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БІОСУРФАКТАНТИ МОРСЬКИХ 
МІКРООРГАНІЗМІВ: 

І. СТРУКТУРА ТА ФУНКЦІЇ 

Морські мікроорганізми мають унікальні метаболічні та фізіологічні осо-
бливості і є важливим джерелом нових біомолекул, зокрема, таких як по-
верхнево-активні речовини (Біо-ПАР). Низькомолекулярні біосурфактанти 
представлені гліколіпідами, фосфоліпідами,  жирними кислотами, ліпопеп-
тидами та ліпопротеїдами, а високомолекулярні – сумішами  гетерополіцу-
кридів, ліпополіцукридів, ліпопротеїдів та білків. Основні роди бактерій, які 
виробляють Біо-ПАР це Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Antarctobacter, 
Rhodococcus, Halomonas, Alcanivorax, Pseudoalteromonas та Marinobacter. 
У огляді розглядаються структура та функції Біо-ПАР, виділених з мор-
ських мікроорганізмів. 

Ключові  слова:  морські мікроорганізми, Біо-ПАР, гліколіпіди, фосфолі-
піди, жирні кислоти, ліпопептиди, ліпопротеїди, гетерополіцукри, ліпопо-
ліцукриди

© Б.М. Галкін, М.О. Фіногенова, А.С. Семенець, М.Б. Галкін, Т.О. Філіпова, 2021

Морське середовище є величезним джерелом природних сполук, які ма-
ють біологічну активність [8, 46]. Морські мікроорганізми мають унікальні 
метаболічні та фізіологічні властивості, які надають їм можливість вижива-
ти в екстремальних умовах: більш високий рівень гідрофобності поверхні 
клітин, підвищена здатність до адгезії та утворення біоплівок, і, отже, виро-
бляти нові метаболіти, які не синтезуються ґрунтовими та наземними пред-
ставниками тих самих видів [13, 55]. Отже, морське середовище має великі 
перспективи щодо пошуку нових біоактивних сполук, включаючи антибіо-
тики, ферменти, вітаміни, ліки та Біо-ПАР (біоповерхневі активні речовини) 
[8, 54, 59]. Поверхнево-активні сполуки, синтезовані мікроорганізмами, ма-
ють різноманітні хімічні структури, включаючи гліколіпіди, ліпопептиди, 
поліцукридно-білкові комплекси, фосфоліпіди, жирні кислоти та нейтральні 
ліпіди [24, 55, 59].

Завдяки своїй амфіпатичній природі ПАР (поверхнево-активні речови-
ни) виявляють різноманітну поверхневу активність, що дозволяє застосову-
вати їх у декількох процесах, пов’язаних з емульгуванням, піноутворенням. 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 6–27
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Вони є детергентами, та солюбілізують гідрофобні сполуки [5, 39]. Біо-ПАР 
мають подібні або кращі показники порівняно з синтетичними ПАР. У них 
нижча токсичність, вища біологічна активність та ефективність за екстремаль-
них температур, солоності та значеннях рН. Все це робить їх альтернативою 
хімічним сурфактантам. Біо-ПАР використовуються  в різних галузях таких 
як  сільське господарство, харчова, косметична або нафтова промисловість, а 
також у біоремедіації [5, 20, 39, 50, 51]. Крім того, деякі Біо-ПАР проявляють 
антибактеріальну, протигрибкову, противірусну або протипухлинну активнос-
ті, що робить їх потенційними альтернативами звичайним терапевтичним за-
собам. [5, 22, 24, 39, 55]. Мікроорганізми, що виробляють Біо-ПАР мешкають 
як у воді (море, прісна вода та підземні води), так і у ґрунті, осадах та мулі, 
а також у середовищах, що характеризуються екстремальними умовами рН, 
температури або солоності [1, 7, 31, 55, 69]. Завдяки унікальним екологічним 
умовам морське середовище є хорошим джерелом для виділення нових мі-
кроорганізмів, що виробляють Біо-ПАР. Повідомляється про значну кількість 
морських мікроорганізмів, здатних продукувати Біо-ПАР з різною структу-
рою. Однак слід враховувати, що переважна більшість морського мікробного 
різноманіття залишається невивченою, головним чином через труднощі ви-
рощування морських мікроорганізмів в лабораторних умовах [27, 28, 54, 60]. 
У цьому огляді розглядаються структура та фізіологічні функції біосурфак-
тантів, що виробляються морськими мікроорганізмами.  

Види  та хімічні структури Біо-ПАР
Біо-ПАР – це поверхнево-активні амфіфільні сполуки, отримані з біо-

логічних джерел (мікроорганізмів, рослин або тварин). Як правило, мікроор-
ганізми, такі як бактерії, дріжджі та археї, є найбільш комерційно перспек-
тивними для одержання Біо-ПАР завдяки їх величезному геномному різнома-
ніттю. Ці сполуки можуть зв’язуватися з клітинною стінкою мікроорганізму 
(наприклад, Біо-ПАР екзополіцукридної природи) або знаходитися у позаклі-
тинній рідині (низькомолекулярні біосурфактанти) [58]. Завдяки своїм  ам-
фіфільним властивостям Біо-ПАР можуть розчинятися як у полярних, так і в 
неполярних розчинниках [15]. Ефективність поверхнево-активної речовини 
визначається її здатністю знижувати поверхневий натяг (ПН) та міжфазний 
натяг (МФН) між двома фазами, що не змішуються (наприклад, повітря/ріди-
на та неполярні/полярні рідини, відповідно). ПН – це сила, що діє на одиницю 
довжини лінії, яка обмежує поверхню рідини.  За присутності сурфактантів 
потрібно менше сили для виведення молекули на поверхню, що призводить 
до зниження коефіцієнта поверхневого натягу. Вважається, що ефективний 
біосурфактант повинен зменшувати ПН води з 72 до < 35 мН/м, а МФН для 
води проти н-гексадекану з 40 до 1 мН/м [40]. Іншим показником ефективно-
го Біо-ПАР є  низька критична концентрація міцел (ККМ). За визначенням, 
ККМ є мінімальною концентрацією поверхнево-активної речовини, яка іні-
ціює утворення міцел, і, як правило, корелює з ПМ та МФН [41]. Чим  нижче 
ККМ, тім менше потрібно Біо-ПАР для зменшення ПМ або МФН.

Хімічний склад біосурфактантів різних видів мікроорганізмів є дуже 
відмінним. Тому Біо-ПАР класифікуються за їх молекулярною масою або за 

БІОСУРФАКТАНТИ МОРСЬКИХ МІКРООРГАНІЗМІВ: ...
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хімічною структурою. На основі молекулярної маси поверхнево-активні спо-
луки поділяються на низькомолекулярні, які зменшують поверхневий натяг 
між двома рідинами, що не змішуються, та високомолекулярні  емульгатори, 
які сприяють  утворенню емульсій (олія у воді або вода в олії). Останні також 
називають полімерними поверхнево-активними речовинами (або біоемульга-
торами) і зазвичай вони представлені  екзополіцукридами (ЕПС).

Основними хімічними структурами низькомолекулярних Біо-ПАР є 
гліколіпіди, фосфоліпіди та жирні кислоти, ліпопептиди та ліпопротеїди [6, 
38, 56]. Гліколіпіди є найбільш вивченими Біо-ПАР і складаються з різних 
цукрів пов'язаних з ß-гідрокси жирними кислотами (вуглеводна головка та 
ліпідний хвіст), тоді як ліпопептиди складаються з циклогептапептидів з амі-
нокислотами, пов'язаними з жирними кислотами з різною довжиною ланцюга 
(рис. 1–7) [64]. Так, рамноліпіди, що синтезуються бактеріями Pseudomonas 
aeruginosa, Burkholderia thailandensis, Marinobacter sp. штам MCTG107b, міс-
тять один або два залишки рамнози та один або два залишки жирних кислот 
[17, 23, 62, 63].

Рис. 1. Хімічна структура рамноліпідів; а - монорамноліпід; b - дирамноліпід [17]

Fig. 1. Chemical structure of rhamnolipids; a - monorhamnolipid; b - diramnolipid [17]

Софороліпіди синтезуються непатогенними видами дріжджів Candida 
apicola, Rhodotorula bogoriensis, Wickerhamiella domercqiae та Starmerella 
bombicola [65]. Вони складаються з дисахариду софорози  і довголанцюгових 
жирних кислот (С16–С18).

Різні типи гліколіпідів, що містять трегалозу, виробляються кількома мі-
кроорганізмами, що належать до Mycobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, 
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Nocardia та Gordonia. Трегалозний цукор може бути зв'язаним як з коротко- 
так і з довголанцюговими жирними кислотами (від C6 до C90). На рис. 3 на-
ведена структура трегалозоліпіду, що синтезується Rhodococcus erythropolis 
[48].

Рис. 2. Хімічна структура софороліпідів, R' і R'' – довголанцюгові жирні кислоти 
(С16–С18) [65]

Fig. 2. Chemical structure of sophorolipid R' і R'' – long-chain fatty acids (C16 – C18) [65]

Рис. 3. Хімічна структура трегалозного ліпіду Rhodococcus erythropolis [48]

Fig. 3. Chemical structure of trehalose lipid Rhodococcus erythropolis [48]

Дріжджі Candida antarctica та Pseudozyma spp. Синтезують манозиле-
ритрол ліпіди, в яких манопіранозил-мезо-еритритол пов'язаний з довголан-
цюговими жирними кислотами [3, 45].

Ліпопептидні Біо-ПАР складається з гідрофобного амінокислотного 
кільця довгого ланцюга жирних кислот [32,67]. Як правило, вони синтезу-
ються представниками роду Bacillus. Але віскозина, подібний до сурфактину, 
що синтезується Pseudomonas fluorescens [19].

Високомолекулярні біоемульгатори є більш складними, ніж біоповерх-
нево-активні речовини з низькою молекулярною масою і складаються з сумі-
шей гетерополіцукридів, ліпополіцукридів, ліпопротеїдів та білків. Подібно 
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Рис. 4. Хімічна структура манозилеритрол ліпіду [3, 45]

Fig. 4. Chemical structure of mannosyleritrol lipid [3, 45]

Рис. 5. Хімічні структури ліпопептидів сурфактину, ітурину та фенгіцину, що 
синтезуються Bacillus subtilis. [32, 67]

Fig. 5. Chemical structure of lipopeptides surfactin, iturin and fengicin are synthesized by 
Bacillus subtilis. [32, 67]
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Рис. 6. Хімічна структура лихенізину, що синтезується Bacillus lichenformis [18]

Fig. 6. Chemical structure of lichenysin is synthesized by Bacillus lichenformis [18]

Рис. 7. Хімічна структура віскозину Pseudomonas fluorescens. [19]

Fig. 7. Chemical structure of viscosine Pseudomonas fluorescens [19]

до низькомолекулярних біоповерхневих речовин, ці молекули або їх суміші 
можуть ефективно емульгувати дві рідини, що не змішуються (наприклад, 
олію та воду), але менш здатні знижувати поверхневий натяг. У забрудненому 
нафтою середовищі високомолекулярні біоемульгатори щільно зв’язуються 
з дисперсними вуглеводнями, запобігаючи злипанню та «розриву» крапель 
нафти. Цей процес відомий як стабілізація емульсії і пояснюється великою 
кількістю реакційноздатних груп в їх структурах [64]. Найбільш вивченими 
мікробними високомолекулярними біоемульгаторами є емульсан, аласан, лі-
посан, сфінган та ксантанова камедь (рис. 8, 9). Емульсан є комплексом ліпо-
гетерополіцукридів (апоемульсан) та білка [64].
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Рис. 8. Хімічна структура емульсану, що синтезується  
Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 [64]

Fig. 8. Chemical structure of emulsan, synthesized by 
Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 [64]

Рис. 9. Хімічна структура ксантанової камеді, що, синтезується 
Xanthomonas campestris [34]

Fig. 9. Chemical structure of xanthan gum, synthesized by 
Xanthomonas campestris [34]
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Також існують похідні емульсану, зокрема, аласан, який синтезується 
Acinetobacter radioresistens  KA53. За своєю структурою це комплекс ані-
онних поліцукридів з аланіном та білками з високою молекулярною масою 
[61] та ліпосан, який синтезується Candida lipolytica. За своєю структурою це 
комплекс гетерополіцукридів та білка [11].  

Такий високомолекулярний біосурфактант, як ксантанова камедь 
містить у структурній одиниці від трьох до восьми моноцукрів. Цей Біо-ПАР 
синтезується грам-негативною бактерією  Xanthomonas campestris і є гетеро-
поліцукридом [34].

Відомий також високомолекулярний комплекс, який отримав назву 
сфінган. Він синтезується Sphingomonas spp. За своєю структурою це комп-
лекс лінійного каркасу тетрацукриду (глюкоза-глюкуронова кислота-глюко-
за-рамноза/маноза), до якого прикріплені бічні ланцюги глюкозилу, рамнози-
лу, манозилу або ацетилу [37].

Морські бактерії, які виробляють Біо-ПАР
З морського  середовища була виділена невелика кількість видів бакте-

рій, що синтезують Біо-ПАР, які мають перспективи комерційного викори-
стання.  Деякі види спочатку були ізольовані із наземного середовища, як у 
випадку з Рseudomonas та Rhodococcus, але згодом були виділені і з морського 
середовища [53,68].

PSEUDOMONAS
Представники роду Pseudomonas, класу Gammaproteobacteria, можуть 

колонізувати різноманітні середовища існування та виробляти різні молеку-
ли Біо-ПАР включаючи гліколіпіди (рамноліпіди) та ліпопептиди (наприклад, 
віскозин, амфізин, толаазин та сирингоміцин). Більшість ізольованих видів 
Pseudomonas походять з наземних середовищ існування, але представники 
цього роду поширені і в морському середовищі [9]. Найчастіше досліджу-
ється  P. аeruginosa, яка синтезує багато Біо-ПАР. Вона добре росте на різних 
вуглеводних та невуглеводних субстратах і синтезує  рамноліпіди, які можуть 
утворювати стійкі емульсії з різними гідрофобними речовинами.

BACILLUS
Члени роду Bacillus були переважно ізольованими з нафтових пластів 

або забруднених нафтою ґрунтів і є  ефективними виробниками  Біо-ПАР. 
Штам Bacillus methylotrophicus USTBa був  виділений з нафтового пласта і 
добре ріс на олії у водному середовищі та синтезував Біо-ПАР гліколіпідного 
типу [14].  Крім того, біосурфактант був стабільним при різних значеннях рН 
і високої температури (до 100 оС). Емульгувальна активність Біо-ПАР ліпо-
пептидної природи штаму B. subtilis A1 сягала 78% при його вирощуванні на 
сирій нафті як єдиному джерелі вуглецю [47]. 

