальна їх очистка від фенольних спо-
лук, зокрема автори роботи [12], спостерігали ефективне одночасне видален-
ня фенолу і йонів амонію нітрифікувально-денітрифікувальними бактеріями 
Serratia sp. LJ-1. 
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Таблиця 3
Санітарно-хімічні показники якості стічних вод 

фармацевтичного підприємства
Table 3

Sanitary and chemical indicators of the quality of wastewater 
from a pharmaceutical company

Досліджувані йони Вміст йонів, мг/дм3 Норма ГДК
мг/дм3

Порівняно із
ГДК

Нітрат-йони (NO3
-) 6,02±0,7 40,0* ˂ГДК*

Нітрит-йони (NO2
-) 0,03±0,003 0,08* ˂ГДК*

Йони амонію (NH4
+) 24,61±2,5 2,9* ˃ГДК*

Хлор-йони (Cl-) 909,7±15,2
300,0*
350,0**
11900***

˃ГДК*
˃ГДК**
˂ГДК***

Сульфат-йони (SO4
2-) 162±11,7

100,0*
400,0**
3500***

˃ГДК*
˂ГДК**
˂ГДК***

Примітка: M ± m при p ≤ 0.05, n=3; *– гранично-допустима концентрація у воді 
водойм, що використовуються для рибогосподарських цілей ([15] http://www.cawater-info.
net/water_quality_in_ca/norm 11.htm]); **– допустиме значення згідно з правилами при-
ймання стічних вод до систем централізованого водовідведення ([7] Наказ  Міністерства 
регіонального  розвитку, будівництва  та житлово-комунального  господарства України  
01.12.2017  № 316. Додаток 4 до Правил приймання стічних вод до систем централізова-
ного водовідведення  (пункт 2 розділу IV). ВИМОГИ до складу та властивостей стічних 
вод, що скидаються до системи централізованого водовідведення, для безпечного їх відве-
дення та очищення у каналізаційних очисних спорудах (КОС); ***– гранично-допустима 
концентрація у морських водах; 

Note: M ± m at p ≤ 0.05, n=3; * - maximum permissible concentration in water of reser-
voirs used for fishery purposes ([15] http://www.cawater-info.net/water_quality_in_ca/norm11.
htm];** - permissible value in accordance with the rules for receiving wastewater into central 
sewerage systems ([7] Order of the Ministry of Regional Development, Construction and Hous-
ing and Communal Services of Ukraine dated 01.12.2017 No. 316. Annex 4 to the Rules for 
receiving wastewater into central sewerage systems (paragraph 2 of section IV). REQUIRE-
MENTS for the composition and properties of wastewater discharged into the sewerage system 
for their safe disposal and cleaning in sewage treatment plants  (STP); *** - maximum permis-
sible concentration in sea waters.

Хімічний аналіз показав, що в пробах стічної води фармацевтичного 
підприємства присутні високотоксичні йони важких металів, переважно йони 
цинку, міді, свинцю, хрому шестивалентного і кадмію (табл. 4). За виключен-
ням йонів кадмію, концентрація йонів важких металів в 1,4–7,2 рази переви-
щувала норму ГДК. Йони хрому шестивалентного та йони міді фіксувалися із 
перевищенням їхньої концентрації ГДК у воді водойм, що використовуються 
для рибогосподарських цілей [15] відповідно у 3,0 і 7,2 рази. Наслідком впли-
ву йонів важких металів на здоров’я людини є: органічні зміни в тканинах, 
ракові захворювання шкіри, порушення нервової системи, тощо.

Із органічних компонентів забруднення у пробах стічної води фарма-
цевтичного підприємства були виявлені поверхнево-активні речовини, фенол 
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і нафтопродукти (табл. 5). Відомо [2, 6] що нафтові вуглеводні та фенольні 
сполуки (одноатомні та багатоатомні феноли, нафтоли і їх похідні (саліцилова 
кислота, п-амінофенол, м-аміофенол і ін.) широко представлені в технології 
синтезу фармацевтичних препаратів [2], і як наслідок завжди присутні у фар-
мстоках) є високотоксичними органічними забруднювачами навколишнього 
середовища. Вони негативно впливають на здоров’я людини: подразнюють 
шкіру,  викликаючи дерматит, спричинюють розлади функції нервової систе-
ми. 

Рівень нафтового та фенольного забруднення стічних вод фармаце-
втичного підприємства порівняно із забрудненням їх аніонними ПАР був 
мінімальним, що могло бути спричинено діяльністю аборигенних штамів 
бактерій-деструкторів, що володіють високою нафтоокиснювальною та фе-
нолокиснювальною здатністю. У фармстоках переважали аніонні ПАР. Їх 

Таблиця 4
Вміст неорганічних компонентів забруднення у пробах стічної води 

фармацевтичного підприємства 
Table 4

The content of inorganic pollutants in wastewater samples 
a pharmaceutical company

Йони 
важких металів

Концентрація 
йонів важких металів 

(мкг/дм3)

ГДК
мкг/дм3

Порівняно із
 ГДК

Цинк Zn (II) 52,0±1,6
10,0*
50,0**
100,0*** 

˃ГДК**

Мідь Cu (II) 36,0±1,4 5,0**
500,0*** ˃ ГДК**

Хром  Сr (VI) 3,0±0,4 1,0*
100,0*** ˃ ГДК*

Свинець Pb (II) 14,0±0,7
100,0*
10,0**
100,0***

˃ГДК**

Кадмій Cd (II) ≤5,0±0,5 10,0*
10,0*** ≤ГДК*

Примітка: M ± m при p ≤ 0.05, n=3; *– гранично-допустима концентрація у воді 
водойм, що використовуються для рибогосподарських цілей ([15] http://www.cawater-info.
net/water_quality_in_ca/norm 11.htm]); **– гранично-допустима концентрація у морських 
водах; ***- допустиме значення згідно з правилами приймання стічних вод до систем цен-
тралізованого водовідведення ( [7] Наказ Міністерства регіонального розвитку, будівниц-
твата житлово-комунального господарства України 01.12.2017  № 316). 

Note: M ± m at p ≤ 0.05, n=3; * – maximum permissible concentration in water of res-
ervoirs used for fishery purposes ([15] http://www.cawater-info.net/water_quality_in_ca/norm 
11.htm]); ** – maximum permissible concentration in sea waters; *** – permissible value in 
accordance with the rules for receiving wastewater into centralized sewerage systems ([7] Order 
of the Ministry of Regional Development, Construction and Housing and Communal Services of 
Ukraine dated 01.12.2017 No. 316).

МІКРОБІОЛОГІЧНА І САНІТАРНО-ХІМІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 40–53



48

концентрація перевищувала норму ГДК у воді водойм, що використовуються 
для рибогосподарських цілей [15], в 16,4 рази. Поверхнево-активні речовини, 
потрапляючи до організму людей і тварин, акумулюються та провокують он-
кологічні захворювання, захворювання кровотворної, імунної та кровоносної 
систем [1, 6].

Таблиця 5
Вміст органічних компонентів забруднення у пробах стічної води 

фармацевтичного підприємства 
Table 5

The content of organic pollutants in wastewater samples 
a pharmaceutical company

Органічні 
компоненти
забруднення

Концентрація органічних 
компонентів забруднення 

(мг/дм3)

 ГДК, 
мг/дм3  Перевищення ГДК

Нафтопродукти 0,81±0,05 0,05* ˃ГДК*
Фенол 0,003±0,0006 0,001* ˃ ГДК*
Аніонні ПАР 8,2±0,7 0,5* ˃ГДК*

Примітка: M ± m при p ≤ 0.05, n=3; *– гранично-допустима концентрація у воді 
водойм, що використовуються для рибогосподарських цілей ([15] http://www.cawater-info.
net/water_quality_in_ca/norm 11.htm])

Note: M ± m at p ≤ 0.05, n=3; * – maximum permissible concentration in water of res-
ervoirs used for fishery purposes ([15] http://www.cawater-info.net/water_quality_in_ca/norm 
11.htm]).

Результати санітарно-мікробіологічного і хімічного аналізу стічних вод 
фармацевтичного підприємства свідчать про їх багатокомпонентність і еко-
логічну небезпечність – в них присутні патогенні бактерії Salmonella moscow 
і Klebsiella pneumoniae  і полютанти різної природи: йони важких мета-
лів Cu(II), Сr (VI) і Pb (II) в концентрації 36,0±1,4 мкг/дм3, 3,0±0,4 мкг/дм3 і 
14,0±0,7  мкг/дм3 відповідно, та органічні компоненти забруднення – фе-
нол, нафтопродукти і аніонні ПАР в концентрації 0,003±0,0006 мг/дм3, 
0,81±0,05 мг/ дм3 і 8,2±0,7 мг/дм3 відповідно. 

Рекомендуємо проводити комплексну очистку стічних вод фармаце-
втичного підприємства від фенолу, йонів важких металів [Cu (II), Сr (VI),      
Zn (II)], нафтопродуктів, аніонних поверхнево-активних речовин і патогенів.
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MICROBIOLOGICAL AND SANITARY - CHEMICAL 
CHARACTERISTICS OF WASTEWATER FROM 

PHARMACEUTICAL COMPANY

Summary
Aim. Оssessment of wastewater from a pharmaceutical company according to sanitary-mi-
crobiological and chemical indicators to determine the method of treatment and remedia-
tion of them from pollutants and pathogens. Methods. In sanitary and bacteriological stud-
ies, classical microbiological methods were used to determine the total microbial number of 
pathogenic bacteria. Determination of the concentration of ammonium, nitrite and nitrate 
in wastewater samples from a pharmaceutical company was carried out spectrophotomet-
rically using the chemical reaction of ions to Nessler's reagent, Griss reagent, and phenol 
sulfide acid. The content of heavy metal ions was determined by the method of electrother-
mal AAS using the device "Saturn-2", by the photometric method using 4-aminoantipyrine 
– phenol, by the extraction-photometric method – by surfactants, by the method of infrared 
spectrometry – by petroleum hydrocarbons. Results. It was experimentally confirmed that 
the total microbial count in wastewater samples from a pharmaceutical company slightly 
exceeded the standard value. The BGKP index and the E. coli index were within the normal 
range. The pathogenic bacteria Salmonella moscow and Klebsiella pneumoniae were found 
in the wastewater of pharmaceutical company. The contamination of pharmaceutical stock 
can be judged by the 8.5 times excess of the concentration of ammonium ions in them com-
pared to the MPC. The results of chemical analysis of wastewater samples from a pharma-
ceutical company indicate their multicomponent composition.Of the heavy metal ions, ions 
of zinc, copper, lead, hexavalent chromium and cadmium were mainly detected. With the 
exception of cadmium ions, the concentration of heavy metal ions was 1.4–7.2 times higher 
than the MPC norm. Anionic surfactants predominated in pharmaceutical stocks – their 
concentration was 8.2 ± 0.7 mg/dm3. The level of phenolic and oil pollution of wastewater 
was minimal in comparison with the content of anionic surfactants, which could be caused 
by the activity of aboriginal strains of bacteria-destructors with a high phenolic capacity. 
Conclusion. The results of sanitary-microbiological and chemical analysis of wastewa-
ters of a pharmaceutical company indicate their multicomponent nature and environmental 
hazard – they contain pathogenic bacteria Salmonella moscow and Klebsiella pneumoniae 
and pollutants of various nature: heavy metal ions Cu (II), Cr (VI) and Pb (II) at a con-
centration of  36.0 ± 14 μg/dm3, 3.0 ± 0.4 μg/dm3 and  14.0 ± 0.7 μg/dm3, respectively, and 
organic pollutants – phenol, oil products and anionic surfactants at a concentration of 
0.003 ± 0.0006 mg/dm3, 0.81 ± 0.05 mg/dm3 and 8.2 ± 0.7 mg/dm3, respectively. Werec-
ommend to carry out a comprehensive purification of wastewater from a pharmaceutical 
company  from phenol, heavy metal ions [Cu (II), Cr (VI), Zn (II)], oil products, anionic 
surfactants and pathogens.

Key words:  wastewater, pharmaceutical company, microbiological and sanitary - chem-
ical characteristics 
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ И САНИТАРНО-
ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СТОЧНЫХ ВОД 

ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОГО ПРЕДПРИЯТИЯ

Реферат
Цель. Оценка сточных вод фармацевтического предприятия по санитар-
но-микробиологическим и химическим показателям для определения мето-
да очистки и ремедиации их от поллютантов и патогенов. Методы. При 
санитарно-бактериологических исследованиях для определения общего 
микробного числа, патогенных бактерий использовали классические ми-
кробиологические методы. Определение концентрации аммония, нитрита 
и нитрата в пробах сточных вод фармацевтического предприятия прово-
дили спектрофотометрически с использованием химической реакции ионов 
на реактив Несслера, реактив Грисса и фенолсульфидокислоты. Определяли 
методом электротермической ААС с использованием прибора «Сатурн-2» 
содержание ионов тяжелых металлов, фотометрическим методом с ис-
пользованием 4-аминоантипирина – фенол, экстракционно-фотометриче-
ским методом – поверхностно-активные вещества, методом инфракрас-
ной спектрометрии – нефтяные углеводороды. Результаты. Эксперимен-
тально подтверждено, что общее микробное число в пробах сточной воды 
фармацевтического предприятия незначительно превышало нормативный 
показатель. Индекс БГКП и индекс E. сoli были в пределах нормы. В сточ-
ной воде фармацевтического предприятиябыли обнаружены патогенные 
бактерии Salmonella moscow и Klebsiella pneumoniae. О загрязненности 
фармстока можно судить и по превышению в 8,5 раза по сравнению с ПДК 
концентрацией в них ионов аммония. Результаты химического анализа проб 
сточных вод фармацевтического предприятия свидетельствуют о много-
компонентности их состава. Из ионов тяжелых металлов были зафиксиро-
ваны преимущественно ионы цинка, меди, свинца, хрома шестивалентного 
и кадмия. За исключением ионов кадмия, концентрация ионов тяжелых ме-
таллов в 1,4–7,2 раза превышала норму ПДК. В фармстоках преобладали 
анионные поверхностно-активные вещества - их концентрация составляла 
8,2 ± 0,7 мг/дм3. Уровень фенольного и нефтяного загрязнения сточных вод 
был по сравнению с содержанием в них анионных поверхностно-активных 
веществ минимальным, что могло быть вызвано деятельностью абориген-
ных штаммов бактерий-деструкторов, обладающих высокой фенолокисля-
ющей способностью. Вывод. Результаты санитарно-микробиологического 
и химического анализа сточных вод фармацевтического предприятия сви-
детельствуют об их многокомпонентности и экологической опасности – 
в них присутствуют патогенные бактерии Salmonella moscow и Klebsiella 
pneumoniae и поллютанты различной природы: ионы тяжелых металлов 
Cu(II), Сr (VI) і Pb (II) в концентрации 36,0±1,4 мкг/дм3,  3,0±0,4 мкг/дм3 
и 14,0±0,7 мкг/дм3 соответственно, и органические загрязнители  – фе-
нол, нефтепродукты и анионные ПАВ в концентрации 0,003±0,0006 мг/дм3, 
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0,81±0,05 мг/дм3 и 8,2±0,7 мг/дм3 соответственно. Рекомендуем проводить 
комплексную очистку сточных вод фармацевтического предприятия от фе-
нола, ионов тяжелых металлов [Cu (II), Сr (VI), Zn (II)], нефтепродуктов, 
анионных поверхностно-активных веществ и патогенов.

Ключевые слова:  сточные воды, фармацевтическое предприятие, микро-
биологические и санитарно - химические характеристики
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РАСПРОСТРАНЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ОТДЕЛЬНЫХ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ГРУПП 

В СОЛОНЧАКОВЫХ ПОЧВАХ, ПРИЛЕГАЮЩИХ 
К ОЗЕРУ КУМИСИ (ГРУЗИЯ)

Цель. Выявление особенностей распространения микроорганизмов отдель-
ных физиологических групп в солончаковых почвах, прилегающих к озеру 
Кумиси. Методы. Количественное определение аммонификаторов прово-
дили на мясо-пептонном агаре (МПА), аэробных целлюлозоразрушающих 
микроорганизмов – на среде Имшенецкого-Солнцевой, микробного числа 
– на мясо-пептонном агаре (МПА), амилолитических бактерий и актино-
мицетов – на среде Чапека, нитрифицирующих бактерий I и II фазы – на 
соответствующих средах Виноградского, грибов – на модифицированной среде 
Чапека-Докса. Определение влажности в образцах почв проводили весовым 
методом, pH - потенциометрически с помощью рН-метра, соленость – ме-
тодом определения плотного остатка водной вытяжки. Количество ми-
кроорганизмов определяли на жидких питательных средах с использованием 
таблиц Мак-Креди, а на твердых питательных средах визуально, с учетом 
образованных колоний, проводя подсчет колоний на чашках Петри, осу-
ществляя пересчет на 1 г абсолютно сухой почвы. Результаты. Установ-
лено качественное и количественное соотношение микроорганизмов внутри 
каждой физиологической группы и между ними. В наибольшем количестве 
представлены аммонификаторы и амилолитические бактерии. В меньшем 
количестве встречаются остальные сапрофиты, в малом количестве пред-
ставлены целлюлозоразрушающие микроорганизмы, грибы, актиномицеты, 
нитрифицирующие бактерии I и II фазы. Корреляционный анализ показал, 
что существует отрицательная слабая связь между количеством ми-
кроорганизмов и уровнем pH (rs=-0,03), солености (rs=-0,14) и влажности 
(rs=-0,22), что говорит об отсутствии достоверной связи между исследуе-
мыми параметрами и можно судить лишь только о наличии соответству-
ющей тенденции. Также было выявлено, что средняя влажность являет-
ся фактором, влияющим на общее количество микроорганизмов. Выводы.         
С увеличением удаленности от озера уменьшается среднее значение хими-
ко-физических параметров солончаковой почвы, а общее количество ми-
кроорганизмов увеличивается. Проведенный анализ не выявил зависимости 
между количеством микроорганизмов и параметрами солончаковой почвы 
(pH, соленость и влажность) в точках на определенной глубине, но сравни-
вая средние параметры, установлено, что общее количество микроорганиз-
мов уменьшается с увеличением влажности.
Ключевые слова:  солончаковые почвы, микроорганизмы, соленость, 
влажность, щелочность