ACINETOBACTER
Acinetobacter – рід грамнегативних гаммапротеобактерій, які є об-

лігатними аеробами. Ці бактерії, належать до порядку Pseudomonadales. 
Acinetobacter повсюдно поширений рід і його представники часто зустріча-
ються в морському середовищі. Багато видів цього роду є відомими деграда-
торами вуглеводнів, які виробляють позаклітинні ЕПС [29]. A. calcoaceticus та 
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A. radioresitensis синтезують емульсан та аласан, відповідно [35,42]. Штами 
A. calcoaceticus та A. oleivorans, виділені з  Північної Атлантики у канадських 
водах, виробляють біоемульгатори при вирощуванні на нафтових вуглевод-
нях як єдиному джерелі вуглецю [10]. Враховуючи те, що ці штами пристосо-
вані до холодного морського середовища Північної Атлантики, Біо-ПАР, які 
вони синтезують, можуть бути ефективними за низьких температур і суворих 
умов півночі. 

ANTARCTOBACTER
Antarctobacter – рід грамнегативних бактерій (порядок Rhodobacterales), 

які є облігатними аеробними бактеріями. Таксономічно описаний лише один 
вид, Antarctobacter heliothermus, який був виділений в Антарктиді [36].  Штам 
Antarctobacter sp.TG22 був ізольований із гіперсолоної води і встановлено, що 
він виробляє позаклітинний водорозчинний полімер глікопротеїнового типу 
(позначений TG22), який утворює  стійкі емульсії з різними рослинними олія-
ми при концентрація до 0,02% [25]. 

RHODOCOCCUS
Рід Rhodococcus включає різноманітні в метаболічному відношенні 

види, здатні знаходитися в різних місцях існування [21]. Представники роду 
вивчалися головним чином на предмет їх здатності розкладати вуглеводні та 
забруднюючі речовини. Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus aurantiacus 
та Rhodococcus ruber є одними з найвідоміших продуцентів біосурфактантів 
роду. З морського ґрунту був виділений штам Rhodococcus erythropolis 3C-
9, який продукував два види поверхнево-активних речовин за присутності 
н-гексадекану як єдиного джерела вуглецю [48]. Ці Біо-ПАР, як показала тон-
ко-шарова хроматография та мас-спектрометрія (ГХ-МС), були представлені 
12 вільними жирними кислотами з довжиною ланцюга від С9 до С22; та двома 
гліколіпідами: глюко- та трегалозоліпіди. Гліколіпіди містили неразголужені 
жирні кислоти з довжиною ланцюга від C10 до C18. За росту на водорозчин-
них субстратах R. erythropolis 3C-9 не продукував Біо-ПАР.

HALOMONAS
Halomonas всюдисущий рід Altreromonadales. Ці  мікроорганізми зу-

стрічаються в різноманітних місцях проживання: морські [10,29] та назем-
ні середовища, гіперсалінні озера [49], ґрунти [4] та гарячі джерела [16]. Ці 
бактерії синтезують ЕПС з різними властивостями [25]. Екзополіцукрид тер-
мофільного штаму H. nitroreducens WB1, який був ізольований з гарячого 
джерела, ефективно  емульгував різні рослинні олії (Е24 68–85%) та аліфатич-
ні вуглеводні (Е24 56–65%). Цей ЕПС здатний також  зв'язувати різні метали. 
Моноцукри в молекулі ЕПС штаму  WB1 представлені глюкозою, манозою,  
галактозою і уроновою кислотою (у слідових кількостях) [16]. 

ALCANIVORAX
Alcanivorax – рід грам-негативних облігатно аеробних або мікроа-

ерофільних гамапротеобактерій (порядок Oceanospirillales). Alcanivorax 
borkumensis синтезує низькомолекулярний аніонний гліколіпідний Біо-ПАР 
при вирощуванні на вуглеводнях [57]. Гліколіпід складається з глюкози, 
пов’язаної  з тетрамерним ланцюгом жирних кислот довжиною C6-C10, і 
може бути позаклітинним або зв’язаним з клітиною [2]. Штам  A. borkumensis 
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SK2, який був виділений з морського середовища, при вирощувані на  нафті 
продукував удвічі більше  Біо-ПАР  ніж за відсутності  вуглеводнів. При ви-
користані  важких вуглеводневих фракцій, які використовувалися як єдине 
джерело вуглецю, синтез Біо-ПАР був найвищий (~ 70 мг/л) у  порівнянні  
з використанням сирої нафти (50±20 мг/л). Однак очищення біоповерхневої 
речовини було простішим, коли культуру наносили на важку нафтову фракці-
єю, оскільки вона постійно залишалася на поверхні, і, отже, не мала домішок 
субстрату. Інший вид, штам A. dieselolei B-5, є другим у роді, який синтезує 
Біо-ПАР. Хімічний аналіз Біо-ПАР показав, що за структурою  це  лінійні  
ліпопептиди [52].

PSEUDOALTEROMONAS
Pseudoalteromonas – рід порядку Alteromonadales, члени яких зазвичай 

зустрічаються в холодних морських водах та синтезують Біо-ПАР  екзопо-
ліцукридної природи [43].  Штам Pseudoalteromonas sp. SM20310, виділений 
з арктичного морського льоду, продукував біосурфактант (вихід 567 мг/л), в 
якому маноза та глюкоза переважали серед вуглеводів. ЕПС  також виконує за-
хисну функцію і сприяє виживанню бактерії за високої солоності та низьких 
температур. Морські Pseudoalteromonas (виділені у Антарктиді)  синтезували 
ЕПС, 40% моноцукридів яких складали маноза, глюкоза та галактоза [30]. 

MARINOBACTER
Marinobacter – рід із порядку  Alteromonadales. Представники роду, такі 

як М. hydrocarbonoclasticus та M. algicola зазвичай виділяють із збагаченого 
нафтою морського середовища [26]. Хоча Marinobacter може використовува-
ти вуглеводні як джерело вуглецю; у ряді досліджень показано, що вони та-
кож можуть рости і виробляти біосурфактанти на інших джерелах вуглецю, 
таких як глюкоза. Marinobacter синтезують ЕПС  з високою емульгувальною 
активністю щодо вуглеводнів, яка перевершує комерційні синтетичні ПАР, 
зокрема, Tween 80 [12].  Штам Marinobacter sp. W1-16, ізольований  з мор-
ських поверхневих вод Антарктики,  виробляє ЕПС (молекулярна маса 260 
кДа),  синтез якого сильно залежить від цукрового субстрату та температури 
інкубації: оптимальні умови культивування – 2% концентрація  глюкози та 
температура 15 оС. Однак штам був здатний синтезувати ЕПС  також при 4 оC, 
хоча і в менших кількостях. Припускається, що екзополіцукриди мають  крі-
озахисні функції [12]. 

Екологія бактерій, які синтезують Біо-ПАР
Бактерії, що виробляють Біо-ПАР, існують  в різних природних умовах: 

від водних (прісних та морських вод, і підземних вод) до наземних (ґрунт, 
осад та мул).  Морські середовища характеризуються широким діапазоном 
температур, рН та тиску, високою солоністю. Мікроорганізми, які існують у 
цих несприятливих умовах, за допомогою синтезу Біо-ПАР забезпечують клі-
тинну адгезію до різних поверхонь, до потенційних джерел живлення, утри-
мання води, концентрування поживних речовин. Оскільки у природних умо-
вах більше 90% мікроорганізмів знаходиться у складі структурованих консор-
ціумів або біоплівок, біосурфактанти необхідні для їх формування. Так, ЕПС 
виконують роль матриксу в цих утвореннях, а низькомолекулярні Біо-ПАР 
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підтримують 3D архітектуру біоплівок і контролюють їх життєвий цикл [44].  
Середовище може мати прямий вплив на типи Біо-ПАР, що синтезують  мі-
кроорганізми. Наприклад, ЕПС морських мікроорганізмів у порівнянні з не 
морськими мікробними ПАР містять більші рівні уронових кислот, що надає 
їм поліаніонні властивості [25].  Бактерії, що пристосовані до холодних вод, у 
складі Біо-ПАР містять моноцукри манозу  та галактозамін [43].

Морські мікроорганізми демонструють широкий спектр обмінних про-
цесів. Продукувати Біо-ПАР можуть як аеробні, так і анаеробні бактерії [66]. 
У нафтових пластах знайдені мікроорганізми, які виробляють Біо-ПАР шля-
хом  анаеробної біодеградації вуглеводнів за допомогою метаногенезу [33]. 

Важливими перевагами біосурфактантів, порівняно з синтетичним по-
верхнево-активними речовинами є низька токсичність і біодеградабельність, 
завдяки чому вони не чинять шкоди  навколишньому середовищу.  Особливу 
увагу слід приділити морським мікроорганізмам, так як  їх переважна кіль-
кість  досить не вивчена, а вони мають унікальні метаболічні та фізіологічні 
особливості і є важливим джерелом нових біомолекул, зокрема, протипух-
линних агентів, які не синтезуються ґрунтовими і прісноводними видами [7, 
22]. 

Біо-ПАР мають величезний потенціал прикладного застосування у чис-
ленних галузях, які відносяться до різних, так званих, кольорових біотехно-
логій (рис. 10).

БІОСУРФАКТАНТИ

СІЛЬСКЕ 
ГОСПОДАРСТВО

ПІДВИЩЕННЯ
НАФТОВІДДАЧІ

МЕДИЦИНА

ХАРЧОВА 
ПРОМИСЛОВІСТЬ

ХІМІЧНІ ТЕХНОЛОГІЇ

БІОРЕМЕДІАЦІЯ

Рис. 10. Галузі використання біосурфактантів

Fig. 10. Areas of use of biosurfactants
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Біосурфактанти мають широкий спектр біологічної активності, зокре-
ма, антимікробну та протипухлинну дію, застосовуються у дерматології та 
косметології. Завдяки високій емульгувальній здатності вони можуть ефек-
тивно використовуватися у біоремедіації забруднених ґрунтів, підвищення 
нафтовіддачі. Біо-ПАР затребувані також у харчовій і хімічній промисловос-
тях, агровиробництві.

Більш детально прикладні аспекти застосування, в тому числі, механіз-
ми їх біологічної дії будуть розглянуті у наступних оглядах.
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І. СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ  

Реферат
Морские микроорганизмы имеют уникальные метаболические, физиологи-
ческие особенности и являются важным источником новых биомолекул, 
таких, в частности, как поверхностно-активные вещества (Био-ПАВ). Низ-
комолекулярные ПАВ представлены гликолипидами, фосфолипидами, жир-
ными кислотами, липопептидами и липопротеидами, а высокомолекуляр-
ные – смесями гетерополисахаридов, липополисахаридов, липопротеидов 
и белков. Основными родами бактерий, которые синтезируют Био-ПАВ, 
являются Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Antarctobacter, Rhodococcus, 
Halomonas, Alcanivorax, Pseudoalteromonas и Marinobacter. В обзоре рассма-
тривается структура и функции Био-ПАВ, выделенных из морских микро-
организмов. 

Ключевые слова:  морские микроорганизмы, Био-ПАВ, гликолипиды, фос-
фолипиды, жирные кислоты, липопептиды, липопротеиды, гетерополиса-
хариды, липополисахариды, липопротеиды
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BIOSURFACTANTS FROM MARINE 
MICROORGANISMS: I. STRUCTURE AND FUNCTIONS

Summary
Marine microorganisms have unique metabolic and physiological characteristics 
and are an important source of new biomolecules such as biosurfactants. Low 
molecular weight surfactants are glycolipids, phospholipids, fatty acids, lipo-
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peptides and lipoproteins, and high molecular weight surfactants are mixtures of 
heteropolysaccharides, lipopolysaccharides, lipoproteins and proteins. The main 
general of bacteria that synthesize biosurfactants are Pseudomonas, Bacillus, 
Acinetobacter, Antarctobacter, Rhodococcus, Halomonas, Alcanivorax, Pseudoal-
teromonas and Marinobacter. This review examines the structure and function of 
biosurfactants isolated from marine microorganisms.

Key words:  marine microorganisms, biosurfactants, glycolipids, phospholip-
ids, fatty acids, lipopeptides, lipoproteins, heteropolysaccharides, lipopolysaccha-
rides, lipoproteins
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ВТОРИННІ МЕТАБОЛІТИ МОРСЬКИХ 
АКТИНОБАКТЕРІЙ З АНТИБІОТИЧНОЮ 

АКТИВНІСТЮ

Морські актинобактерії є активними продуцентами та невикористаним 
багатим джерелом різноманітних біологічно активних вторинних мета-
болітів, таких як антибіотики, протипухлинні, противірусні та протиза-
пальні сполуки, біопестициди, гормони росту рослин, пігменти, ферменти, 
інгібітори ферментів. У цьому огляді представлено дані сучасних джерел 
літератур, в тому числі, за період з 2017 по 2021 роки безпосередньо про 
різноманітні біоактивні сполуки, які продукують морські актинобактерії, 
їх антибіотичну активність та біотехнологічний потенціал, наведено ос-
новні групи вторинних метаболітів та їх продуценти.

Ключові  слова:  морські актинобактерії, вторинні метаболіти, біоак-
тивні речовини, антимікробна активність, протипухлинна активність

На сьогодні існує нагальна потреба в нових антибіотиках для боротьби з 
інфекційними хворобами та раком, що стали основними загрозами світовому 
здоров’ю людини [1]. Найбільш перспективним джерелом низькомолекуляр-
них антибіотичних сполук історично вважаються мікроорганізми ґрунтового 
походження, в першу чергу актиноміцети [2, 3]. Проте, поступове виснажен-
ня біотопів суходолу як джерел нових біологічно активних сполук, на тлі і 
без того досить жорсткого відбору, який проходять всі потенційні клінічно 
значущі сполуки, створило умови для всебічного розширення горизонту по-
шуків нових сполук. Мікробіота моря сформувалась набагато раніше і в різ-
номанітніших природних умовах ніж мікробіота суходолу та є значно менше 
вивченою в усіх аспектах. Дослідження біологічної активності низькомолеку-
лярних сполук морського походження, зокрема на предмет антимікробної та 
цитостатичної активності, можна сміливо назвати одним з головних напрям-
ків прикладних біологічних досліджень протягом останніх 20 років. У зв’язку 
з цим деякі автори навіть пропонують термін «морська фармакологія» [4]. 

Актинобактерії представляють одну з найбільших груп прокаріотних 
мікроорганізмів, яка включає грампозитивні бактерії, що мають різні морфо-
логічні характеристики росту. Це аеробні або анаеробні, ниткоподібні, спо-
роутворювальні бактерії, які зустрічаються у водному та наземному середо-
вищі існування [5]. 
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З плином часу, класифікація актинобактерій змінюється через отри-
мання нової інформації про них за застосування молекулярних інструментів 
дослідження. На основі секвенування 16S рРНК та аналізу родинних зв’яз-
ків тип Actinobacteria входить до домену Bacteria і включає шість класів 
(Acidimicrobiia, Actinobacteria, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Rubrobacteria, 
Themoleophilia) та 34 порядки [6]. Серед актинобактерій представники роду 
Streptomyces характеризується як найважливіші продуценти біоактивних мі-
кробних метаболітів [7].

В порівнянні з іншими бактеріями геном актинобактерій досить вели-
кий і варіює від 1 до 12 Мб, має обмежену кількість плазмід [8] та характери-
зується високим (60–75%) вмістом ГЦ пар в ДНК [9]. Актинобактерії демон-
струють велику різноманітність різних характеристик, зокрема толерантність 
до вологи, середовища проживання, відношення до рН та температури [10, 
11].