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 54–67



55

Интерес к засоленным почвам и экстремофильным прокариотам в по-
следние годы исключительно высок из-за их биологической уникальности [2, 
14, 12] и возможностей использования в биотехнологии [1, 4, 13, 15]. В солё-
ных водоёмах и засоленных почвах обитают галофильные и галотолерантные 
микроорганизмы. Высокие концентрации хлорида натрия необходимы им 
для поддержания структурной целостности цитоплазматической мембраны и 
функционирования связанных с ней ферментных систем [11]. 

С этой стороны интересным объектом является микробиота солончаков 
уникального озера Кумиси (Грузия), которое расположено в Нижне-карталин-
ской низменности, в так называемой Кумисской впадине. Это озеро интерес-
но тем, что до середины прошлого века на месте озера Кумиси находилось 
небольшое (0,48 км2) солёное озеро (глубиной 50 см) псевдокарстового про-
исхождения, вода которого содержала глауберову соль и озеро невозможно 
было использовать в хозяйственных целях. Поэтому в 1960-ых годах озеро за-
полнили водой из реки Куры; уровень воды поднялся и озеро стало пресным, 
что изменило соленость почв, прилегающих к озеру и в свою очередь оказало 
влияние на микробиоту почвы, которая характеризуется наличием сульфатно-
го засоления с преобладанием глауберовой соли [18, 19, 20]. Ввиду малой изу-
ченности этого озера, целесообразным представляется изучение микробиоты 
почв, прилегающих к озеру Кумиси. 

Исходя из вышеизложенного, целью данного исследования являлось 
выявление особенностей распространения микроорганизмов отдельных фи-
зиологических групп в солончаковых почвах, прилегающих к озеру Кумиси. 

Материалы и методы
Объектом исследования являлись солончаковые почвы, прилегающие к 

юго-западному берегу озера Кумиси. Изучался горизонт А (глубины 5–20 см). 
Были взяты 9 проб из трех точек – у берега на расстоянии 50, 100 и 200 м, на глу-
бинах 5, 10 и 20 см в мае 2019 года в условиях следующих метеорологических 
показателей: переменная облачность, юго-восточный ветер 7 м/сек, атмосфер-
ное давление – 724 мм/рт. ст., температура –30 оС, влажность воздуха – 64%. 
Место отбора и почти все побережье озера Кумиси покрыто специфически-
ми растениями галофитами: Chenopodium album L., Artemisia fragrans Willd., 
Adonis bienertii Butkov, Suaeda altissima L., Petrisimoni abrachiata Pall. [21]. 

Определялись распространенные в микробиоте почвы следующие фи-
зиологические группы микроорганизмов: аммонификаторы, целлюлозоразру-
шающие микроорганизмы, микробное число почвы, амилолитические бакте-
рии, актиномицеты, нитрифицирующие бактерии I и II фазы, грибы, а также 
изучали количественный состав микроорганизмов и его взаимосвязь с влаж-
ностью, pH и соленостью почвы. 

Количественное определение аммонификаторов проводили на мясо-пеп-
тонном агаре (МПА) при температуре 28 °С в течение 4 суток, аэробных цел-
люлозоразрушающих микроорганизмов – на среде Имшенецкого-Солнцевой, 
микробное число почвы–на мясо-пептонном агаре (МПА) при температуре 
28 °С в течение 2-х суток, амилолитических бактерий и актиномицетов – на 
среде Чапека, нитрифицирующих бактерии I и II фазы – на соответствующих 
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средах Виноградского, грибов – на модифицированной среде Чапека-Докса [7, 
9, 17]. 

Образцы высевали в 3-кратной повторности из определенного серий-
ного разведения почвы, соответствующего каждой трофической группе ми-
кроорганизмов (с 10-1 по 10-10). В исследовании были использованы методы, 
принятые в микробиологии [3, 6–9].

Определение влажности в образцах проводилось весовым методом в 
сушильном шкафу (СНОЛ-3,5-И1, СССР) [10] pH определяли потенциоме-
трически с помощью рН-метра (марка рНер2, Китай), соленость – методом 
определения плотного остатка водной вытяжки.

Подсчет микроорганизмов на жидких питательных средах проводили 
с использованием таблиц Мак-Креди, а на твердых питательных средах ви-
зуально, учетом образованных колоний, проводя подсчет колоний на чашках 
Петри, осуществляя пересчет на 1 г абсолютно сухой почвы (КОЕ/г) [9]. 

Для проведения корреляционного анализа определяли коэффициент 
корреляции Спирмена (rs) и критерий множественной ранговой корреляции 
(rw). Также были определены следующие показатели: tr – эмпирическое зна-
чение коэффициента Стьюдента (критерия достоверности коэффициента кор-
реляции);  tкрит – критическое значение коэффициента Стьюдента (критерия 
достоверности коэффициента корреляции), находили по одноименной стати-
стической таблице; k– число степеней свободы; n – количество определений 
рассматриваемого показателя; р – вероятность (95%). Если tr< tкрит, то коэф-
фициент корреляции считали статистически не значимым, иначе − отвергали 
предыдущую гипотезу. Оценку коэффициентов проводили с использованием 
шкалы Чеддока [16]. 

Результаты и их обсуждение
Содержание влаги, солености и уровень pH в образцах почвы, прилега-

ющих к берегу озера Кумиси приведено в таблице 1. Анализ результатов пока-
зывает, что на юго-западной части территории, прилегающей к озеру Кумиси, 
количество влаги в почвенных образцах различно. Так, например, в образцах 
почвы в 50 м от берега озера, количество влаги достаточно высоко (10,32; 
22,49 и 22,98%, соответственно), по сравнению с более удаленными точками. 
Вместе с тем, отмечается тенденция – чем дальше точка взятия образца от 
озера, тем меньше количество влаги в нем (табл. 1). Количество влаги очень 
низко в образцах почвы, взятых на склонах возвышенности, прилегающей к 
озеру (табл. 1). Также уменьшается уровень солености (2,15–0,60%) и кис-
лотности (7,6–7,0) на глубинах с увеличением удаленности от озера. Вместе с 
тем, увеличивается общее количество микроорганизмов, которое максималь-
но в 200 м от берега озера (табл. 2, 3, 4).

Выявлена положительная высокая корреляционная связь между уров-
нем pH, солености и влажности (rw= 0,81) (рис. 1).

Корреляционный анализ показал, что существует отрицательная слабая 
связь между количеством микроорганизмов и уровнем pH (rs=-0,03), солено-
сти (rs=-0,14) и влажности (rs=-0,22), что говорит об отсутствии достоверной 
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Таблица 1 
Химико-физические параметры образцов почв, прилегающих к озеру Кумиси*

Table 1
Сhemical and physical parameters in salinity soil samples of Kumisi Lake

Показатели

Расстояние от берега озера (м)

50 100 200 

Глубина (см) Глубина (см) Глубина (см)

5 10 20 5 10 20 5 10 20 

Влажность, % 10,32 22,49 22,98 8,84 9,80 10,17 7,56 10,01 10,01

Соленость, % 1,74 1,25 2,15 0,70 0,60 0,85 0,67 0,71 0,75

pH, ед. 7,3 7,6 7,3 7,2 7,1 7,6 7,1 7,0 7,1

Примечание: *Измерения проводились однократно

связи между исследуемыми параметрами и можно судить лишь только о на-
личии соответствующей тенденции.

Также было выявлено, что средняя кислотность не может считать-
ся фактором, влияющим на общее количество микроорганизмов (r=-0,79; 
tr< tкрит=2,1˂12,70615; коэффициент корреляции статистически не значим), 
также средняя влажность оказывает влияние на этот параметр (r=0,99; 
tr>tкрит=49,75>12,70615; коэффициент корреляции статистически значим) (рис. 
2, 3, 4). Средняя соленость, несмотря на высокий коэффициент корреляции 
(r=-0,99), не влияет на общее количество микроорганизмов, в этом случае, 
скорее всего, мы имеем дело с ложной корреляцией, так как соленость угне-
тает распространение микроорганизмов. С уменьшением средней влажности 
(r=-0,99) происходит уменьшение общего количества микроорганизмов.

В исследуемых образцах почвы (50 м от берега) доминируют аммони-
фикаторы (63,16%). В большом количестве представлены амилолитические 
бактерии (31,56%). Многочисленность аммонифицирующей микробиоты яв-
ляется показателем наличия в почве высокой концентрации легко окисляемых 
органических веществ. Достаточно высокий показатель численности амило-
литической микробиоты, скорее всего связан с экссудативными выделениями 
корневой системы растений. В меньшем количестве представлено микробное 
число почвы (5,28%), что свидетельствует о том, что в почве присутствуют в 
большом количестве остатки жизненного функционирования растений и жи-
вотных (табл. 2).

В образцах почвы, взятых в 100 м от берега, доминируют аммонифика-
торы (56,80%) и амилолитические бактерии (42,88%). В меньшем количестве 
также представлено микробное число почвы (0,32%) (табл. 3).

В образцах почвы, взятых на расстоянии 200 м от берега озера домини-
руют аммонификаторы (47,94%). В меньшем количестве представлены ами-
лолитические бактерии (47,30%) и микробное число почвы (4,79%) (табл. 4).
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Рис. 1. Корреляционная связь между уровнем pH, солености и влажности

Fig. 1. Correlation between pH, salinity and humidity levels

Рис. 2. Зависимость общего количества микроорганизмов от среднего pH почвы 

Fig. 2. Dependency of total number of microorganisms from average soil acidity
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Рис. 3. Зависимость общего количества микроорганизмов от средней солености 
почвы

Fig. 3. Dependency of total number of microorganisms from average soil salinity

Рис. 4. Зависимость общего количества микроорганизмов от средней влажности 
почвы

Fig. 4. Dependency of total number of microorganisms from average soil humidity

В исследуемых образцах в очень малом количестве представлены цел-
люлозоразрушающие микроорганизмы, грибы, актиномицеты, нитрифициру-
ющие бактерии I и II фазы (табл. 2, 3, 4). 

Амилолитики имеют высокую численность по профилю практически 
во всех изученных образцах почвы. По-видимому, рост амилолитических 
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микроорганизмов ассоциирован с корневым экссудатом растений [5]. Учиты-
вается также то, что у озера Кумиси корневая система растений-галофитов 
пронизывает почву на большую глубину. Высокая численность аммонифика-
торов указывает на присутствие в почвах высоких концентраций легкоокис-
ляемых органических веществ.

Исходя из вышеизложенного, можно сделать следующие выводы:
–– В профиле почвы доминируют аммонификаторы, в большом количе-

стве представлены амилолитические бактерии, остальные трофические 
группы представлены в малом количестве, что свидетельствует о низ-
ком уровне минерализации почвы.

–– С увеличением удаленности от озера уменьшается среднее значение хи-
мико-физических параметров солончаковой почвы, а общее количество 
микроорганизмов увеличивается.

–– Проведенный анализ не выявил зависимости между количеством ми-
кроорганизмов и параметрами солончаковой почвы (pH, соленость и 
влажность) в точках на определенной глубине, но сравнивая средние 
параметры, выявлено, что общее количество микроорганизмов умень-
шается с уменьшением влажности.

M.D. Tsulukidze
Sokhumi State University, 

26 Ana Politkovskaia Street, 0186, Tbilisi, Georgia

DISTRIBUTION OF SOME PHYSIOLOGICAL GROUPS 
OF MICROORGANISMS IN SALINE SOILS ADJACENT 

TO KUMISI LAKE (GEORGIA)

Summary
Aim. The study of distribution features of microbial associations of saline soils 
adjacent to Lake Kumisi. Methods. Quantitative determination of ammonificators 
was performed on meat-peptone agar (MPA), of aerobic cellulose-decomposers – 
on Imshenetski-Solntseva medium area, total microbial count of microorganisms 
(other saprophytic microflora) – inoculation on MPA after 2 days of incubation 
at temperature 28°С, an amylolytic bacteria and actinomycetes – on Czapek me-
dium, nitrifying bacteria (phase I and II) – on Vinogradski mediums, fungi – on 
modified Czapek-Dox medium. The moisture content of soil samples was measured 
in a drying chamber by the gravimetric method, the pH value was determined 
potentiometrically using a portable pH meter (manufacturer pHep2, China), and 
salinity was determined by the solid residue of the aqueous extract. Quantitative 
estimation of microorganisms in liquid media was conducted using the Mc Credie 
table, and in solid areas visually by the registration of the colonies, counting colo-
nies on Petri dishes, recalculating per 1 g of absolutely dry soil. Results. The qual-
itative and quantitative ratio of microorganisms within each physiological group 
and between them has been established. In the test samples ammonifying and am-
ylolytic bacteria dominate. Total microbial count are found in smaller amounts, in 
small amount are found cellulose decomposers, fungi, actinomycetes, phase I and 
II nitrifies.Correlation analysis showed that there is a negative weak relationship 
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between the number of microorganisms and the level of pH (rs = -0.03), salinity 
(rs = -0.14) and humidity (rs = -0.22), which indicates the absence of a reliable 
relationship between the studied parameters and it is possible to judge only about 
the presence of the corresponding trend. It was also found that the average humid-
ity are factors affecting the total number of microorganisms. Conclusions. With 
increasing distance from the lake, the average value of the chemical and physical 
parameters of the saline soil decreases, and the total number of microorganisms 
increases. The analysis did not reveal a relationship between the number of micro-
organisms and the parameters of saline soil (pH, salinity and humidity) at certain 
depth points, but in comparing with the average parameters, it was found that the 
total number of microorganisms decreases with increasing humidity.

Key words:  Saline soils, Microorganisms, Salinity, Humidity, Alkalinity
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Сухумський державний університет, 

вул. Ганни Політковської, 26, Тбілісі, 0186, Грузія, 
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ПОШИРЕННЯ МІКРООРГАНІЗМІВ ОКРЕМИХ 
ФІЗІОЛОГІЧНИХ ГРУП В СОЛОНЧАКОВИХ 

ҐРУНТАХ, ЩО ПРИЛЯГАЮТЬ ДО ОЗЕРА КУМІСІ 
(ГРУЗІЯ)

Реферат
Мета. Вивчення особливостей поширення мікроорганізмів окремих фізіо-
логічних груп в солончакових ґрунтах, що прилягають до озера Кумісі. Ме-
тоди. Кількісний склад аммоніфікаторів визначали на м’ясо-пептонному 
агарі (МПА), аеробних целюлозоруйнувальних мікроорганізмів – на середо-
вищі Імшенецького-Солнцевої, мікробного числа – на м’ясопептонному агарі 
(МПА), амілолітичних бактерій І та ІІ фази – на відповідних середовищах 
Виноградського, грибів – на модифікованому середовищі Чапека-Докса. 
Визначення вологості в зразках ґрунтів визначали ваговим методом, рН – 
потенціометрично з допомогою рН-метра, солоність – методом визначення 
щільного залишку водної витяжки. Кількість мікроорганізмів визначали на 
рідких живильних середовищах з використанням таблиць Мак-Креді, а на 
твердих живильних середовищах візуально, обліком утворених колоній на 
чашках Петрі з перерахунком на 1 г абсолютно сухого ґрунту. Результа-
ти. Встановлено якісне і кількісне співвідношення мікроорганізмів всередині 
кожної фізіологічної групи і між ними. Кількісно найбільше представлені 
амоніфікатори та амілолітичні бактерії. В меншій кількості зустрічають-
ся решта сапрофітів, невеликою кількістю представлені целюлозоруйну-
вальні мікроорганізми, гриби, актиноміцети, нітрифікувальні бактерії І та 
ІІ фази.  Кореляційний аналіз показав, що існує зворотний слабкий зв’язок 
між кількістю мікроорганізмів та рівнем рН (rs=-0,03), солоності (rs=-0,14) 
і вологості (rs=-0,22), що свідчить про відсутність достовірного зв’язку 
між досліджуваними параметрами і можна судити лише тільки про на-
явність відповідної тенденції. Також було виявлено, що середня вологість є 
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чинником, який впливає на загальне число мікроорганізмів. Висновки. Із зро-
станням віддаленості від озера зменшується середнє значення хіміко-фізич-
них параметрів солончакового ґрунту, а загальна кількість мікроорганізмів 
збільшується. Проведений аналіз не виявив залежності між кількістю мі-
кроорганізмів і параметрами солончакового ґрунту (рН, солоність та во-
логість)  в точках на певній глибині, але порівнянням середніх параметрів 
встановлено, що загальна кількість мікроорганізмів зменшується із збіль-
шенням вологості.