Перше відкриття морської актинобактерії відбулося в 1984 році. З тих 
пір у водних системах по всьому світу було виявлено багато представників 
морських актинобактерій, з яких окремі види дуже поширені у Світовому 
океані [10]. Термін "морські мікроорганізми" до цього часу є досить умов-
ним, оскільки йому немає чіткого визначення. Тому автори цієї статті вико-
ристовують термін "морські мікроорганізми" в розумінні мікроорганізми, що 
ізольовані з морського середовища. 

Морські актинобактерії можна знайти в будь-якій частині океану, на-
приклад, у товщі води, осаді, глибокому морі, а також у поєднанні з водо-
ростями, губками та іншими морськими організмами. Взаємодія з іншими 
гідробіонтами може стимулювати унікальну хімічну екологію та формування 
нових вторинних метаболітів [12]. Біологічну різноманітність морських ак-
тинобактерій тільки починають вивчати та експлуатувати для виявлення но-
вих біологічно активних сполук, а їх видова різноманітність досі залишається 
мало вивченою.

У актинобактерій, які є найважливішим джерелом біологічно активних 
природних продуктів для клінічного або фармацевтичного застосування, ви-
явлено понад 5000 вторинних метаболітів з антибіотичною активністю. За 
прогнозами ці бактерії можуть виробляти до 150 000 різних хімічних проти-
мікробних агентів [13].

Вторинні метаболіти актинобактерій відомі різноманітною біологіч-
ною активністю. Приблизно 23 000 антибіотиків було виявлено у різних мі-
кроорганізмів, з них (~ 10 000) у актинобактерій. Серед актинобактерій рід 
Streptomyces становить основне джерело біоактивних молекул, оскільки бак-
терії кожного штаму виробляють приблизно 10–20 вторинних метаболітів з 
антимікробною, протипухлинною чи протизапальною активністю [14].

Сучасна наука розглядає вторинні метаболіти як групу низькомолеку-
лярних, структурно різноманітних і складних біоактивних сполук. Встанов-
лено, що активна стадія синтезу цих молекул у мікроорганізмів відбувається 
в кінці експоненціальної та на початку стаціонарної фази росту. Їх продукція 
починається на етапі виснаження поживних речовин та в несприятливих умо-
вах середовища проживання.
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На відміну від основних метаболітів, біосинтетичні шляхи, що вико-
ристовуються для виробництва цих молекул, численні та до кінця не вивчені 
[15]. Серед ключових шляхів біосинтезу вторинних метаболітів з антибак-
теріальною активністю найкраще характеризуються нерибосомні (ключовий 
фермент пептидсинтетаза), β-лактамні, полікетидні (типу I – III, ключовий 
фермент полікетидсинтаза), рибосомно-полікетидні, олігоцукридні та шикі-
матні шляхи. Гени, відповідальні за біосинтез вторинних метаболітів, згрупо-
вані разом у невеликій кількості кластерів [16].

Підвищений інтерес до нових антибіотиків, отриманих із вторинних ме-
таболітів морських бактерій, пов'язаний із досягненнями біотехнології остан-
нього десятиліття [16,17]. Вони базуються на виявлених механізмах синтезу ме-
таболітів за допомогою полікетидсинтаз [18,19] та нерибосомних пептидсин-
тетаз [20, 21], які є біосинтетичними шляхами, що широко використовуються 
морськими мікроорганізмами для виробництва антимікробних речовин [22].

Морські актинобактерії є перспективними кандидатами для виробни-
цтва вторинних метаболітів, які досліджуються як антибіотики та імуносу-
пресори в медицині та ветеринарії [5].

Морське середовище відрізняється від наземного, тому морські актино-
бактерії мають особливі властивості та пристосування до специфічних умов 
морського середовища. В результаті морські актинобактерії здатні виробляти 
нові типи вторинних метаболітів, що відрізняється від актинобактерій з су-
ходолу [23]. Саме тому морські мікроорганізми вважаються перспективним 
ресурсом нових біоактивних метаболітів, а саме макролідів, циклічних пепти-
дів, полікетидів, терпенів, алкалоїдів та стероїдних алкалоїдів [24].

В таблиці наведено перелік біологічно активних сполук, що синтезують 
морські актинобактерії, виявлені в період з 2017 по 2020 рр.

Алкалоїди. Два рідкісних стероїдних алкалоїди анандини A і B, отрима-
ні з морської актинобактерії Streptomyces anandii H41-59, виділеної із зразка 
морського осаду з мангрової зони в Південно-Китайському морі. Анандин А 
виявив помірний пригнічувальний ефект проти трьох ліній клітин пухлин лю-
дини MCF-7 (клітинної лінії аденокарциноми протоків молочної залози люди-
ни), SF-268 (клітинної лінії гліобластоми людини) і NCI-H460 (клітинної лінії 
епітеліальної карциноми легенів людини) зі значеннями концентрації напів-
максимального пригнічення (ПК50) 7,5; 7,9; 7,8 мкМ, відповідно [25].

Дослідження штаму актинобактерії морського походження 
Verrucosispora sp. FIM06025, виділеного із зразка морської губки, відібра-
ної зі Східно-Китайського моря, привело до відкриття нового алкалоїда 
2-(гідроксиметил)-3-(2-(гідроксиметил)-3-метилазиридин-1-іл)(2-гідрокси-
феніл) метанона. Дослідження його біоактивності показало, що ця сполука 
демонструє широкий спектр антимікробної активності зі значеннями міні-
мальної пригнічувальної концентрації (MПК) в діапазоні від 3,4 до 200  мкМ 
проти H. pylori, P. aeroginosa, A. baumanniiin, E. coli, K. pneumonia, S. aureus, 
C. albicans та E. faecium [26].

Дві біологічно активні сполуки були виділені із стрептоміцета 
Streptomyces bingchenggensis ULS14 ізольованого із зразків осаду лагуни 
Лагос, Нігерія. Структуру вилучених сполук визначали за допомогою спек-
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троскопічного аналізу, включаючи мас-спектрометр з йонізацією та ядерно 
магнітний резонанс та виявили, що сполука ULDF4 структурно подібна до 
поліциклічного ксантону, кігаміцину, а сполука ULDF5 за структурою подіб-
на до індокарбазолу, стауроспорину. Сполуки ULDF4 та ULDF5 виявляють 
цитотоксичну дію щодо лінії клітин HeLa (карцинома шийки матки людини) 
зі значенням ПК50 0,034 мкМ та 0,075 мкМ, відповідно. Це дослідження впер-
ше виявило протипухлинний потенціал актиноміцетів з лагуни Лагос, який 
рекомендовано використовувати в терапевтичних цілях [27].

Штам актинобактерії Streptomyces coelicolor LY001, виділений з вну-
трішніх тканин морської губки Callyspongia siphonella Червоного моря, про-
дукує три нові природні хлоровані похідні 3-фенілпропанової кислоти. Усі 
виявлені хлоровані похідні 3-фенілпропіонової кислоти виявляють антимі-
кробну активність щодо Escherichia coli і Staphylococcus aureus [28].

Терпеноїди. Мікромонохаліман B, отриманий з морської актинобакте-
рії Micromonospora sp. WMMC-218, асоційованої з морською асцидією, ві-
дібраної в акваторії Флориди, виявляє помірну антибактеріальну активність 
проти стійкого до метициліну Staphylococcus aureus  з MПК– 40 мкМ [29].

Мариноціаніни A-F – цитотоксичні бром-феназинонові меротерпеноїди, 
що були очищені з культур двох штамів актинобактерій Streptomyces sp. CNS-
284 та Streptomyces sp.  CNY-960, виділених із зразків морських відкладень, 
зібраних в районі Соломонових островів. Вони демонструють цитотоксич-
ну активність щодо HCT-116 (клітинної лінії раку товстої кишки людини). 
Ці сполуки також пригнічують стійкі до амфотерицину Candida albicans та 
Staphylococcus aureus. Похідні мариноціаніну виявили високу протигрибко-
ву активність щодо стійкого до амфотерицину C. albicans зі значенням МІК– 
0,95 мкМ. На додаток до антимікробної активності вони показали високу ци-
тотоксичну активність на клітинній лінії HCT-116 зі значеннями ПК50  – 0,049 
та 0,029 мкМ, відповідно. Дослідження зв’язку структура–активність цих 
сполук  виявили залежність біоактивності від терпенових субструктур [30].

Сахарохінолін – алкалоїдний меротерпеноїд, утворений актинобактері-
єю Saccharomonospora sp. CNQ-490, який було ізольовано зі зразків осадів, ві-
дібраних з глибини 45 м біля пристані Скрипса в Ла -Хойї (Каліфорнія, США). 
Проведений філогенетичний аналіз дав підстави виділити цю актинобактерію 
в нову оперативну таксономічну одиницю у роду Saccharomonospora. Саха-
рохінолін володіє значною цитотоксичністю для клітинної лінії HCT-116 зі 
значенням ПК50, що дорівнює 10 мкМ. Ця сполука також може пригнічувати 
процес проліферації клітин [31].

Гуанаханолід А – це меротерпеноїд, який виділено та очищено з акти-
нобактерії Streptomyces sp. RKBHB7, ізольованої з коралів роду Eunicea. Ця 
сполука виявляє помірну цитотоксичну активність на клітинних лініях рако-
вих клітин людини HTB-26 (аденокарцинома молочної залози), HCT-116 та 
MCF-7 зі значеннями ПК50  – 10,1; 11,9 та 7,8 мкМ, відповідно [32].

Полікетиди. Три нові сполуки ангуциклінів – нокардіопсистини А-С 
отримано з морської глибоководної актинобактерії Nocardiopsis sp. HB-J378 
з колекції морських мікробних культур Океанографічного інституту Хар-
бор Бранч, ізольованої з морської губки Theonella sp. Ці сполуки проде-
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монстрували найкращу активність проти метицилінрезистентних бактерій 
Staphylococcus aureus (MRSA) при MПК– 3,12 мкМ [33].

Новий ароматичний полікетид аказаміцин, отримано від морської акти-
нобактерії Nonomuraea sp. AKA32, виділеної з води на глибині 800 м затоки 
Сагамі, Японія. Аказаміцин виявив цитотоксичну дію щодо клітинної лінії 
меланоми мишей В16 зі значенням ПК50- 1,7 мкМ [34].

Штам Streptomyces sp. DSD011, ізольований з морських відкладень, зі-
браних біля узбережжя острова Гігантес, Ілоїло, продукує два поліциклічні 
ароматичні полікетидні ангуциклінові глікозиди фридаміцин А (А) і фрида-
міцин D (Б), які є продуктами біосинтезу полікетидсинтетази (ПКС) II типу. 
Сполуки А і Б виявляли антибактеріальну активність щодо MRSA за міні-
мальної пригнічувальної концентрації – 500 мкМ і 62,5 мкМ, відповідно [35].

Штам Micromonospora sp. TP-A0468 продукує активні сполуки  
деметилріфаміцини. Попередні дослідження залежності структури та ак-
тивності рифаміцину показали, що атоми кисню в С-1, С8, С-23 та С-25 ма-
ють важливе значення для антибактеріальної активності. Одна з виявлених 
сполук має протимікробну активність проти E. сoli при MПК – 32 мкМ та 
A. baumannii, P. aeruginosa, B. subtilis, S. aureus, M. smegmatis зі значеннями 
MПК – 2,6; 1; 0,2 та 8,0 мкМ, відповідно [36]. 

Інші групи. Бактерії Nonomuraea sp. MM565M-173N2, ізольованої з 
глибоководних відкладень біля узбережжя Санріку, Японія, синтезують нову 
сполуку сеалутоміцин A, яка виявляє високу антибактеріальну активність при 
МПК – 0,05–0,2 мкМ проти бактерій родини Enterobacteriaceae [37].

Новий циклічний дипептид петроцидин А продукує морська актино-
бактерія Streptomyces sp. SBT348, яку виділено із середземноморської губки 
Petrosia ficiformis, відібраної біля островів Полонія і Мілос, Греція. Петроци-
дин А виявив значну цитотоксичність щодо клітинних ліній HL-60 (клітинна 
лінія лейкемії людини) та HT-29 (аденокарциноми товстої кишки людини) [38].

Новий спіротетронатний глікозид тетрокарцин Q і шість відомих анало-
гів – тетрокарцин А, AC6H, тетрокарцин N, тетрокарцин Н, аризостатин А і те-
трокарцин F1 виділені з актинобактерії морського походження Micromonospora 
carbonacea LS276, ізольованої з губки Gelliodes carnosa, зібраної в затоці 
Лін-шуй, провінція Хайнань, Китай поблизу гавані Синькунь. Тетрокар-
цин Q виявив помірну антибактеріальну активність проти Bacillus subitlis 
ATCC 63501 з мінімальною пригнічувальною концентрацією 12,5 мкМ [39].

Дослідження культури актинобактерії Streptomyces sp. Call-36, асоційо-
ваної з губкою Callyspongia sp., відібраною в Червоному морі, призвело до ви-
ділення та ідентифікації нового дикетопиперазину, актинозину А та двох но-
вих нуклеозидів – тимідин-3-меркаптокарбамінової кислоти та тимідин-3-ті-
оаміну, які продемонстрували цитотоксичну та антимікробну активність [40].

Дезертоміцин G отримано з морської актинобактерії Streptomyces 
althioticus MSM3, виділеної із зразків водоростей Ulva sp., зібраних в Канта-
брійському морі (північно-східний Атлантичний океан). Дезертоміцин G про-
являє сильну антибіотичну дію проти грампозитивних клінічних патогенів, 
таких як Corynebacterium urealyticum, Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecium, Enterococcus 
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faecalis та помірну антибіотичну активність щодо відповідних грамнегатив-
них клінічних патогенів, таких як Bacteroides fragilis, Haemophilusin fluenzae 
та Neisseria meningitidis. Крім того, сполука впливає на життєздатність ліній 
пухлинних клітин, таких як аденокарцинома молочної залози людини (MCF-
7) і карцинома товстої кишки (DLD-1) [41].

Два нові циклодепсипептиди та відомий циклодепсипептид валіномі-
цин виділено з культури морської актинобактерії Streptomyces sp. P11-23B, 
яку ізолювали з проби мулу морської берегової лінії, зібраної з узбережжя 
Східно-Китайського моря, поблизу міста Чжоушань, Китай. Обидва стреп-
тодепсипептиди P11A і P11B пригнічували проліферацію різних клітинних 
ліній гліоми зі значеннями ПК50 від 0,1 мкМ до 1,4 мкМ. Встановлено, що 
стрептодепсипептид P11A блокує клітинний цикл на фазі G0/G1, індукує 
апоптоз у клітинах гліоми, знижує експресію важливих метаболічних фер-
ментів пухлин HK2, PFKFB3, PKM2, GLS та FASN, [42] .

Пару геометрично ізомерних ненасичених кетожирних (6E,8Z)- і 
(6E,8E)-5-оксо-6,8-тетрадекадієнових кислот виділено з актинобактерії 
Micrococcus sp. C5-9, ізольованої з кам’янистого коралу Catalaphyllia sp., 
Осака, Японія. Ці сполуки показали антибактеріальну активність проти па-
тогена рослин Rhizobium radiobacter і збудника інфекцій у риб Tenacibaculum 
maritimum та виявляли антагоністичну активність проти рецепторів, що акти-
вуються проліфератором пероксисом [43].

Два нових флавоноїда 6-лавандуліл-7-метокси-5,2′,4′-тригідроксил-
флаванон і 5′-лавандуліл-4′-метокси-2,4,2′,6′-тетрагідроксилхалькон отрима-
но з морської актинобактерії Streptomyces sp. G246, асоційованої з губкою 
Halichondria panicea, відібраної біля острова Сон Тра (Дананг, В'єтнам). Обидві 
сполуки мають широкий спектр антимікробної активності щодо Pseudomonas 
aeruginosa, Salmonella enterica, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, 
Bacillus cereus та Candida albicans [44].

Узагальнення
Океан займає 71% поверхні Землі [46] і є джерелом ще невідомих мі-

кроорганізмів та нових природних корисних продуктів. Рідкісні актиноміцети 
морського походження є потенційно багатим джерелом різноманітних хіміч-
них речовин, структурно унікальних вторинних метаболітів та нових терапе-
втичних сполук [45, 48]. Найбільш активними виробниками нових вторин-
них метаболітів є представники Micromonospora, Salinispora, Verrucosispora, 
Pseudonocardia та Actinoalloteichus.

Методи високопродуктивного секвенування метагеномів морських мі-
кроорганізмів дають можливість розширити знання та виявити нові види 
актиноміцетів, які раніше не були виділенні класичними методами [49, 50]. 
Ізолювання рідкісних актиноміцетів у звичайних експериментах з культиву-
ванням, як правило, мало ефективне [47], проте без культивованого мікроор-
ганізму неможливо повною мірою використати його унікальний генетичний 
потенціал.

Багата різноманітність мікроорганізмів у морських середовищах існу-
вання є також свідченням наявності різноманітності актинобактерій, які на 
сьогодні не піддаються культивуванню, та їх вторинних метаболітів. Ця не-
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культивована більшість повинна бути метою майбутніх стратегій та процедур 
вибіркової ізоляції. Крім того, набуває популярності, генетична інженерія ці-
лих біосинтетичних кластерів генів, яка може бути ключем доступу до прихо-
ваних кластерів генів від рідкісних актинобактерій [51].
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ВТОРИЧНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ МОРСКИХ 
АКТИНОБАКТЕРИЙ С АНТИБИОТИЧЕСКОЙ 

АКТИВНОСТЬЮ

Реферат
Морские актинобактерии являются активными продуцентами и богатым 
неиспользованным источником различных биологически активных вторич-
ных метаболитов, таких как антибиотики, противоопухолевые, противо-
вирусные и противовоспалительные соединения, биопестициды, гормоны 
роста растений, пигменты, ферменты, ингибиторы ферментов. В этом 
обзоре представлены данные современных источников литературы, в том 
числе, за период с 2017 по 2021 годы непосредственно о различных биоак-
тивных соединениях, которые продуцируют морские актинобактерии, их 
антибиотическую активность и биотехнологический потенциал, приведе-
ны основные группы вторичных метаболитов и их продуценты.

Ключевые слова:  морские актинобактерии, вторичные метаболиты, 
биоактивные вещества, антимикробная активность, противоопухолевая 
активность
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SECONDARY METABOLITES OF MARINE 
ACTINOBACTERIA WITH ANTIBIOTIC ACTIVITY

Summary
Marine actinobacteria are active producers and an unused rich source of various biolog-
ically active secondary metabolites, such as antibiotics, antitumor, antiviral and antiin-
flammatory compounds, biopesticides, plant growth hormones, pigments, enzymes, enzyme 
inhibitors.In this review describes data from current literature sources for the period from 
2017 to 2021 about various bioactive compounds that produce marine actinobacteria, their 
antibiotic activity and biotechnological potential, the main groups of secondary metabo-
lites and their producers.

Key words:  marine actinobacteria, secondary metabolites, bioactive substances, antimi-
crobial activity, antitumor activity.
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ISOLATION OF BACTERIA FROM THE SITES OF FEED 
AND NESTING ACTIVITY OF LARUS DOMINICANUS 
(GALINDEZ ISLAND, THE MARITIME ANTARCTIC) 

AND THEIR CHARACTERISTICS

The aim of the study was to investigate the number of different groups of micro-
organisms in soil samples from sites of feed and nesting activity of Larus domini-
canus (Galindez Island, the maritime Antarctic) and to characterize the physiolog-
ical and biochemical properties of isolated microorganisms. Methods. In the work 
standard microbiological and biochemical research methods were used (cultural, 
microscopy methods, determination of enzymatic activity). Genomic DNA was iso-
lated by soft lysis. The 16 S rRNA gene was amplified using universal primers 27F 
and 1492R. Identification of isolates was performed based on the determination of 
the 16 S rRNA gene sequence, physiological and biochemical properties. Results. 
The number of microorganisms of different groups in soil samples from sites of 
food and nesting activity of Larus dominicanus (Galindez Island, the maritime 
Antarctic) was established. 74 isolates of bacteria were isolated. Isolate 2U-K-37, 
that was isolated from upper layer of soil, and isolate 2B-K-54, that was isolated 
from a depth of 2–5 cm, were characterized by amylase, lipase, phospholipase, 
protease activities, the ability to form exopolysaccharides.They were identified by 
sequencing of the 16 S rRNA gene, physiological and biochemical properties as 
Pedobacter sp. 2U-K-37 and Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54. In the soil samples 
from sites of feed and nesting activity of Larus dominicanus microorganisms that 
metabolize nitrogen of organic compounds were the most numerous. Oligotro-
phic microorganisms and microorganisms that metabolize nitrogen of inorganic 
compounds were less numerous. The number of microorganisms of groups in the 
samples from the soil surface and lower layers differed statistically significant. 
Isolated and identified obligate psychrophilic strain Pedobacter sp. 2U-K-37 and 
psychrotolerant strain Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 are moderate halophiles 
that are able to hydrolyze starch, gelatin, tween-20 and synthesize exopolysac-
charides.
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Despite the fact that Antarctica is the largest desert on Earth, which is al-
most completely covered with ice, the various biotopes of this continent are char-
acterized by a significant species diversity of microorganisms [11, 12, 24]. In ar-
eas with extreme conditions of existence, the microorganisms that are resistant to 
unfavourable factors of environment are often found, and understanding of their 
biology has significant fundamental importance because it expands the knowledge 
about the properties of microorganisms of extreme environments and mechanisms 
of their adaptation at these conditions, and is also important for the creation of 
biotechnologies that have applications in industry, medicine, etc. [18]. Enzymes of 
psychrophilic microorganisms are of practical importance because they are active 
at low temperatures. Resistant to factors of environment psychrophilic microor-
ganisms can be used for the synthesis of nanoparticles, in particular, silver, telluri-
um-containing nanostructures and semiconductor fluorescent nanoparticles, biofu-
els, biocontrol of phytopathogens, bioremediation of contaminated environments, 
etc. [24]. Among Antarctic microorganisms a number of producers of antimicrobial 
compounds [12] and antiproliferative molecules [15], which can be used as anti-
cancer drugs [21], have been detected. Antarctic microbial populations have been 
intensively studied in recent decades [11, 12, 24]. The use of deep sequencing tech-
niques has significantly expanded knowledge about the diversity of prokaryotes 
and the composition of microbial populations of different Antarctic biotopes [10]. 
It is established that the main representative groups of Antarctic microorganisms 
are phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, and Firmicutes [21]. Cul-
turally independent methods make it possible to obtain a large number of sequences 
and determine the genera of microorganisms that are present in the sample, but do 
not provide information about the physiological and biochemical characteristics of 
these microorganisms.

It is shown that one of the carriers of various components of vegetation may 
be a common in the region flying bird – the kelp gull (Larus dominicanus) [17], 
it also forms a somewhat specific biotope that has not been studied from the view 
point of microbiology.

The aim of the study was to investigate the number of major groups of mi-
croorganisms in soil samples from nesting sites of Larus dominicanus (Galindez 
Island, the maritime Antarctic) and to characterize the physiological and biochem-
ical properties of isolated microorganisms.

Materials and methods
The material for the study were samples from the soil surface and from a 

depth of 2–5 cm from the site of food and nesting activity of Larus dominicanus in 
the area of the Moss Valley oasis on Galindez Island (-65.247453, -064.249915), 
15 m asl. selected 04.03.2021 (Fig. 1). Gulls have here a site of their activity and 
nesting on the edge of the rocky slope covered by the grouping of Short moss 
turf and chusion subformation and Bryophyte mat and carpet subformation with 
the participation of Deschampsia antarctica. There are fragments of Tall moss turf 
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subformation. Directly in the area of gulls activity, a specific grouping was formed 
on the placers of martin food waste – limpets and plant materials uprooted and ap-
plied by Larus dominicanus– moss mats Sanionia sp., Pohlia cruda (Hedw.) Lindb, 
Usnea antarctica Du Rietz. Here is the nest of these birds, which is used for many 
years and consists mainly of plant materials. Mainly on these area there are lepto-
zole soils. The depth of the section of the soil, formed mainly by organic residues, 
is 3–4 cm. Samples were taken in four replicates and the average sample was pre-
pared by mixing equal masses of each sample. The obtained average samples were 
used to determine the number of microorganisms by cultural method.

Fig. 1. Place of soil sampling for research

The content of hygroscopic water in the samples was determined by the 
weight method. The soil was dried for 5 hours in drying cabinet at 105 °C to receive 
a constant mass. The content of hygroscopic water in the soil was determined by 
the formula: 

         
= % hygroscopic water,

 
where a is the weight loss after drying, 

b is the mass of dry soil.
To study the number of microorganisms of different groups, a soil suspen-

sion was prepared. To do this, 1 g of soil was added to 9 ml of 0.9% NaCl solu-
tion, mixed thoroughly and left for one hour, then mixed again. Serial dilutions of 
soil suspension were sown on tryptone soy agar to isolate the microorganisms that 
metabolize nitrogen of organic compounds, diluted tryptone soy agar (1/10) – oli-
gotrophic microorganisms, Ashby’s medium – oligonitrophilic and nitrogen-fixing 
microorganisms, starch-ammonia agar – microorganisms that metabolize inorganic 
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nitrogen compounds, Hutchinson’s medium – cellulolytic microorganisms, Vyno-
gradsky medium – microorganisms that carry out the I and II phases of nitrification, 
Menkina medium – microorganisms that metabolize organic phosphate-containing 
compounds. To obtain the isolates, single colonies of microorganisms were reseed-
ed into appropriate media, received a pure culture and investigated their properties.

Genomic DNA was isolated using the soft lysis method [8]. Purification from 
proteins was carried out by salting with potassium acetate. DNA was precipitated 
with isopropanol and washed with 70% ethanol. DNA was dissolved in deionized 
water.

The 16S rRNA gene was amplified using universal primers 27F and 1492R 
[23]. PCR reaction was performed in a volume of 50 μl using Taq polymerase (NEB 
M0273X) on a Mastercycler pro thermal cycler (Eppendorf, Germany). Genomic 
DNA of strains was used as a template for the PCR reaction. The reaction mixture 
typically contained 1.0 U of Taq Polymerase and 10× PCR buffer (ThermoFischer 
Scientific, USA), 0.04 mM of each deoxynucleotide, 600 nM of each amplification 
primer, ca. 50 ng of genomic template DNA, and purified water to volume. The 
PCR reaction products were analyzed by electrophoresis of DNA in agarose gel 
and visualized by staining with ethidium bromide. PCR products about 1.5 kbp 
were purified from the gel using silica columns “QiaQuick” (“Qiagen”, USA), an-
alyzed for DNA concentration and purification quality using DeNovix DS-11 mi-
crovolume spectrophotometer. The products were sequenced from primers 27F and 
1492R using BigDye terminators mix and fragments were analyzed on ABI Prism 
3130 xl. The resulting nucleotide sequences (two for each sample corresponding 
to DNA readings from 27F and 1492R primers) were quality checked, assembled, 
trimmed and compared with the sequences in GenBank database by BLAST search.

The morphology of cells (cell shape, size, ability to form spores, determi-
nation of the composition and structural organization of the cell wall after Gram 
staining) was investigated using light (Carl Zeiss Axio Lab.A1 binocular micro-
scope, an Olympus IX73 inverted microscope with a DP-74 digital camera) and 
transmission electron microscopy [19]. Gram staining was performed using a dye 
kit (Merck, USA). Also, the type of bacterial cell wall was determined using a 
3% solution of KOH. A culture was added to a drop of KOH solution and mixed. 
Gram-negative bacteria form strands that extend 0.5–2 cm. Bacterial ability to 
spore formation was determined both microscopically (Peshkov-Trujillo method) 
and by culturing a pre-pasteurized cell suspension. Catalase activity was detected 
by the apparent release of O2 after applicatying to the colony of the isolate a few 
drops of 10% H2O2 [1,2]. Oxidase activity was detected using strips with N,N-di-
methyl-p-phenylenediamine oxalate, and α-naphthol (Millipore, USA). Relation to 
oxygen was determined by the nature of growth in fluid thioglycollate medium 
(Merck, USA). Bacterial motility was detected by the nature of growth in the TSA 
column with 0.2% agar. The optimum growth temperature was determined after 5 
days of growing at 4, 16, 20, 25, or 37 °C. Halotolerance of isolates was established 
after 5 days of cultivation on starch ammonia agar with 0.9–15% NaCl. ID 32 GN 
kit (bioMérieux, France) was used to detect the ability of isolates to metabolize dif-
ferent carbon sources. Different carbon sources fermentation was detected during 
growth in Hiss media with arabinose, glucose, dulcite, inositol, xylose, lactose, 

ВИДІЛЕННЯ БАКТЕРІЙ З МІСЦЯ ХАРЧОВОЇ І ГНІЗДОВОЇ АКТИВНОСТІ ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 44–59



48

maltose, mannitol, mannose, rhamnose, sucrose, sorbitol. Peculiarities of metabo-
lism of nitrogen-containing compounds were determined after growth in TSB with 
cysteine (0.01%) by a color change of litmus (ammonia release) and lead acetate 
(hydrogen sulfide, mercaptan release) indicator papers. For detection the ability to 
fix nitrogen bacteria were grown on Ashby medium. The proteolytic activity of the 
investigated isolates was evaluated by their ability to liquefaction of gelatin after 
growth in a column of TSB-gelatin [1, 14]. Amylase activity was evaluated by the 
growth on SAA and the formation of visible zones of starch hydrolysis around 
the colonies after the application of Lugol’s solution on the colony [1, 22]. Lipase 
activity was evaluated by the ability of isolates to form crystals of calcium salts of 
fatty acids around the colonies after growth on medium with Tween-20 [13]. Exo-
polysaccharides were extracted from EDTA (2%) for 3 hours at 4 °C, then centri-
fuged at 15000 g for 20 min at 4 °C [16]. The content of exopolysaccharides in the 
obtained supernatant was determined using anthrone [6]. 