Ключові  слова:  солончакові ґрунти, мікроорганізми, солоність, вологість, 
лужність
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ВПЛИВ БАКТЕРІОЦИНУ 
ENTEROCOCCUS ITALICUS ONU 547 

ТА ЕФІРНИХ ОЛІЙ НА РІСТ 
УМОВНО-ПАТОГЕННИХ МІКРООРГАНІЗМІВ

Мета. Оцінити вплив бактеріоцину Enterococcus italicus ONU 547 та 
ефірних олій окремо та в комбінації до тест-штамів умовно-патогенних 
мікроорганізмів. Методи. Антагоністичну активність бактеріоцину та 
ефірних олій визначали за показником оптичної  щільності суспензії бакте-
рій тест-штамів (Salmonella  enterica NCTC 6017, Escherichia coli  АТСС 
25922,  Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853,  Pseudomonas putida KT 2440, 
Enterococcus faecalis АТСС 29212, Klebsiella pneumoniae АТСС 10031, 
Staphylococcus aureus АТСС 25923). Індекс фракційної пригнічувальної кон-
центрації (FIC) розраховували шляхом складання значень FIC бактеріоци-
ну  E.  italicus ONU 547 і дослідних ефірних олій. Результати. Максималь-
ний антимікробний ефект спричиняли ефірні олії Анісу лікарського (Anisum 
officinalisa)  та Меліси лікарської (Melissa officinalis), які пригнічували 
ріст тест-штамів більше ніж на 50,0%. При використанні бактеріоцину  
Enterococcus italicus ONU 547  пригнічення життєздатності індикаторних 
штамів не перевищувало 30,0%. Дослідні комбінації ефірних олій та бак-
теріоцину спричиняли 4 типи наслідків: ефект синергії; адитивний ефект; 
антагоністичний ефект; інтерактивний ефект (відсутність ефекту взає-
модії). У більшості випадків сукупна дія бактеріоцину  та ефірних олій спри-
чиняла  адитивний ефект. Висновки. Це дослідження продемонструвало 
потенціал використання різних комбінацій природних протимікробних спо-
лук. Отримані  результати надають підстави для подальшої розробки та 
оптимізації комбінацій ефірних олій і пробіотичних штамів мікроорганізмів 
з метою використання у харчових та фармацевтичних  біотехнологіях.

Ключові  слова:  антимікробна активність, ефірні олії, бактеріоцин

Сучасні біотехнологічні виробництва стикаються з необхідністю роз-
робки нових підходів при виготовленні продуктів харчування для людини або 
харчових добавок у тваринництві, які стануть альтернативою антибіотиків. 

Використання бактеріальних антимікробних пептидів (бактеріоцинів) 
як натуральних харчових консервантів одне з таких рішень. Бактеріоцини 
відрізняються від класичних антибіотиків трьома основними властивостями: 
синтез бактеріоцинів відбувається на рибосомах, бактеріоцини мають специ-
фічний спектр дії, кожен бактеріоцин має свій власний спеціалізований імун-

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 2. С 68–82



69

ний білок [5]. Серед досліджених бактеріоцинів значну нішу займають ен-
тероціни, які синтезують штами ентерококів [4]. Ентероцини представляють 
великий інтерес через їх антимікробну активність щодо таких патогенних 
бактерій як Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp [4]. 
Штам E. italicus ONU547 був ізольований співробітником кафедри мікробі-
ології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І.І. Мечникова Мерлічем А. Г. 
[14]. Бактеріоцин, вироблений цим штамом, виявляв антимікробну активність 
щодо L. sakei subsp. sakei JCM 1157, Brochothrix thermosphacta DSMZ 20171 та 
Listeria ivanovii subsp. ivanovii DSMZ 20750.  Молекулярна маса бактеріоцинів 
або компонентів одного бактеріоцину, виробленого E. italicus ONU547, стано-
вила приблизно 2 та 3 кДа [14].

Крім того, в останні роки збільшилася кількість досліджень щодо ви-
вчення антимікробної активності ефірних олій, які, завдяки своїм потенцій-
ним антимікробним властивостям, отримали назву «фітобіотики» [3, 18].  Ря-
дом дослідників визначено позитивний вплив ефірних олій на організм люди-
ни і тварин, зокрема на процеси травлення (стимуляція утворення ферментів), 
причому ефірні олії не пригнічують ріст представників кишкової нормобіоти 
[7, 11, 17]. Тому нові біотехнологічні препарати на основі  комбінацій ефірних 
олій з пробіотичними штамами бактерій або з бактеріоцинами можуть бути 
гідним доповненням до антибіотиків [1, 2, 6, 9, 16].

Ефективність використання ефірних олій у комбінації з бактеріоцинами 
залежить від їх оптимального дозування: невеликі концентрації ефірних олій 
ефективно знищують хвороботворні мікроорганізми, не завдаючи шкоди ко-
рисним бактеріям, які мешкають у кишківнику  людини. Цей феномен умож-
ливлює одночасне введення бактеріоцинів або бактеріоциногенних штамів і 
ефірних олій для лікування кишкових розладів людини, викликаних патоген-
ними мікроорганізмами; можливо також сукупне додавання бактеріоцинів і 
ефірних олій у кисломолочні продукти (ароматизовані напої або йогурти) [13, 
20]. 

Однак, протимікробна активність природних ефірних олій різного по-
ходження  істотно відрізняється, а також суттєво залежить від бактерії-міше-
ні. Тому створення комбінації ефірних олій та бактеріоцинів є важливим для 
розробки препаратів з метою використання у харчових та фармацевтичних 
біотехнологіях, а також для контролю збудників псування харчових продуктів 
та харчових отруєнь.

Метою роботи була оцінка впливу бактеріоцину штаму Enterococcus 
italicus ONU 547 та ефірних олій окремо та в комбінації проти тест-штамів 
умовно-патогенних мікроорганізмів.

Матеріали та методи
В роботі були використані тест-штами: Salmonella  enterica NCTC 

6017, Escherichia coli  АТСС 25922,  Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, 
Pseudomonas putida KT 2440, Enterococcus faecalis АТСС 29212, Klebsiella 
pneumoniae АТСС 10031, Staphylococcus aureus АТСС 25923, отримані з ко-
лекції культур кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ іме-
ні І.І. Мечникова. Штами культивували на МПА (м'ясо пептонний агар) при 
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37 °C та зберігали при 4 оС. Усі експерименти із тест-штамами проводили на 
середовищі LB (Луріа-Бертані) такого складу (г/л): пептон – 15,0, дріжджовий 
екстракт – 10,0, хлорид натрію – 5,0, агар -11,0 г/л.

Для отримання безклітинного супернатанту що містить бактеріоцин, 
штам Enterococcus italicus ONU 547 культивували в рідкому середовищі  MRS  
при 30 °C протягом 17 год. Отриману нічну культуру  центрифугували при 
10000 g протягом 15 хвилин, з подальшою нейтралізацією 1 М NaOH та сте-
рилізацією при 100 °C протягом 10 хвилин на водяній бані [4, 9, 14]. 

Для експерименту були обрані ефірні олії (ЕО)  фірми «Лія» шести  рос-
лин (Полин солянковидний,  Чебрець садовий, Аніс лікарський, Чайне дере-
во, Ялиця сибірська, Меліса лікарська), вибір яких був  зумовлений їх анти-
мікробним потенціалом до патогенних мікроорганізмів [10]. Основні активні 
речовини дослідних ефірних олій наведено у таблиці 1. 

Таблиця 1
Активні речовини ефірних олій, що використовували при дослідженні 

(основні складові) [10]
Table1

Active substances of essential oils used in the study (main components) [10]

Джерело ефірної олії (ЕО) Основні активні речовини

Полин солянковидний 
(Artemisia salsoloides)

Лімонен, транс-β-оцімен, цис-β-оцімен, α-пінен, β-мірцен, 
β-пінен.

Чебрець садовий 
(Thymus vulgaris) Ліналоол, ліналілацетат

Аніс лікарський 
(Anisum officinalisa)

Анетол, метилхавікол, α-фелландрен, лімонен, дипентен, 
α-пінен, камфен, γ-бісаболен, β-фарнезен, γ-гімахален, 
куркума, анісовий альдегід, аніскетон, гідрохінон, 
n-креозол, пропіонова, масляна, міристинова і анісова 
кислоти

Чайне дерево (Melaleuca 
alternifolia)

Терпінен-4-ol, γ-терпінен, α-терпінен, 1,8-цинеол, 
α-терпінолен, α -терпінеол, α-пінен та p-цімол 

Ялиця сибірська
(Abies sibirica)

Мірцен, цис- і транс-β-оцімен, лімонен, дипентен, терпени, 
терпінолен, α- і β-пінени, камфен, α-туйен, α-фенхен, 
3-карен, γ-бісаболен n-цимол, борнеол, цинеол, деканаль, 
додекан

Меліса лікарська 
(Melissa officinalis)

Мірцен, ліналоол, камфора, цитронелаль, β- каріофілен, 
оксид каріофілен, цитраль

Для приготування суміші ефірних олій використовували 0,4% (вага/
об'єм) ефірної олії, 0,5% (вага/об'єм) Твін 20 і 6,0% (вага/об'єм) диметил-
сульфоксиду (ДМСО) і доводили на шейкері-інкубаторі при 200 об/хв протя-
гом 30 хв до стану емульсії. Твін 20 і ДМСО використовували для стабілізації 
емульсії. Всі ці речовини змішували у стерильних умовах у рідкому середови-
щі  LB (кінцевий об'єм 10 мл) [19].

Для визначення антагоністичної активності ефірних олій і бактеріоци-
ну, при їх окремому використанні, в кожну лунку 96-лункового мікроплан-
шету додавали 100 мкл середовища LB, 50 мкл нічної культури тест-штамів 
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бактерій та 100 мкл речовини, яку тестували. Як контроль використовували 
середовище LB (200 мкл) з додаванням нічної культури тест-штаму (50 мкл) 
[19].

Для визначення антагоністичної активності ефірних олій і бактеріоци-
ну, при їх сумісному використанні, в кожну лунку 96-лункового мікроплан-
шету додавали 100 мкл середовища LB, 50 мкл нічної культури тест-штамів 
бактерій та 100 мкл сполуки, що містить стабілізовану емульсію ефірної олії 
та бактеріоцин. Як контроль використовували середовище LB (200 мкл) з до-
даванням нічної культури тест-штаму (50 мкл) [19].

Планшети інкубували при 37 °C протягом 24 год, після чого  вимірюва-
ли оптичну щільність суспензії (за довжиною хвилі 600 нм). Усі досліди були 
виконані в трьох повторах на мікропланшетному спектрофотометрі μQuant.

Для визначення синергічних ефектів ефірних олій і бактеріоцину  роз-
раховували індекс фракційної пригнічувальної концентрації (FIC) шляхом 
складання значень FIC бактеріоцину штаму E. italicus ONU 547 (a) і ефірних 
олій (b) таким чином [19]: 

FIC = (FICa + FICb), якщо 

FICa =  

FICb = 

Для інтерпретації результатів використовували шкалу, де FIC≤0,5 при-
ймали як синергічний ефект (S), 0,5≤ FIC ≤2 – інтерактивний ефект (І) – від-
сутність ефекту взаємодії, 2<FIC≤3 – адитивний ефект (AD), FIC> 3 – антаго-
ністичний ефект двох сполук, що тестували (А) [19]. 

Результати досліджень та їх обговорення
За результатами дослідження окремого впливу бактеріоцину та ефірних 

олій показано, що на тест-штам S. enterica NCTC 6017 максимальний вплив 
показала ЕО Меліси лікарської та бактеріоцин, який продукує штам E. italicus 
ONU 547. Зниження життєздатності тест-штаму склало 77,7% та 21,9%,  від-
повідно (рис. 1). Незначне пригнічення росту (до 10,0%) індикаторного шта-
му S. enterica NCTC 6017 спостерігали при додаванні ЕО Анісу лікарського 
та ЕО Чебрецю садового.

Вплив дослідних ефірних олій на індикаторний штам P.  aeruginosa 
АТСС 27853 був майже однаковим – зниження життєздатності клітин спосте-
рігали в межах 23,1–32,8%. Бактеріоцин, що використовували у роботі, майже 
не впливав на життєздатність P. aeruginosa АТСС 27853 (рис. 2).

Зниження життєздатності тест-штаму P. putida KT 2440 до 41,0% реє-
стрували при використанні ЕО Меліси лікарської та до 52,1% при викорис-
танні ЕО Чайного дерева (рис. 3). Антимікробна дія бактеріоцину та ЕО По-
лину солянковидного викликала пригнічення росту штаму P. putida KT 2440 
на 18,8%.
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Рис. 1. Вплив ефірних олій та бактеріоцину на показники оптичної густини 
Salmonella enterica NCTC 6017

Fig. 1. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Salmonella enterica NCTC 6017

ЕО Чайного дерева пригнічувала ріст індикаторного штаму K. pneumoniae 
АТСС 10031 на 72,3% у порівнянні з контролем, а ЕО Меліси лікарської – на 
57,9% (рис. 4). ЕО Анісу лікарського та Ялиці сибірської, навпаки, стимулю-
вали ріст індикаторного штаму на 46,5% та 58,4%, відповідно (рис. 4). Бакте-
ріоцин, якій продукує штам Enterococcus italicus ONU 547, пригнічував ріст 
індикаторного штаму на 29,8% (рис. 4).

Було виявлено, що дослідні бактеріоцин та ефірні олії діяли майже од-
наково на життєздатність тест-штаму E. coli АТСС 25922 (рис. 5). Максималь-
но впливали на даний тест-штам ЕО Полину солянковидного та Анісу лікар-
ського: життєздатність кишкової палички була знижена на 43,9% та 47,7%,  
відповідно (рис. 5).

Досить цікаві результати були отримані за впливом ефірних олій на ін-
дикаторний штам E.  faecalis АТСС 29212. В цьому досліді не спостерігали 
пригнічення росту даного штаму, навпаки – реєстрували стимуляцію його 
росту на 31–91,0 %% (рис. 6).

При дослідженні зміни ростових показників тест-штаму S. aureus АТСС 
25923 за впливом ефірних олій  реєстрували антимікробну дію ЕО Анісу лі-
карського та ЕО Полину солянковидного – кількість життєздатних клітин 
тест-штаму знижувалась на 22,9 та 34,1%, відповідно, у порівнянні з контро-
лем (рис. 7). 

ЕО Полину (Artemisia) містить  монотерпени,  які руйнують мембра-
ни стафілококу золотистого та деяких видів стрептококів [12]. Бактеріоцин 
Enterococcus italicus ONU 547, навпаки, стимулював ріст тест-штаму S. aureus 
АТСС 25923 на 27,1%. Інші ефірні олії також спричиняли стимулювальну дію.
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Рис. 2. Вплив ефірних олій та бактеріоцину  на показники оптичної густини 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853

Fig. 2. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853

Рис. 3. Вплив ефірних олій та бактеріоцину  на показники оптичної густини 
Pseudomonas putida KT 2440

Fig. 3. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Pseudomonas putida KT 2440
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Рис. 4. Вплив ефірних олій та бактеріоцину  на показники оптичної густини 
Klebsiella pneumoniae АТСС 10031

Fig. 4. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Klebsiella pneumoniae АТСС 10031

Рис. 5. Вплив ефірних олій та бактеріоцину  на показники оптичної густини 
Escherichia coli  АТСС 25922

Fig. 5. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Escherichia coli  АТСС 25922
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Рис. 6. Вплив ефірних олій та бактеріоцину  на показники оптичної густини 
Enterococcus faecalis АТСС 29212

Fig. 6. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Enterococcus faecalis АТСС 29212

Рис. 7. Вплив ефірних олій та бактеріоцину на показники оптичної густини 
Staphylococcus  aureus АТСС 25923

Fig. 7. The effect of essential oils and bacteriocin on the optical density 
of Staphylococcus  aureus АТСС 25923

Результати визначення індексу фракційної пригнічувальної концентра-
ції за сумісної дії речовин, що тестували, наведені у таблиці 2. Було визначе-
но, що дослідні комбінації ефірних олій та бактеріоцину викликали 4 типи  
наслідків: 1) ефект синергії – ефект від спільної дії всіх елементів системи, 
що призводить до збільшення якісних показників функціонування без збіль-
шення кількісних; 2) адитивний ефект  – один із видів взаємодії лікарських 
субстанцій, коли фармакологічний ефект їх комбінації більш виражений, ніж 
одного з компонентів, але менший за передбачуваний ефект їх суми; 3) ан-
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тагоністичний ефект – вид взаємодії речовин, внаслідок якої ефекти однієї з 
них (чи обох) зменшуються або втрачаються; 4)  відсутність ефекту взаємодії 
(інтерактивний ефект).

Як видно з наведених даних, сукупна дія бактеріоцину та ЕО Анісу 
лікарського (Anisum officinalisa) спричиняла адитивний ефект до індикатор-
них штамів S. enterica NCTC 6017 та P. putida KT 2440) та антагоністичний 
ефект до K. pneumoniae АТСС 10031. Не спостерігали інтерактивного ефекту 
до E. coli АТСС 25922, P. aeruginosa АТСС 27853, E. faecalis АТСС 29212 і 
S. aureus АТСС 25923 

Сукупна дія дослідного бактеріоцину та ЕО Чайного дерева (Anisum 
officinalisa) викликала адитивний ефект по відношенню до  E.  coli АТСС 
25922 та S. enterica NCTC 6017; антагоністичний ефект до K.  pneumoniae 
АТСС 10031 та P. putida KT 2440, та не викликала інтерактивного ефекту до 
P. aeruginosa АТСС 27853, E. faecalis АТСС 29212 і S. aureus АТСС 25923.