The results are presented as the arithmetic mean (M) taking into account the 
standard error (m). The significance of the difference between the mean values was 
determined by Student's criterion (p ≤ 0.05; p ≤ 0.01). Statistical analysis of the data 
was performed in “Microsoft Office Excel 2016” and OriginPro 8.5.

Results and discussion
In soil samples from the nesting site of Larus dominicanus (Galindez Island, 

the maritimeAntarctic), the number of microorganisms of different groups was in 
the range of 104–106 CFU/g of dry soil and depended on the depth of sampling 
(Fig. 2). Oligotrophic microorganisms were the most numerous group of micro-
organisms in the sample taken from the soil surface, and in the sample from a 
depth of 2–5 cm were dominated the microorganisms that metabolize nitrogen of 
organic compounds, which is probably due to higher content of organic compounds 
in deeper soil layers. The number of microorganisms that metabolize nitrogen of 
inorganic compounds in both samples was lower by 70–95%, compared with the 
number of microorganisms that metabolize nitrogen of organic compounds and 
oligotrophic microorganisms in the upper and lower layers. The difference in the 
number of microorganisms in the samples from the soil surface and from a depth of 
2–5 cm was statistically significant. In the samples taken from the soil surface, the 
number of microorganisms that metabolize inorganic nitrogen compounds was 10 
times higher, the number of nitrifying microorganisms was 33 times higher, and the 
number of microorganisms that metabolized phosphate-containing organic com-
pounds was 12 times higher compared to samples taken from a depth of 2–5 cm. In 
the studied samples the number of cellulolytic microorganisms was insignificant, 
and the colonies that grew had the morphology of microscopic fungi.

The ability of bacteria to grow on starch-ammonia medium, Hutchinson's 
medium, Menkina's medium, etc. involves the presence in the cells of these bacte-
ria the necessary enzymes for the destruction of substances that are in composition 
of the media. 74 isolates of bacteria were obtained from the studied Antarctic soil 
samples. Of these, 21 metabolized twin-20 (lipase activity), 7 – egg lecithin (phos-
pholipase activity), 6 – starch (amylase activity). 3 isolates were characterized by 
lipase and phospholipase activities, 4 isolates – by lipase and amylase activities, 
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Fig. 2. The number of microorganisms of different groups from the soil from the feed 
and nesting site of Larus dominicanus (Galindez Island, the maritime Antarctic):

1 – microorganisms that metabolize nitrogen of organic compounds; 2 – oligotrophic 
microorganisms; 3 – oligonitrophilic microorganisms; 4 – microorganisms that metabolize 
inorganic nitrogen compounds; 5 – cellulolytic microorganisms; 6 – microorganisms that carry 

out the I phase of nitrification; 7 – microorganisms that carry out the II phase of nitrification; 
8 – microorganisms that metabolize phosphate-containing organic compounds (p≤0.05; p≤0.01 – 

significant changes in the number of microorganisms in the upper and lower soil layers)

and 3 isolates – by phospholipase and amylase activiies. Isolates 2U-K-37 and 2B-
K-54 were characterized by well-expressed amylase, lipase, phospholipase, prote-
ase activities, ability to form exopolysaccharides. The 16 S rRNA gene sequence 
of these isolates was established. According to the results of pairwise alignment 
performed in the BLASTN NCBI service, the sequence of the 16 S rRNA gene of 
isolate 2U-K-37 was 98.37% identical to the sequence of the 16 S rRNA gene of 
strain Pedobacter humicola R135, 97.84% identical to the sequence of the 16 S 
rRNA gene of strain Pedobacter borealis G-1; the sequence of the 16 S rRNA gene 
of isolate 2B-K-54 was 99.24% identical to the sequence of the 16 S rRNA gene of 
strain Pseudarthrobacter sulfonivorans ALL.

Cells of bacteria Pedobacter sp. 2U-K-37 are rod-shaped, cells are single or 
form chains. Spores don’t form. Immovable. Gram-negative. On starch-ammonia 
agar, surface round shiny colonies of pink color with a smooth edge are formed, 
which darken as the colonies age (Fig. 3, A). Colonies are small, 1–3 mm in di-
ameter. Catalase-positive, oxidase-negative. Grow at temperatures of +4…+25 °С. 
The optimum temperature for growth is +20±1 °С. The optimum pH is 6.8–7.3. 
Microaerophiles. Halotolerant, grow on starch-ammonia agar with 15% NaCl. On 
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А В

Fig. 3. Colonies of Pedobacter sp. 2U-K-37 (А) and Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 (B) 
on starch-ammonia agar

tryptone soy broth, the nature of growth is steady, which is accompanied by the 
production of ammonia. Hydrogen sulfide during growth on tryptone soy broth is 
not produced. Indole is not formed from tryptophan. When used as carbon sources 
lactose, maltose and glucose form an acid. During growth in Hiss medium with 
lactose, xylose, mannitol and glucose cause liquefaction of the medium. Charac-
terized by amylolytic, lipolytic (hydrolysis of tween-20) and proteolytic (gelatin 
dilution) activities. They are capable to nitrification. Grow on agar water and on 
diluted tryptone soy agar.

Bacteria Pedobacter sp. 2U-K-37 are obligate psychrophiles that differ from 
closely related strains of P. borealis G-1T, P. humicola R135T, Pedobacter kyonggii 
K-4-11-1T, Pedobacter yonginense HMD1002T in tolerance to high concentrations 
of NaCl (table 1). A common feature of Pedobacter sp. 2U-K-37 and P. borealis 
G-1T is the ability to hydrolyze starch. The assimilation of carbon sources differs in 
different strains of Pedobacter, so it is obviously a strain-specific feature.

Cells of bacteria Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 are wrong shape, cells are 
single. Spores don’t form. Immovable. Gram-positive. On starch-ammonia agar 
form surface round shiny colonies of white color with a smooth edge, 1–3 mm in 
diameter (Fig. 3, B). Catalase-positive, oxidase-negative. Grow at temperatures of 
+4…+28 °C. The optimum temperature for growth is +20±1 °С. The optimum pH 
is 6.8–7.3. Aerobes. Halotolerant, grow on starch-ammonia agar with 15% NaCl. 
In tryptone soy broth the nature of growth is steady, which is accompanied by the 
hydrogen sulfide production. Ammonia is not produced during growth on tryptone 
soy broth. Indole is not formed from tryptophan. Assimilate L-rhamnose, N-acetyl-
glucosamine, D-ribose, inositol, D-sucrose, D-maltose, itaconic acid, lactic acid, 
L-alanine, potassium 5-ketogluconate, potassium 2-ketogluconate, glycogen, 3-hy-
droxybenzoic acid, 4-hydroxybenzoic acid, L-serine, D-mannitol, D-glucose, sal-
icine, D-melibiose, L-fucose, D-sorbitol, L-arabinose, 3-hydroxybutyrate, L-pro-
line. When used rhamnose, arabinose, glucose, dulcite, inositol, xylose, lactose, 
maltose, manitol, manose, sucrose and sorbitol an acid and gas are not formed. 
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Table 1
Differential characteristics of strain 2U-K-37 and phylogenetically related

species of the genus Pedobacter

Properties Pedobacter 
sp. 2U-K-37

Pedobacter
borealis
G-1T[5]

Pedobacter
humicola
R135T [7]

Pedobacter 
kyonggii

K-4-11-1T [4]

Pedobacter 
yonginense
HMD1002T 

[9]

Isolation source Soil Soil Soil Forest soil Fresh water

Colony colour Light pink Reddish- 
pink

Light pink Salmon-
coloured

Red

Maximum growth 
temperature (˚C)

25 30 42 32 37

NaCl tolerance 
(%, w/v)

15.0 nd 6.0 1.5 0.5

Catalase + + + + +

Oxidase – + – + +

Hydrolysis of:
gelatin
starch

+
+

+
+

nd
–

+
–

–
–

Assimilation of:
L-Rhamnose
Sodium acetate
Lactic acid
Melibiose
Glycogen
3-Hydroxybenzoic 
acid
L-Arabinose
Propionic acid
Valeric acid
4-Hydroxybenzoic 
acid
L-Proline

+
–
–
–
–
–

–
–
–
–

–

+
nd
nd
nd
–
nd

+
nd
nd
nd

nd

+
+
w
nd
–
w

+
+
+
w

–

w
–
–
w
–
–

+
–
–
–

+

–
nd
–
+
+
nd

–
–
nd
nd

+

Note: “+” – positive; “w” – weak reaction; “–” – negative; “nd” – data not available.

Do not assimilate suberic acid, sodium malonate, sodium acetate, propionic acid, 
capric acid, valeric acid, sodium citrate, L-histidine. They are characterized by am-
ylolytic, lipolytic (hydrolysis of tween-20) and proteolytic (gelatin dilution) activi-
ties. They are capable to nitrogen fixation and nitrification. Grow on agar water and 
on starvation agar.

Bacteria Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 differ from closely related species 
Pseudarthrobacter psychrotolerans YJ56T, P. sulfonivorans ALLT, Pseudarthro-
bacter oxydans DSM 20119T, Pseudarthrobacter polychromogenes DSM 20136T 
in resistance to NaCl and ability to hydrolyze starch and gelatin (table 2). 

During the growth of bacteria Pedobacter sp. 2U-K-37 and Pseudarthro-
bacter sp. 2B-K-54 on starch-ammonia agar for 14 days, they produced 10 times 
more expolysaccharides at a temperature of 4 °C than of 18 °C (Table 3).
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Table 3
Influence of temperature on synthesis of exopolysaccharides by bacteria Pedobacter sp. 

2U-K-37 and Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54

Bacteria

Concentration of exopolysaccharides, mg/g bacteria 
biomass

Temperature of cultivation

18 ˚С 4 ˚С

Pedobacter sp. 2U-K-37 10.86±1.29 108.86±1.84**
Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 11.45±0.59 117.73±15.96**

Note: “**” –р≤0,01– significant changes in the concentration of exopolysaccharides of 
bacteria cultivated at 4 °С compared with the concentration of exopolysaccharides of bacteria 
cultivated at 18 °С.

We assume that the higher content of exopolysaccharides synthesized by the 
bacteria Pedobacter sp. 2U-K-37 and Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 at 4 °C is as-
sociated with their cryoprotective function, as described in bacteria Marinobacter 
W1–16 from the maritime Antarctic [3].

Conclusion
In the soil samples from sites of feed and nesting activity of Larus domin-

icanus microorganisms that metabolize nitrogen of organic compounds were the 
most numerous. Oligotrophic microorganisms and microorganisms that metabolize 
nitrogen of inorganic compounds were less numerous. The number of microorgan-
isms of groups in the samples from the soil surface and lower layers differed statis-
tically significant. Isolated and identified obligate psychrophilic strain Pedobacter 
sp. 2U-K-37 and psychrotolerant strain Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 are mod-
erate halophiles that are able to hydrolyze starch, gelatin, tween-20 and synthesize 
exopolysaccharides.

This study was performed and partially funded under the State Target Scien-
tific and Technical Program of Research in Antarctica for 2011–2023 within project 
0121U112291 "Microbiota of terrestrial plant grouping of the maritime Antarctic".
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ВИДІЛЕННЯ БАКТЕРІЙ З МІСЦЯ ХАРЧОВОЇ І 
ГНІЗДОВОЇ АКТИВНОСТІ LARUS DOMINICANUS 

(О. ГАЛІНДЕЗ, МОРСЬКА АНТАРКТИКА) ТА ЇХНЯ 
ХАРАКТЕРИСТИКА

Реферат
Метою роботи було дослідити чисельність різних груп мікроорганізмів у 
зразках ґрунту з місця харчової і гніздової активності Larus dominicanus 
(острів Галіндез, Морська Антарктика) та охарактеризувати фізіоло-
го-біохімічні властивості виділених мікроорганізмів. Методи. У роботі 
використовували стандартні мікробіологічні і біохімічні методи дослід-
жень (культуральний, методи мікроскопування, визначення ензиматичної 
активності). Хромосомну ДНК виділяли методом м’якого лізису. Ген 16 S 
рРНК ампліфікували із використанням універсальних праймерів 27F і 1492R. 
Ідентифікацію ізолятів проводили на основі визначення послідовності гена 
16 S рРНК і фізіолого-біохімічних властивостей. Результати. Встановлено 
чисельність різних груп мікроорганізмів у зразках ґрунту з місця харчової і 
гніздової активності Larus dominicanus (острів Галіндез, Морська Антар-
ктика). Виділено 74 ізоляти бактерій. Ізолят 2U-K-37, виділений з верхнього 
шару ґрунту, та ізолят 2B-K-54, виділений з глибини 2–5 см, характеризу-
вались амілазною, ліпазною, фосфоліпазною, протеазною активностями, 
здатністю утворювати екзополісахариди. Їх ідентифікували за результа-
тами секвенування гена 16 S рРНК та фізіолого-біохімічними властивостя-
ми як Pedobacter sp. 2U-K-37 та Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54. Висновки. 
У зразках ґрунту з місця харчової і гніздової активності Larus dominicanus 
найбільш чисельними були мікроорганізми, які метаболізують нітроген ор-
ганічних сполук. Менше було оліготрофів і мікроорганізмів, які метаболі-
зують нітроген неорганічних сполук. Чисельність мікроорганізмів у зраз-
ках з поверхні ґрунту і нижчих шарів статистично відрізнялась. Виділені 
й ідентифіковані облігатно психрофільний штам Pedobacter sp. 2U-K-37 і 
психротолерантний штам Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54 є помірними гало-
філами, які здатні гідролізувати крохмаль, желатин, твін-20 і синтезувати 
екзополісахариди. 

Ключові  слова:  антарктичні мікроорганізми, Pedobacter sp., 
Pseudarthrobacter sp., екзополісахариди, галофіли, ензиматична активність
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ВИДЕЛЕНИЕ БАКТЕРИЙ ИЗ МЕСТА ПИЩЕВОЙ И 
ГНЕЗДОВОЙ АКТИВНОСТИ LARUS DOMINICANUS 

(О. ГАЛИНДЕЗ, МОРСКАЯ АНТАРКТИКА) И ИХ 
ХАРАКТЕРИСТИКА

Реферат
Целью работы было исследовать численность различных групп микроор-
ганизмов в образцах почвы с места пищевой и гнездовой активности Larus 
dominicanus (остров Галиндез, Морская Антарктика) и определить физи-
олого-биохимические свойства выделенных микроорганизмов. Методы. В 
работе использовали стандартные микробиологические и биохимические 
методы исследований (культуральный, методы микроскопирования, опреде-
ление энзиматической активности). Общую ДНК выделяли методом мягко-
го лизиса. Ген 16 S рРНК амплифицировали с использованием универсальных 
праймеров 27F и 1492R. Изоляты идентифицировали на основании опре-
деления последовательности гена 16 S рРНК и физиолого-биохимических 
свойств. Результаты. Установлена численность различных групп микроор-
ганизмов в образцах почвы с места пищевой и гнездовой активности Larus 
dominicanus (остров Галиндез, Морская Антарктика). Выделены 74 изолята 
бактерий. Изолят 2U-K-37, выделенный из верхнего слоя почвы, и изолят 2B-
K-54, выделенный из глубины 2−5 см, характеризовались амилазной, липаз-
ной, фосфолипазной, протеазной активностью, способностью синтезиро-
вать экзополисахариды. Их идентифицировали по результатам секвениро-
вания гена 16 S рРНК и физиолого-биохимическим свойствам как Pedobacter 
sp. 2U-K-37 и Pseudarthrobacter sp. 2B-K-54. Выводы. В образцах почвы с ме-
ста пищевой и гнездовой активности Larus dominicanus наиболее многочис-
ленными были микроорганизмы, метаболизирующие нитроген органических 
соединений. Меньше было олиготрофов и микроорганизмов, метаболизиру-
ющих нитроген неорганических соединений. Количество микроорганизмов в 
образцах с поверхности почвы и низших слоёв статистически отличалось. 
Выделенные и идентифицированные облигатно-психрофильный штамм 
Pedobacter sp. 2U-K-37 и психротолерантный штамм Pseudarthrobacter 
sp. 2B-K-54 являются умеренными галофилами, способными гидролизовать 
крахмал, желатин, твин-20 и синтезировать экзополисахариды.

Ключевые слова:  антарктические микроорганизмы, Pedobacter sp., 
Pseudarthrobacter sp., экзополисахариды, галофилы, энзиматическая актив-
ность
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СПЕКТРИ ЖИРНИХ КИСЛОТ АКТИНОБАКТЕРІЙ 
З БІОЛОГІЧНИХ ОБРОСТАНЬ ОДЕСЬКОЇ ЗАТОКИ 

ЧОРНОГО МОРЯ

Мета. Визначення жирнокислотного складу актинобактерій, ізольованих з 
біологічних обростань Одеської затоки Чорного моря, та їх ідентифікація. 
Методи. Актинобактерії 31-го виділеного штаму вирощували у рідкому се-
редовищі TSB за 28 °C та 150 об/хв упродовж 72 год. Метилові ефіри жир-
них кислот досліджуваних штамів визначали згідно MIS Operating Manual 
на газовому хроматографі Agilent 7890, ідентифікацію проводили з викорис-
танням системи ідентифікації мікроорганізмів MIDI Sherlock. Результа-
ти. За допомогою хроматографічного аналізу жирних кислот встановле-
но, що з 31 досліджуваного штаму актинобактерій 27 ідентифіковано до 
роду Streptomyces, а 4 – до роду Nocardiopsis. Встановлено, що у профілях 
досліджених актинобактерій  роду Nocardiopsis переважали жирні кис-
лоти:15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO,18:1 CIS 9, а у бактерій роду 
Streptomyces – 14:0 ISO, 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO. Висновки. 
Актинобактерії з біологічних обростань Одеської затоки відносяться до 
родів Streptomyces та Nocardiopsis, а їх жирнокислотні профілі характери-
зуються перевагою ізомерів розгалужених насичених жирних кислот.

Ключові  слова:  жирнокислотні профілі, морські актинобактерії, 
Streptomyces, Nocardiopsis

Морське середовище характеризується екстремальними умовами (висо-
кий тиск, висока солоність, зміни температури, обмежена доступність пожив-
них речовин). Все це змушує морські організми адаптуватися до таких умов 
шляхом формування незвичайних для суходолу, отже, цікавих метаболічних 
шляхів [1, 2]. 

Морські актинобактерії відомі не тільки як джерела нових антибіоти-
ків, а також метаболітів з протипухлинною активністю. Вони мають здатність 
до пригнічування утворення біоплівок стійкими до антибіотиків патогенами 
людини. Утворення біоплівок самими антинобактеріями сприяє розкладанню 
складних полімерів у навколишньому середовищі. Більшість морських акти-
нобактерій є представниками видів роду Streptomyces і слугують багатим дже-
релом біологічно активних сполук, які широко досліджуються у всьому світі 
[1, 3, 4]. 
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Аналіз жирнокислотного складу загальних клітинних ліпідів є важли-
вою хемотаксономічною характеристикою, яка корелює з результатами іден-
тифікації за молекулярно-генетичними показниками [5, 6], та використовуєть-
ся для ідентифікації мікроорганізмів за допомогою бібліотек спектрів жирних 
кислот [7].

Актинобактерії за складом жирних кислот розділяють на два типи. До 
першого типу відносять види, у клітинах яких переважають  жирні кислоти з 
розгалуженим ланцюгом, тоді як види другого типу демонструють значний від-
соток насичених або мононенасичених жирних кислот з прямим ланцюгом [8].

Метою роботи було визначення складу жирних кислот актинобактерій, 
ізольованих з біологічних обростань Одеської затоки Чорного моря, та їх 
ідентифікація.

Матеріали і методи
Матеріалом дослідження слугували 31 штам актинобактерій, які виділи-

ли у 2020 році з біологічних обростань поверхонь бетонних споруд, природ-
ного черепашника, пластика, металу та води Одеської затоки Чорного моря. 

Визначення метилових ефірів жирних кислот досліджуваних штамів 
проводили згідно MIS Operating Manual [9]. Для цього актинобактерії виро-
щували у 20 мл рідкого середовища Tryptic Soy Broth (Biolife, Italia)  за 28±1 
°C та 150 об/хв упродовж 72 год. Отриману рідку культуру пропускали через 
фільтри з розміром пор 0,45 мкм, близько 40 мг відділеної біомаси клітин 
переносили в скляні віали, оснащені кришками з тефлоновим покриттям для 
екстракції жирних кислот. Виділення та хроматографічне розділення жирних 
кислот здійснювали згідно стандартного протоколу. Лізис клітин та омилення 
ліпідів клітин мікроорганізмів здійснювали шляхом додавання одного мілі-
літра суміші 1,125 М розчину NaOH у метанолі при температурі 95–100 ºC 
впродовж 30 хв. Подальше метилювання жирних кислот здійснювали дода-
ванням кислого розчину (2 мл 6.0 N HCl у метанолі)  при 80 ºC впродовж 
10 хв. Екстраговані метилові ефіри жирних кислот нейтралізували 0,3 М роз-
чином NaOH [7].

Визначення жирнокислотного складу бактерій виконували методом 
хроматографії з використанням автоматичної системи ідентифікації мікроор-
ганізмів MIDI Sherlock на базі газового хроматографа Agilent 7890 (Agilent 
Technologies, США), колонка капілярна ULTRA 2 (25 м x 0,2 мм x 0,33 мкм), 
детектор полумяно-йонізаційний. Пробу (2 мкл) вводили в режимі split з ко-
ефіцієнтом 40:1, температура випаровувача 250 ºC. Розділення проводили в 
режимі програмування температури – початкова температура 170 ºC з наступ-
ним градієнтом 5 ºС/хв до 270 ºC. Вміст жирних кислот виражали у відсотках 
до загальної суми площ піків. Для ідентифікації досліджуваних штамів вико-
ристовували бібліотеку Sherlock Microbial Identification System (MIDI Sherlock 
version 6.2, MIDI Library ACTIN 3.80) [9].

Статистичний аналіз жирнокислотних профілів проводився за допо-
могою програмного забезпечення MIDI Library Generation System (Microbial 
ID, Inc., Newark, Del.). Ця програма використовує двовимірний кластерний 
аналіз. Спорідненість виражається в евклідовій відстані (EDs), як відстань у 
двовимірному просторі [10].
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Результати дослідження та їх обговорення
За допомогою  бібліотеки MIDI Sherlock (ACTIN 3.80) штами актино-

бактерій з біологічних обростань поверхонь бетонних споруд, природного 
черепашника, пластика, металу та води було попередньо ідентифіковано з 
різними індексами подібності до роду Streptomyces та Nocardiopsis. До роду 
Streptomyces віднесено 27 штамів, до роду Nocardiopsis  –  4 штами (табл. 1).

Хроматографічний аналіз показав, що жирнокислотний склад клітин 
досліджених штамів актинобактерій роду Nocardiopsis містить ізомери наси-
чених та ненасичених жирних кислот із загальною кількістю атомів вуглецю 
від 13 до 19 (табл. 2). У профілях досліджених штамів Nocardiopsis перева-
жали жирні кислоти: 12-метилтетрадеканова кислота (від 6,83% до 10,36%), 
14-метилпентадеканова кислота (від 1,79% до 36,71%), 14-метилгексадека-
нова кислота (від 9,5% до 29,42%), 9Z-октадеценова кислота (від 12,17% до 
16,39%).

Порівняно з іншими штамами відмінністю жирнокислотного профі-
лю штаму Nocardiopsis sp. conc 29 переважала кількість загального відсотка 
(24,93%) пентадеканової кислоти 15:0, тоді як у інших штамів вона склала 
0,31%, або не виявлялася зовсім.  

Також встановлено, що для актинобактерій роду Nocardiopsis характер-
ним є наявність вищих жирних кислот із загальною кількістю атомів вуглецю 
18–19 (16-метилгептадеканова,(9Z)-октадеценова, октадеканова, 16-метилок-
тадеканова  та нонадеканова кислота). 

Grund and Kroppenstedt показали, що бактерії роду Nocardiopsis харак-
теризуються розгалуженими ізомерами насичених жирних кислот. Серед 
яких основними є 14-метилгептадеканова кислота (C16:0 ізо) і 14-метил-
гексадеканова кислота (C17:0 anteiso). Також виявлено наявність у меншій 
кількості 10-метил розгалуженої туберкулостеаринової кислоти, тобто 10-ме-
тилоктадеканової кислоти (C18:010-methyl), та її попередника ненасиченої 
цис-9,10-октадеценової кислоти (C18:1 cis) [11,12].  Такі особливості бактерій 
роду Nocardiopsis підтверджуються нашими дослідженнями. 

Хроматографічний аналіз виявив, що жирнокислотний склад дослідже-
них актинобактерій роду Streptomyces містить ізомери насичених та нена-
сичених жирних кислот із загальною кількістю атомів вуглецю від 10 до 17 
(табл. 3).

Встановлено, що у спектрах жирних кислот бактерій  роду Streptomyces 
переважали 12-метилтетрадеканова кислота (від 22,82% до 55,09), 14-ме-
тилпентадеканова кислота (4,77%–23,43%), 12-метилтридеканова кислота 
(0,39%–15,69%), 14-метилгексадеканова кислота (4,72%–17,4%), 13-метилте-
традеканова кислота (3,39%–17,46%).  

Згідно з даними літератури профілі клітинних жирних кислот стрепто-
міцетів складаються переважно з 12–17 насичених жирних кислот з розгалу-
женим ланцюгом з ISO- та ANTEISO- положенням метильної групи. Метило-
ві розгалужені жирні кислоти є маркерами актиноміцетів [11, 13, 14]. Майже 
усі штами містили невеликий відсоток 17:0 cyclo, що є корисним маркером 
для ідентифікації роду Streptomyces [8]. 
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Таблиця 1
Ідентифікація актинобактерій за допомогою  бібліотеки MIDI Sherlock 

Table 1
Identification of actinobacteria strains by the Sherlock MIDI library

Штам Рід Джерело виділення

conc 1 Nocardiopsis бетон

conc 3 Streptomyces бетон

conc 5_1 Streptomyces бетон

conc 6b Streptomyces бетон

conc 6s Streptomyces бетон

conc 9 Streptomyces бетон

conc 11 Streptomyces бетон

conc 13 Streptomyces бетон

conc 15 Streptomyces бетон

conc 16a Streptomyces бетон

conc 21 Streptomyces бетон

conc 24 Streptomyces бетон

conc 29 Nocardiopsis бетон

conc 32 Streptomyces бетон

lim 2.2 Streptomyces черепашник

lim 3.1 Streptomyces черепашник

lim 3.2 Streptomyces черепашник

lim 5.2 Streptomyces черепашник

lim 6.1 Streptomyces черепашник

lim 6.2 Streptomyces черепашник

lim 7.1 Nocardiopsis черепашник

lim 7.2 Streptomyces черепашник

lim 9.1 Streptomyces черепашник

lim 9.2 Streptomyces черепашник

lim 10 Streptomyces черепашник

lim 12.1 Streptomyces черепашник

lim 12.2 Streptomyces черепашник

lim 12.3 Streptomyces черепашник

met 2 Nocardiopsis метал

plast 1 Streptomyces пластик

sea2 Streptomyces морська вода
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Таблиця 2
Склад жирних кислот актинобактерій роду Nocardiopsis

Table 2
Cellular fatty acid (%) composition of strains of Nocardiopsis

Жирна кислота
Штам

conc 1 conc29 met 2 Lim 7.1

13:0 ISO 0,13 0,24 - 0,13
13:0 ANTEISO 0,86 0,74 1,67 0,63
14:0 ISO 1,0 1,18 12,01 1,3
14:0 0,22 0,23 0,79 0,5
15:0 ISO 1,47 1,05 1,48 1,64
15:0 ANTEISO 10,36 7,08 6,83 9,14
15:0 0,31 24,93 - -
16:0 ISO 19,2 1,79 36,71 15,61
16:1 CIS 9 2,71 2,38 1,45
16:0 3,46 2,38 1,69 2,26
17:1 ANTEISO C - 3,78 - 1,22
17:0 ISO 2,31 1,73 1,8 3,1
17:0 ANTEISO 29,42 22,59 9,5 22,59
17:1 CIS 9 3,25 6,18 4,59
17:0 1,55 2,26 1,93 1,67
17:0 10METHYL 0,66 1,03 0,98
18:0 ISO 1,36 1,55 1,89 1,82
18:1 CIS 9 14,45 12,17 - 16,39
18:0 4,61 4,3 1,35 3,86
19:0 ANTEISO 0,41 0,4 - -
19:0 - - - 0,23

На основі статистичного аналізу жирнокислотних профілів дослідже-
них штамів актинобактерій роду Streptomyces, проведеного за допомогою 
програмного забезпечення MIDI Library Generation System, було збудовано 
дендрограму на основі евклідової відстані  (рис. 1).

Статистичні відмінності у кількості 9-цис-гексадеценової кислоти у 
жирнокислотному профілі актинобактерій роду Streptomyces стали основою 
для виділення двох груп штамів. Для першої групи характерним є процентне 
відношення 16:1 CIS 9 від 0,61% до 2,82%, для другої – від 3,06% до 10,42%.

Кількісні відмінності у відсотковому відношенні 13-метилтетрадекано-
вої кислоти обґрунтовують поділ штамів першої групи на дві підгрупи (А і Б) 
на евклідовій відстані 15. Для підгрупи А характерним є наявність 15:0 ISO 
від 10,61% до 17, 46%, для підгрупи Б – від 3,39% до 7,75%.  
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Рис. 1. Дендрограма на основі аналізу жирних кислот актинобактерій

Fig. 1. Dendrograma based on fatty acid analysis of actynobacteria

Для другої групи також має місце поділ на дві підгрупи (В і Г) на евклі-
довій відстані 17,5, але за іншими ознаками. У штамів підгрупи В  відсоткове 
відношення 14-метилгексадеканової кислоти становить від 0,96% до 4%, а 
15-метилпентадеканової кислоти – від 1,16% до 2,26%. Для підгрупи Г відсо-
ткове відношення для 16:1 ISO складає від 4,21%–6,28%, а для 17:0 ISO – від 
0,64% до 1%. 