Спільний вплив бактеріоцину та ЕО Полину солянковидного (Artemisia 
salsoloides) викликав адитивний ефект до E.  coli АТСС 25922, S.  enterica 
NCTC 6017, S.  aureus АТСС 25923 та P.  putida KT 2440; антагоністичний 
ефект до K. pneumoniae АТСС 10031, та не викликала інтерактивного ефекту 
до P. aeruginosa АТСС 27853 та E. faecalis АТСС 29212.

Сумісна дія бактеріоцину та ЕО Ялиці сибірської (Abies sibirica) спричи-
няла адитивний ефект до S. enterica NCTC 6017, P. putida KT 2440 та S. aureus 
АТСС 25923; антагоністичний ефект до K.  pneumoniae АТСС 10031, та не 
спричиняла інтерактивного ефекту до  P. aeruginosa АТСС 27853, E. faecalis 
АТСС 29212 і E. coli  АТСС 25922.

Спільний вплив бактеріоцину та ЕО Меліси лікарської (Melissa officinalis) 
спричиняв адитивний ефект до E. coli АТСС 25922 та E. faecalis АТСС 29212; 
антагоністичний ефект до K. pneumoniae АТСС 10031, S. enterica NCTC 6017 
та P. putida KT 2440 та не спричиняв інтерактивного ефекту до P. aeruginosa 
АТСС 27853 і S. aureus АТСС 25923.

Сукупна дія дослідного бактеріоцину та ЕО Чебрецю садового (Thymus 
vulgaris) спричиняла адитивний ефект до E. coli АТСС 25922, S. enterica NCTC 
6017, E. faecalis АТСС 29212, S. aureus АТСС 25923 та P. putida KT 2440; ан-
тагоністичний ефект до K. pneumoniae АТСС 10031 та синергічний ефект до 
P. aeruginosa АТСС 27853.

Таким чином було показано, що більшість дослідних природних ефір-
них олій викликає пригнічення росту  індикаторних штамів умовно-патоген-
них мікроорганізмів. Максимальний антимікробний ефект до індикаторних 
штамів продемонстрували ефірні олії Анісу лікарського та Меліси лікарської, 
які пригнічували ріст E. coli АТСС 25922, S. enterica NCTC 6017, P. putida KT 
2440, P. aeruginosa АТСС 27853 та K. pneumoniae АТСС 10031 більше ніж на 
50,0%.

Ефірні олії мають величезний комерційний потенціал на світовому рин-
ку завдяки своїм унікальним смаковим і ароматичним властивостям, а також 
біологічній активності [8]. Нашими дослідженнями підтверджено протимі-
кробну дію хімічних компонентів природних ефірних олій, що висвітлено в 
літературних джерелах [10]. Крім того, отримані результати продемонструва-
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ли  синергічний ефект будь-яких двох або більше інгредієнтів ефірних олій 
проти різних патогенів людини, що підтверджують публікації низки авторів  
[11, 13, 14, 16].

При дослідженні сукупної антимікробної дії бактеріоцину Enterococcus 
italicus ONU 547 та ефірних олій було показано, що такий спільний вплив 
спричиняє здебільшого синергічний або адитивний ефекти. Ці результати на-
дають підставу для подальшої розробки комбінацій ефірних олій та бактері-
оцинів або бактеріоціногенних штамів з метою використання у харчових та 
фармацевтичних  біотехнологіях.
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THE EFFECT OF BACTERIOCIN 
ENTEROCOCCUS ITALICUS ONU 547 AND ESSENTIAL 

OILS ON THE GROWTH OF OPPORTUNISTIC 
MICROORGANISMS

Summary
Purpose. To evaluate the effectiveness of bacteriocin of Enterococcus italicus 
ONU 547 and essential oils individually and in combination against indicator 
strains of opportunistic pathogens. Methods. The antagonistic activity of essen-
tial oils and bacteriocin was determined by the optical density of the bacteri-
al suspension of test strains (Salmonella enterica NCTC 6017, Escherichia coli 
АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, Pseudomonas putida KT 
2440, Enterococcus faecalis АТСС 29212, Klebsiella pneumoniae АТСС 10031, 
Staphylococcus aureus АТСС 25923). The index of fractional inhibitory activity 
(FIC) was calculated by adding the FIC values of bacteriocin E. italicus ONU 547 
and the studied essential oils. The results. The maximum antimicrobial effect was 
caused by the essential oils of Anisum officinalis and Melissa officinalis, which 
suppressed the growth of test strains more than 50.0%. When using bacteriocin 
of E.  italicus ONU 547 suppression of viability of indicator strains did not ex-
ceed 30.0%. Experimental combinations of essential oils and bacteriocin caused 4 
types of consequences: synergy effect; additive effect; antagonistic effect; interac-
tive effect (no interaction effect). In most cases, the combined action of bacteriocin 
and essential oils caused an additive effect. Conclusions. This study demonstrated 
the potential of using different combinations of natural antimicrobial compounds. 
The obtained results provide grounds for further development and optimization of 
combinations of essential oils and probiotic strains of microorganisms for use in 
food and pharmaceutical biotechnology.

Key words:  antimicrobial activity, essential oils, bacteriocin
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ВЛИЯНИЕ  БАКТЕРИОЦИНА 
ENTEROCOCCUS ITALICUS ONU 547 И ЭФИРНЫХ 

МАСЕЛ НА РОСТ УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

Реферат
Цель. Оценить влияние бактериоцина Enterococcus italicus ONU 547 и эфир-
ных масел по отдельности и в комбинации к тест-штаммам условно-па-
тогенных микроорганизмов. Методы. Антагонистической активностью 
бактериоцинов и эфирных масел определяли по показателю оптической 
плотности суспензии бактерий тест-штаммов (Salmonella enterica NCTC 
6017, Escherichia coli АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853,  
Pseudomonas putida KT 2440, Enterococcus faecalis АТСС 29212, Klebsiella 
pneumoniae АТСС 10031,  Staphylococcus  aureus АТСС 25923). Индекс фрак-
ционной ингибирующей активности (FIC) рассчитывали путем сложения 
значений FIC бактериоцина E.  italicus ONU 547 и исследованных эфирных 
масел. Результаты. Максимальный антимикробный эффект вызывали 
эфирные масла Аниса лекарственного (Anisum officinalis) и Мелиссы лекар-
ственной (Melissa officinalis), которые подавляли рост тест-штаммов бо-
лее чем на 50,0%. При использовании бактериоцина E. italicus ONU 547 уг-
нетение жизнеспособности индикаторных штаммов не превышало 30,0%. 
Опытные комбинации эфирных масел и бактериоцина вызывали 4 типа 
последствий: эффект синергии; аддитивный эффект; антагонистический 
эффект; интерактивный эффект (отсутствие эффекта взаимодействия). 
В большинстве случаев совокупное действие бактериоцина и эфирных масел 
вызвало аддитивный эффект. Выводы. Это исследование продемонстри-
ровало потенциал использования различных комбинаций природных про-
тивомикробных соединений. Полученные результаты дают основания для 
дальнейшей разработки и оптимизации комбинаций эфирных масел и про-
биотических штаммов микроорганизмов с целью использования в пищевых и 
фармацевтических биотехнологиях.

Ключевые слова:  антимикробная активность, эфирные масла, бакте-
риоцин
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ІНФОРМАЦІЙНЕ ПОВІДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРІВ

Науковий журнал «Мікробіологія і біотехнологія» запрошує Вас  до спі-
впраці з питань висвітлення результатів наукових досліджень у галузі мі-
кробіології і біотехнології. 

Програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових досліджень 
у галузі мікробіології та біотехнології, об'єктами яких є прокаріотні (бактерії, 
архебактерії), еукаріотні  (мікроскопічні гриби, мікроскопічні водорості, най-
простіші) мікроорганізми та віруси.

Тематична спрямованість: мікробіологія, вірусологія, імунологія, моле-
кулярна біотехнологія, створення та селекція нових штамів мікроорганізмів, 
мікробні препарати, антимікробні засоби, біосенсори, діагностикуми, мікроб-
ні технології в сільському господарстві, мікробні технології у харчовій про-
мисловості; захист та оздоровлення навколишнього середовища; отримання 
енергоносіїв та нових матеріалів тощо.

Мова (мови) видання: українська, російська, англійська.
Рубрики журналу: «Оглядові та теоретичні статті», «Експерименталь-

ні праці», «Дискусії», «Короткі повідомлення», «Хроніка наукового життя», 
«Сторінки історії», «Ювілеї і дати», «Рецензії», «Книжкова полиця».

До статті додається рекомендація установ, організацій, у яких викону-
валася робота, за підписом керівника та письмова згода керівників установ, 
організацій, де працюють автори.