Таким чином, за допомогою хроматографічного аналізу жирних кис-
лот 28 досліджуваних штамів актинобактерій ідентифіковано до роду 
Streptomyces, а 4 штами до роду Nocardiopsis. Жирнокислотні профілі обох 
родів характеризуються наявністю ізомерів розгалужених насичених жирних 
кислот.
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THE COMPOSITION OF CELLULAR FATTY ACIDS 
OF ACTINOBACTERIA FROM THE SURFACES 

OF BIOLOGICAL GROWTH OF THE ODESA GULF 
OF THE BLACK SEA

Summary
Aim.  Determination of fatty acid composition of actinobacteria isolated from the 
surfaces of biological growth of the Odesa gulf of the Black Sea, and their iden-
tification. Methods.  The 31 isolated strains of actinobacteria were grown in TSB 
at 28 ° C and 150 rpm for 72 hours. Fatty acid methyl esters of the studied strains 
were determined according to the MIS Operating Manual on a gas chromatograph 
Agilent 7890, identification was performed using the identification system of mi-
croorganisms MIDI Sherlock. Results. Using chromatographic analysis of fatty 
acids, it was found that of the 27 studied strains of actinobacteria were identified 
to the genus Streptomyces, and the 4 strains - to the genus Nocardiopsis. It was 
found that the fatty acid profiles of the studied actinobacteria of the genus Nocar-
diopsis were dominated by fatty acids: 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO, 
18:1 CIS 9, and the fatty acid profiles of bacteria of the genus Streptomyces - 14:0 
ISO, 15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO. Conclusions.  Actinobacteria the 
surfaces of biological growth of the Odesa gulf of the Black Sea belong to the gen-
era Streptomyces and Nocardiopsis, and their fatty acid profiles are characterized 
by the dominance of isomers of branched saturated fatty acids.

Key words: fatty acid profiles, marine actinobacteria, Streptomyces, Nocardi-
opsis
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СПЕКТРЫ ЖИРНЫХ КИСЛОТ АКТИНОБАКТЕРИЙ
ИЗ БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАСТАНИЙ

ОДЕССКОГО ЗАЛИВА ЧЕРНОГО МОРЯ

Реферат
Цель. Определение жирнокислотного состава актинобактерий, изолиро-
ванных из биологических обрастаний Одесского залива Черного моря, и их 
идентификация. Методы. Актинобактерии 31 выделенного штамма вы-
ращивали в жидкой среде TSB при 28 °C и 150 об/мин в течение 72 часов. 
Метиловые эфиры жирных кислот исследуемых штаммов определяли со-
гласно MIS Operating Manual на газовом хроматографе Agilent 7890, иден-
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тификацию проводили с использованием системы идентификации микро-
организмов MIDI Sherlock. Результаты. С помощью хроматографическо-
го анализа жирных кислот установлено, что из 31 исследуемого штамма 
актинобактерий 27 идентифицировано как род Streptomyces, а 4 – как род 
Nocardiopsis. Установлено, что в профилях исследованных актинобакте-
рий рода Nocardiopsis преобладали жирные кислоты: 15:0 ANTEISO, 16:0 
ISO, 17:0 ANTEISO, 18:1 CIS 9, а бактерий рода Streptomyces – 14:0 ISO, 
15:0 ANTEISO, 16:0 ISO, 17:0 ANTEISO. Выводы.  Актинобактерии из био-
логических обрастаний Одесского залива относятся к родам Streptomyces и 
Nocardiopsis, а их жирнокислотные профили характеризуются преоблада-
нием изомеров разветвленных насыщенных жирных кислот.

Ключевые слова:  жирнокислотные профили, морские актинобактерии, 
Streptomyces, Nocardiopsis

СПИСОК ВИКОРИСТАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1. Tangerina M.M.P., Furtado L.C., Leite V.M.B., Bauermeister A., Velasco-Al-

zate K., Jimenez P.C. et al. Metabolomic study of marine Streptomyces sp.: 
Secondary metabolites and the production of potential anticancer compounds 
// PLoS One. – 2020. – 15(12) . – e0244385. 

2. Wang C., Du W., Lu H., Lan J., Liang K., Cao S. A Review: Halogenated 
Compounds from Marine Actinomycetes // Molecules. –  2021. – Vol. 26(9). 
–  2754 p. 

3. Jagannathan S.V., Manemann E.M., Rowe S.E. et al. Marine Actinomycetes, 
New Sources of Biotechnological Products // Marine Drugs. – 2021. – V. 19. 
– 365 p. 

4. Subramani R., Aalbersberg W. Marine actinomycetes: An ongoing source of 
novel bioactive metabolites //Microbiological Research. – 2012. – V. 167 – 
P. 571–580.

5. Vasyurenko Z.P., Frolov A.F. Fatty Acid composition of bacteria as a che-
motaxonomic criterion  // J. Hyg.  Epidemiol. Microbiol. Immunol. –  1986. 
– 30(3) . – P. 287–293.

6. Welch D. F. Applications of cellular fatty acid analysis  // Clin. Micro-biol. 
Rev. – 1991. – 4. – P. 422–438.

7. Sasser M. Identification of bacteria by gas chromatography of cellular fatty 
acids  // MIDI Technical Note. – 1990. – 101. – 242 p.

8. McNabb A., Shuttleworth R., Behme R., Colby W.D. Fatty acid character-
ization of rapidly growing pathogenic aerobic actinomycetes as a means 
of identification //  Journal of Clinical Microbiology. – 1997. – 35(6) . – 
P. 1361–1368.

9. MIS Operating Manual. – Ver 6.2. – Newark, Del. – 2012. – 149 p.
10. Analysis User’s Manual . – Ver 6.0. – Newark, Del. – 2005. – 50 p.
11. Kroppenstedt R.M., Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes 

and related organisms. Chemical Methods in Bacterial Systematics. – Lon-
don: Academic Press, 1985. – P. 173–199.

12. Hozzein W.N., Trujillo M.E. In Bergey's Manual of Systematics of Archaea 
and Bacteria. Nocardiopsis. –  Springer, 2005.

13. Bossio D.A., Fleck J.A., Scow K.M., Fujii R. Alteration of soil microbial com-

СПЕКТРИ ЖИРНИХ КИСЛОТ АКТИНОБАКТЕРІЙ ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 60–70



70

munities and water quality inrestored wetlands // Soil Biol. Biochem. – 2006. 
– 38. – P. 1223–1233

14. Terahara T. ,  Naemura T., Nampo Y. ,  Kobayashi T.,  Imada C., Hamada 
M., Tamura T. Streptomyces otsuchiensis sp. nov., a biosurfactant-producing 
actinobacterium isolated from marine sediment. // Int. J. Syst. Evol. Micro-
biol. – 2019. – 69 (12). 

REFERENCES
1. Tangerina MMP, Furtado LC, Leite VMB, Bauermeister A, Velasco-Alzate 

K, Jimenez PC et al. Metabolomic study of marine Streptomyces sp.: Second-
ary metabolites and the production of potential anticancer compounds. PLoS 
One. 2020; 15(12): e0244385. doi: 10.1371/journal.pone.0244385.

2. Wang C, Du W, Lu H, Lan J, Liang K, Cao S. Halogenated Compounds from 
Marine Actinomycetes. Molecules. 2021; 26(9):2754. doi: 10.3390/mole-
cules26092754

3. Subramani R, Aalbersberg W. Marine actinomycetes: An ongoing source of 
novel bioactive metabolites. Microbiological Research. 2012; 167: 571 – 580.

4. Jagannathan SV, Manemann EM, Rowe SE et al. Marine Actinomycetes, 
New Sources of Biotechnological Products.  Marine Drugs. 2021; 19: 365 p.

5. Vasyurenko ZP, Frolov AF. Fatty Acid composition of bacteria as a chemo-
taxonomic criterion. J. Hyg. Epidemiol. Microbiol. Immunol. 1986; 30(3): 
287-293.

6. Welch D F. Applications of cellular fatty acid analysis. Clin. Microbiol. Rev. 
1991; 4: 422–438.

7. Sasser M. Identification of bacteria by gas chromatography of cellular fatty 
acids. MIDI TechnicalNote. 1990; 101: 242.

8. McNabb A, Shuttleworth R, Behme R, Colby WD. Fatty acid characteriza-
tion of rapidly growing pathogenic aerobic actinomycetes as a means of iden-
tification. Journal of Clinical Microbiology. 1997; 35(6): 1361-1368.

9. MIS Operating Manual. Ver 6.2. Newark, Del. 2012: 149. 
10. Analysis User’s Manual . Ver 6.0. Newark, Del. 2005: 50.
11. Kroppenstedt R.M. Fatty acid and menaquinone analysis of actinomycetes 

and related organisms. Chemical Methods in Bacterial Systematics / Eds. 
Goodfellow, M., Minnikin, D.E. London: Academic Press, 1985: 173–199. 

12. Hozzein WN, Trujillo ME. Nocardiopsis. In Bergey’s Manual of Systematics 
of Archaea and Bacteria / Eds Trujillo ME, Dedysh S, DeVos P, Hedlund B, 
Kämpfer P, Raineyand FA, Whitman WB, 2015.  doi:10.1002/9781118960608.
gbm00195

13. Bossio DA, Fleck JA, Scow KM, Fujii R. Alteration of soil microbial com-
munities and water quality inrestored wetlands. Soil. Biol. Biochem. 2006; 
38: 1223–33.

14. Terahara T, Naemura T, Nampo Y, Kobayashi T, Imada C, Hamada M, Ta-
mura T. Streptomyces otsuchiensis sp. nov., a biosurfactant-producing act-
inobacterium isolated from marine sediment. INTER. J.  of Systematic and 
Evolutionary Microbiol. 2019; 69 (12). doi: 10.1099/ijsem.0.003638.

Стаття надійшла до редакції 23.11.2021 р..

Н.В. Коротаєва, К.С. Потапенко, І.В. Страшнова, І.П. Метеліцина, В.О. Іваниця

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 60–70



71

DOI: http://dx.doi.org/10.18524/2307-4663.2021.3(53).245317

УДК 579.222:579.841.1

М.О. Фіногенова, М.Б. Галкін, А.С. Семенець, 
І.В. Пріщенко, Г.С. Калєва, Б.М. Галкін, І.П. Метеліцина, 

Т.О. Філіпова
Одеський національний університет імені І. І. Мечникова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, тел.: +38 (0482) 63 57 61,
e-mail: tphilippova@ukr.net

СИНТЕЗ БІОСУРФАКТАНТІВ БАКТЕРІЯМИ 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA, ІЗОЛЬОВАНИМИ З 

ПОВЕРХНІ МУШЕЛЬ МІДІЙ ЧОРНОГО МОРЯ

Мета. Встановлення здатності до синтезу поверхнево-активних сполук 
бактерій Pseudomonas aeruginosa, ізольованих з мушель чорноморських мі-
дій. Методи. Під час досліджень було використано кілька штамів морських 
Pseudomonas spp, виділених із забруднених нафтовими вуглеводнями ділянок 
Чорного моря: P. aeruginosa M1, P. aeruginosa M4, та P. aeruginosa PA01 як ре-
ферентний штам, які вирощували у суспензійних та біоплівкових культурах 
у середовищах LB та Гіса. Культивування штамів Pseudomonas aeruginosa 
проводили при 37 °C протягом 120 і 168 годин. Ріст планктонної культури 
визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 600 нм. Масу біоплівки 
визначали спектрофотометрично при довжині хвилі 592 нм за допомогою 
CV-тесту. Наявність поверхнево-активних сполук оцінювали у дроп-тесті. 
Кількісний вміст рамноліпідів визначали за кольоровою реакцією рамнози з 
орцином. Результати. Штами P. aeruginosa M1 і M4, виділені з поверхонь 
чорноморських мідій, синтезують на 25% і 66% більше ПАР, ніж штам 
PA01. Усі штами в середовищі Гіса синтезували у 10–20 разів менше рамно-
ліпідів ніж у середовищі LB. У біоплівкових культурах спостерігається така 
ж залежність синтезу біосурфактанта від складу живильного середовища, 
що й у суспензійних культурах. За інтенсивністю продукції рамноліпідів у 
біоплівкових культурах досліджувані штами можна розташувати таким 
чином: P. aeruginosa M4 > P. aeruginosa M1 >> P. aeruginosa PA01. Висновки. 
Штами P. aeruginosa, виділені з Чорного моря, є більш ефективними проду-
центами рамноліпідів, ніж еталонний штам P. aeruginosa PA01; Інтенсив-
ність синтезу біосурфактантів істотно залежить від складу живильного 
середовища та способу вирощування.

Ключові  слова: морскі бактерії, Pseudomonas aeruginosa, біосурфактан-
ти, суспензійні і біоплівкові культури, склад живильних середовищ

Морські мікроорганізми мають унікальні властивості завдяки своїй 
адаптаційній здатності до морських умов, таких як висока або низька тем-
пература, лужні або кислотні значення рН середовища, високий тиск і об-
межений вміст субстратів живлення на глибині. Ці відмінні характеристики 
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привернули увагу багатьох дослідників до детального вивчення можливості 
використання морських мікроорганізмів у промисловості [10,11].

Серед різноманітних біологічно активних сполук значний інтерес пред-
ставляють біосурфактанти (біоемульгатори) через їх структурну та функці-
ональну різноманітність. Поверхнево-активні речовини біологічного похо-
дження (біоПАР) –  це поліфункціональні молекули, які цікавлять багатьох 
дослідників завдяки своїй біосумісності, універсальності та застосуванню в 
біотехнології. Зараз відомі п'ять класів біосурфактантів: гліколіпіди, ліпопо-
ліцукриди та поліцукридно-ліпідні комплекси, ліпопептиди, жирні кислоти 
та нейтральні ліпіди. Фізіологічна роль біосурфактантів полягає в адгезії мі-
кроорганізмів до субстрату та емульгуванні поживних речовин, десорбції з 
поверхонь, антибактеріальній та протигрибковій активності, а деякі мембра-
нозв’язані біоПАР є рецепторами для бактеріофагів [16].

Біосурфактанти мають низку переваг перед хімічними поверхнево-ак-
тивними речовинами, включаючи незначну токсичність, високу здатність до 
біологічного розкладання, кращу екологічну сумісність, високе піноутворен-
ня, селективність, толерантність до високих температур, рН і солей.  Вони 
синтезуються з відновлюваних субстратів і ефективні за невеликих концен-
трацій [3]. 