Вимоги до оформлення статей, які подаються до редакції журналу:
Стаття має відповідати тематичному спрямуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВАК України від 15.01.2003 р. №7-5/1, включати такі 
структурні елементи: постановка проблеми у загальному вигляді та її зв’язок 
із важливими науковими чи практичними завданнями; аналіз останніх дослід-
жень і публікацій, в яких започатковано вирішення даної проблеми і на які 
опирається автор; виокремлення раніше не вирішених частин загальної про-
блеми, котрим присвячується стаття; формулювання мети статті (постановка 
завдання); виклад основного матеріалу дослідження з повним обґрунтуван-
ням наукових результатів; висновки з даного дослідження і перспективи по-
дальших пошуків у даному напрямі.

До друку приймаються рукописи (2 примірники) обсягом до 18 сторінок 
(з урахуванням рисунків,  таблиць і підписів до них, анотації, реферату, спи-
ску літератури), огляди – до 30 стор., рецензії – до 3 стор., короткі повідом-
лення – до 2 стор.  Відхилені рукописи не повертаються.

 До рукопису додається електронний варіант рукопису шрифт Times New 
Roman, кегль 14, інтервал автоматичний, не більше 30 рядків на сторінці, поля 
по 2 см).

При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
• індекс УДК у лівому верхньому кутку першого аркуша;
• Реферат мовою оригіналу статті:

–– назва статті великими літерами;
–– прізвища та ініціали автора (авторів);
–– місце роботи кожного автора; повна поштова адреса установи (за між-
народними стандартами); телефон, електронна адреса (e-mail); 
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–– прізвища авторів та назви установ, де вони працюють, позначають од-
ним і тим самим цифровим індексом (вгорі);
–– реферат із зазначенням новизни дослідження (200–250 слів);
–– ключові слова (не більше п'яти).

• Реферат англійською мовою:
–– назва статті великими літерами;
–– прізвища та ініціали автора (авторів), транслітерація;
–– місце роботи кожного автора; повна поштова адреса установи (за між-
народними стандартами); телефон, електронна адреса (e-mail); 
–– прізвища авторів та назви установ, де вони працюють, позначають од-
ним і тим самим цифровим індексом (вгорі);
–– реферат із зазначенням новизни дослідження (200–250 слів);
–– ключові слова (не більше п'яти);

• Повний текст статті мовою оригіналу.

Текст статті має включати такі складові:
вступ; матеріали і методи; результати та їх обговорення; висновки; спи-

сок використаної літератури мовою оригіналу цитованої статті, список вико-
ристаної літератури (Referens) англійською мовою (за вимоги міжнародних 
наукометричних баз).

До кожного примірника статті додається реферат мовою оригіналу статті 
(українською/російською) та англійською мовою.

Враховуючи, що реферат відображає основний зміст статті і використо-
вується в інформаційних, в тому числі автоматизованих системах для пошуку 
документів та інформації, необхідно дотримуватися певних вимог при його 
написанні:

–– реферат має бути інформативним (не містити зайвих слів);
–– структурованим, тобто містити розділи: мета; методи, що використані 
в роботі та/або методологія проведення досліджень; результати та сфе-
ра їх застосування; висновки;
–– англійська версія реферату має бути написана якісною англійською мо-
вою (за потреби доцільно користуватися послугами  кваліфікованих 
спеціалістів-лінгвістів з подальшим науковим редагуванням тексту ав-
тором), з використанням термінології, яка використовується в англо-
мовних медикобіологічних журналах, уникати використання термінів, 
які є прямою українською/російською калькою;
–– компактним (200–250 слів);
–– ключові слова (не більше 5-ти) розміщуються з абзацу після реферату.

У кінці тексту статті указати прізвища, імена та по-батькові усіх авторів, 
поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденції).

Стаття має бути підписана автором (усіма авторами) з зазначенням дати 
на останній сторінці.

Автори несуть повну відповідальність за бездоганне мовне оформлення 
тексту, особливо за правильну наукову термінологію (її слід звіряти з фахови-
ми термінологічними словниками). 

Латинські біологічні назви видів, родів подаються курсивом латиницею. 
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Якщо часто повторювані у тексті словосполучення автор вважає за по-
трібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обумовлюють у дуж-
ках. Наприклад: полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, цифрами у квадрат-
них дужках, згідно з порядковим номером у списку літератури.

Розділ «Матеріали і методи»:
–– Методи дослідження та схеми експерименту мають бути представлені 
так, щоб їх можна було відтворити.
–– Для використаних реактивів та матеріалів вказати назву кампанії та 
країни-виробника.
–– Одиниці вимірювання вказати в системі СІ.
–– Концентрацію розчинів представляти в М, мМ, мкМ (молярна концен-
трація).
–– Молекулярку масу (Мм) – Да (дальтони) або кДа.
–– При використанні ферментів навести їх номенклатурну систематичну 
назву та шифр.
–– Активність ферментів виражають в мкмолях використаного субстра-
ту або утвореного продукту за 1 хв на 1 мг протеїну або використати 
стандартну одиницю активності U (IU) і катал (скорочено кат), пито-
ма активність ензиму виражається в ммолях/хв на 1 мг протеїну або в 
од.акт/мг, кат/кг.
–– Вказати умови проведення ферментативної реакції (температура, рН, 
концентрація субстрату).
–– Вказати використані методи статистичного аналізу, програму стати-
стики.

Таблиці мають бути компактними, мати порядковий номер; графи, ко-
лонки мають бути точно визначеними логічно і графічно. Матеріал таблиць 
(як і рисунків) має бути зрозумілим і не дублювати текст статті. Цифровий 
матеріал таблиць слід опрацювати статистично. 

Рисунки виконуються у вигляді чітких креслень (за допомогою комп’ю-
терного графічного редактора у форматі Word, TIF, JPG). Осі координат на 
графіках мають бути позначені. Рисунки розміщуються у тексті статті. 

До рисунків мають бути підписи не згруповані з ним і не вставлені в 
об’єкт рисунка. 

Позначення на рисунку мають бути інтегровані в нього, тобто копіювати-
ся разом з рисунком, а не окремими частинами.

Всі ілюстрації мають бути розміщені в файлі рукопису, також обов’язко-
во додані до електронного варіанту у вигляді файлів формату JPEG.

Підписи, а також пояснення, примітки до таблиць та рисунків подаються 
мовою оригіналу та англійською мовою.

Розділ «Результати досліджень та їх обговорення» має бути написаний 
коротко: необхідно чітко викласти виявлені ефекти, показати причинно-ре-
зультативні зв’язки між ними, порівняти отриману інформацію з даними літе-
ратури, дати відповідь на питання, поставлені у вступі.

ІНФОРМАЦІЙНЕ ПОВІДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРІВ
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Список використаної літератури
1. Список використаної літератури в оригіналі цитованої статті скла-

дається за алфавітно-хронологічним порядком (спочатку кирилиця, потім ла-
тиниця). Якщо перший автор у декількох працях один і той самий,  то праці 
розміщуються у хронологічному порядку. Список посилань треба пронумеру-
вати, а у тексті посилатися на відповідний номер джерела літератури (у ква-
дратних дужках).

У посиланні пишуть прізвища усіх авторів. В експериментальних працях 
має бути не більше 15 посилань літературних джерел.

Патентні документи розміщуються у кінці списку посилань.
2. Список використаної літератури англійською мовою (Referens), за ви-

могами міжнародних наукометричних баз.
Стиль шрифта – NLM (National Library of Medicine).
Прізвища, імена та по-батькові авторів, назву цитованого видання (жур-

нал, монографія, збірник тощо) наводять послуговуючись безкоштовними 
сайтами (http://www.easybib.com/, http://www.bibme.org/, http://www.sourceaid.
com/, https://www.citethisforme.com/), що дозволяють здійснити переклад з ви-
користанням однієї з міжнародних систем транслітерації.

Назви статей наводять англійською мовою. 
Порядок подання посилань Referens (список 2) має повністю співпадати 

зі списком використаної літератури (список 1).

Зразки посилання літератури
Вимоги до оформлення бібліографічних посилань мовою оригіналу         

(в тому числі цитовані англомовні джерела)
На книги
Векірчик  К. М. Мікробіологія з основами вірусології. – К.: Либідь, 2001. 

– 312 с.
Патика В. П., Тихонович І. А. Мікроорганізми і альтернативне землероб-

ство. – К.: Урожай, 1993. – 176 с. 
Промышленная микробиология / Под ред. Н. С. Егорова. – М.: Высш. 

шк., 1989. – 688 с.
Методы общей бактериологии: В 3 т. / Под ред. Ф. Герхардта. – М.: Мир, 

1983. – Т. 1. – 536 с.; Т. 2. – 470 с.; – Т. 3. – 263 с.
Шлегель Г. Общая микробиология. – М.: Мир, 1987. – 566 с.
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. – 9th ed. – Baltimore; London, 

1986. – Vol. 2. – 1599 p.
Rogers H.,  Perkins H., Ward I. Microbial cell walls and membranes. – London; 

New York: Fcfd. Press, 1980. – 364 p.
На журнальні статті
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