За даними метагеномного аналізу світовий океан містить приблизно 
3×1028 різноманітних бактерій, дослідження яких  робить можливим відкрит-
тя нових речовин, таких як антибіотики, ферменти, вітаміни, ліки, біосурфак-
танти, біоемульгатори та інші цінні сполуки комерційного значення [7, 9]. 
Значна частина досліджень біосурфактантів зосереджена на ґрунтових ізоля-
тах та, перш за все, представниках Pseudomonas і Bacillus, однак виробництво 
біоПАР морськими мікроорганізмами залишається практично невивченим, 
що пов’язують з труднощами їх культивування у лабораторних умовах [2, 
18]. Це стосується і бактерій Чорного моря, біотехнологічний потенціал яких 
практично не оцінений. 

У зв’язку з вищенаведеним, метою даної роботи було встановлення 
здатності до синтезу поверхнево-активних сполук бактерій Pseudomonas 
aeruginosa, ізольованих з мушель чорноморських мідій.

 Матеріали і методи 
В роботі були використані 2 морських штами P. aeruginosa:M1 і M4 та 

P. aeruginosa PA01 як референтний штам з колекції культур кафедри мікробі-
ології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І. І. Мечникова.

Культивування штамів Pseudomonas aeruginosa здійснювали при 37 оС 
впродовж 120 та 168 годин у конічних плоскодонних колбах за умов струшу-
вання (суспензійні культури) та у стаціонарних біоплівкових культурах. 

Було використано два живильних середовища – LB (1% пептону, 1% 
дріжджового екстракту, 0,5% NaCl) та середовище Гіса (1% пептону, 1% глю-
кози, 0,5% NaCl). 

По завершенні культивування спектрофотометрично при 600 нм ви-
значали оптичну густину суспензії і встановлювали кількість клітин за калі-
брувальною кривою. Далі розводили суспензії живильним середовищем  до 
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концентрації 109 клітин в 1 мл. Для отримання безклітинних супернатантів 
проби центрифугували 20 хв при 3000 обертів у хвилину. Потім супернатанти 
відбирали у чисті пробірки і використовували для виявлення в них біосурфак-
тантів.

Наявність поверхнево-активних продуктів визначали у дроп-тесті [12]. 
Для цього до 200 мкл супернатанту додавали 5 мкл 1% розчину метилено-
вого синього і по 20 мкл наносили у центр квадратика (1×1 см) на поверхні 
парафільму. За контроль слугувала проба, яка замість супернатанту містила 
дистильовану воду. 

Після висихання крапель смужки парафільму сканували і з використан-
ням комп’ютерної програми Altami Studio визначали  діаметри плям [https://
bit.ly/2BupzWt].

Кількісний вміст рамноліпідів оцінювали за кольоровою реакцією рам-
нози з орцином [13].  Після центрифугування проб до 2 мл культуральної рі-
дини додавали 2 мл етилацетату. Верхню фазу етилацетату з розчиненими в 
ньому рамноліпідами відбирали у флакони і залишили до повного випарову-
вання розчинника. Після цього додавали у флакони 0,5 мл метанолу і перено-
сили 0,1 мл у скляні пробірки. До пробірок додавали 1 мл розчину 10 г орцину 
в 25 мл 56% сірчаної кислоти. Прогрівали пробірки 20 хвилин при темпера-
турі 80–100 оС до появи жовто-коричневого кольору. У контрольну пробу до 
орцинового реактиву додавали 100 мкл метанолу. Після охолодження проб до 
кімнатної температури оптичну густину дослідних проб вимірювали проти 
контрольного зразка на спектрофотометрі при довжині хвилі 420 нм. Розра-
хунки вмісту рамноліпідів у мг/мл проводили за калібрувальною кривою, по-
будованою з використанням рамнози у концентраціях від 2,5  до 50 мкг/мл.

Метод визначення маси біоплівки базується на здатності барвника 
кристалічного фіолетового зв’язуватися з клітинами та матриксом біоплівки 
[6].

Після того, як планктонну культуру видаляли з лунок, біоплівку у план-
шетах відмивали від неприкріплених клітин фізіологічним розчином та фік-
сували 96% етанолом впродовж 10 хв. Після фіксації зразки висушували та 
забарвлювали 1% водними розчином кристалічного фіолетового впродовж 
5 хв. Біоплівку у планшетах після 24 годин висушування при кімнатній тем-
пературі розчиняли у лізувальному розчині (0,1 М NaOH + 1% SDS) та інку-
бували при кімнатній температурі 1,5 години. Облік результатів проводили на 
спектрофотометрі «µQuant» BioTek за довжини хвилі відповідній до максиму-
му поглинання використаного барвника: 592 нм. 

Усі експерименти проводили у трьох незалежних дослідах з 3–4 повто-
рами у кожному. 

Статистичне опрацювання результатів досліджень здійснювали з вико-
ристанням загальноприйнятих методів варіаційного аналізу. Розраховували 
середні значення показників (Х¯) та їх стандартну похибку (SХ¯). Достовір-
ність відмінностей між середніми визначали за критерієм Стьюдента, оціню-
ючи достовірність отриманих результатів на рівні значимості не менше 95% 
(р ≤ 0,05). Математичні розрахунки проводили за допомогою комп’ютерної 
програми Excel [1].
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Результати та їх обговорення
Мідії були зібрані у забруднених нафтопродуктами ділянках Чорного 

моря в районі Одеського порту, де на поверхні води існує райдужна плів-
ка. З поверхні їх мушель було виділено 7 штамів бактерій. Два з виділених 
штамів на підставі оцінки морфологічних, біохімічних та тінкторіальних 
властивостей були віднесені до виду Pseudomonas aeruginosa і класифікова-
ні як P. aeruginosa М1 та P. aeruginosa М4. Ідентифікація цих штамів була 
підтверджена визначенням складу жирних кислот з використанням системи 
MIDI Sherlock. У табл. 1 наведені результати оцінки їх здатності до продук-
ції біосурфактантів. Як контрольний був використаний колекційний штам 
P. aeruginosa РА01.

Таблиця 1
Результати оцінки здатності бактерій, виділених з поверхні мушель мідій, до 

синтезу біосурфактантів у дроп-тесті
Table 1

The results of the evaluation of the ability of bacteria isolated from the surface 
of musselsshells to synthesize biosurfactants in the drop test

P. aeruginosa РА01 P. aeruginosa М1 P. aeruginosa М4 Вода

Аналіз даних дроп-тесту свідчить що за здатністю синтезувати біосур-
фактанти штами P. aeruginosa можна розташувати таким чином: P. aeruginosa 
М4 >P. aeruginosa М1 >P. aeruginosa РА01. Відповідні діаметри розповсюджен-
ня крапель по поверхні парафільму дорівнювали 7,20±0,41 мм, 5,44±0,25 мм 
та 4,35±0,18 мм. Таким чином, у порівнянні з колекційним штамом морські 
ізоляти синтезували на 25% (штам М1) і 66% (штам М4) більше поверхне-
во-активних речовин.

Враховуючи, що від складу середовища залежать кількість синтезова-
них біосурфактантів та їх структура [14, 17], культивування досліджуваних 
штамів проводили у двох живильних середовищах: LB і Гіса. Оскільки мор-
ські штами P. aeruginosa були виділені з біоплівок поверхні мушель мідій до-
слідження проводили як у суспензійних зі струшуванням, так і у стаціонар-
них біоплівкових культурах. Результати виражали у мг рамноліпідів в 1 мл на 
109 клітин у разі суспензійних культур та у мг рамноліпідів на одиницю маси 
біоплівки у разі біоплівкових культур.

Дослідження вмісту рамноліпідів в суспензійних культурах (рис. 1 і 2) 
показало, що їх кількість при культивуванні у середовищі LB значно переви-
щує вміст біосурфактантів у середовищі Гіса для усіх досліджених штамів. 

Так, якщо у референтного штаму P. aeruginosa РА01 вміст рамноліпі-
дів на середовищі Гіса становив 1,1 мг на 109 КУО на п'яту добу та 1,6 мг на 
109 КУО на сьому добу, то на середовищі LB він був у 8–10 разів вищим та 
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Рис. 1. Вміст рамноліпідів за культивування досліджуваних штамів у суспензійній 
культурі у середовищі LB

Примітка: * – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa РА01;
** – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa М1

Fig. 1. The content of rhamnolipids during the cultivation of the studied strains 
in suspension culture in LB medium

 Note: * – significant difference compared with P. aeruginosaРА01;
** – significant difference compared with P. aeruginosa M1

Рис. 2. Вміст рамноліпідів за культивування досліджуваних штамів у суспензійній 
культурі в середовищі Гіса

Примітка: * – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa РА01;

Fig. 2. The content of rhamnolipids during the cultivation of the studied strains
in suspension culture in Giss medium

Note: * – significant difference compared with P. aeruginosaРА01
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становив 8,9 та 17,8 мг на 109 КУО, відповідно. Штами P. aeruginosa M1 та M4 
виявили ще більшу здатність до синтезу рамноліпідів за умов культивування. 
Вміст рамноліпідів в цьому випадку також був значно вищим при використан-
ні середовища LB. Так, вміст рамноліпідів на п'яту добу інкубування в супер-
натанті суспензійних культур P. aeruginosa M1, що росли на середовищі Гіса 
становив 1,8 мг на 109 КУО, а на сьому добу інкубації – 2,6 мг на 109 КУО. У 
той самий час, у середовищі LB вміст рамноліпідів був майже у 20 разів біль-
шим і становив 41,5 мг на п'яту та 48 мг на сьому добу інкубації.

Найбільший рівень біосинтезу рамноліпідів спостерігався у P. aeruginosa 
M4. Загальна тенденція, що була притаманна накопиченню рамноліпідів у су-
спензійних культурах досліджених штамів спостерігалася і в цьому випадку. 
Так, якщо на середовищі Гіса на п'яту та сьому добу інкубації вміст рамнолі-
підів становив 1,9 та 3,2 мг на 109 КУО, то на середовищі LB – 63,7 та 70,6 мг, 
відповідно. 

Враховуючи, що штами P. aeruginosa М1 і P. aeruginosa М4 були виділе-
ні з біоплівок, які знаходилися на поверхні мушель мідій, культивування здій-
снювали також у плоскодонних планшетах Nuclon, що забезпечувало утворен-
ня біоплівок на їх дні. В даних умовах культивування також були використані 
обидва живильні середовища: LB і Гіса. Вміст рамноліпідів розраховували 
у мг на одиницю маси біоплівки. Для цього по закінченні культивування і 
видалення середовища з лунок біоплівки фіксували етанолом і забарвлювали 
кристалічнім фіолетовим. Результати наведені у табл. 2.

Таблиця 2
Маси біоплівок, утворених досліджуваними штамами P. aeruginosa

(ОГ 592 нм)
Table 2

Masses of biofilms formed by the studied strains of P. aeruginosa
(ОD 592 nm)

Середовище Доба P. aeruginosa
РА01

P. aeruginosa
М1

P. aeruginosa
М4

LB
5 3,243 ± 0,264   3,581 ± 0,286 2,283 ± 0,205

7 2,834 ± 0,230   3,154 ± 0,261 2,106 ± 0,153

Гіса
5 3,027 ± 0,184 3,096 ± 0,193 2,185 ± 0,152

7 2,873 ± 0,174 2,965 ± 0,180 1,937 ± 0,169

Примітка: за усіх умов культивування достовірної  різниці між штамами не виявлено 
                  (р> 0,05)

Як видно з представлених даних суттєвих відмінностей у здатності 
утворювати біоплівки між штамами немає. Також цей показник не залежав 
від живильного середовища. Можна відмітити тенденцію до зменшення маси 
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біоплівок на сьому добу. Цей факт, скоріше за все, пов'язаний зі старінням 
біоплівок та вивільненням з них клітин [4]. Причому важливу роль в цих про-
цесах відіграють саме рамноліпіди.

Дослідження синтезу рамноліпідів у біоплівкових культурах (рис. 3 і 4) 
показало у цілому таку саму картину що і у випадку суспензійної культури за 
виключенням того, що накопичення рамноліпідів в цих умовах було інтенсив-
нішим ніж у суспензійних культурах для усіх штамів на сьому добу інкубації.

Як і у попередньому випадку найбільшу здатність до продукції рамно-
ліпідів показав штам P. aeruginosa M4. На п'яту добу інкубації вміст рамнолі-
підів при культивуванні на середовище Гіса становив 1,9 мг, що дорівнювало 
вмісту цих сполук при суспензійному культивуванні за тих самих умов, а на 
середовище LB майже у 58 разів більше – 111 мг. На сьому добу ці показники 
сягали 4,3 мг на середовищі Гіса, та 130 мг на середовищі LB.

Супернатанти біоплівкових культур штамів P. aeruginosa M1 та 
P. aeruginosa РА01 містили значно меншу кількість рамноліпідів, яка на 7 
добу інкубації дорівнювала у випадку середовища Гіса 2,6 та 2,7 мг відповід-
но, а на середовищі LB – 20 та 84,1 мг.            

Така суттєва різниця у кількості біосурфактантів на різних середови-
щах може пояснюватися тим, що, з одного боку, середовище LB містить на-
багато більше білкового компоненту ніж середовище Гіса. Зважаючи на те, 
що P. aeruginosa є облігатно протеолітичним видом та практично не утилізує 
цукри окрім глюкози, можна зробити висновок що середовище LB є значно 
оптимальнішим для росту та розвитку популяції клітин цього мікроорганізму, 
що також має позначатися і на синтезі різних екзопродуктів. З іншого боку, 
глюкоза, що міститься у використаному варіанті середовища Гіса може ви-
кликати катаболітну репресію синтезу сполук що містять цукри, зокрема, й 
рамноліпідів [19]. Також не можна виключати що дріжджовий екстракт, який 
входить до складу середовища LB може містити широкий спектр малих моле-
кул з сигнальними властивостями (зокрема, фарнезол), які можуть впливати 
на клітини P. aeruginosa і таким чином призводити до підвищення біосинтезу 
рамноліпідів [8].           

З даних літератури відомо, що морські штами P. aeruginosa, виділені 
з забруднених ділянок, продукують велику кількість біосурфактантів та є 
ефективними деструкторами біфенілів та поліциклічних вуглеводнів. Осо-
бливо це стосується штамів, які знаходилися у складі природних біоплівок 
[5,15].  Спираючись на ці дані, можна припустити, що виділений з біоплівок 
на поверхні мушель чорноморських мідій штам  P. aeruginosa М4 може бути 
перспективним для використання у біоремедіації   забруднених органічними 
полютантами  водойм.        

Підсумовуючі отримані дані слід зазначити: виділені з Чорного моря 
штами P. aeruginosa є ефективнішими продуцентами рамноліпідів, ніж ре-
ферентний штам P. aeruginosa РА01; інтенсивність біосинтезу поверхне-
во-активних сполук суттєво залежить від складу живильного середовища. В 
подальших дослідженнях буде доцільним встановити роль інших умов куль-
тивування: рН, температура, порівняти якісний склад рамноліпідів різних 
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Рис. 3. Вміст рамноліпідів за культивування досліджуваних штамів у біоплівковій 
культурі в середовищі LB

Примітка: * – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa РА01;
** – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa М1

Fig. 3. The content of rhamnolipids during the cultivation of the studied strains 
in biofilm culture in LB medium

Note: * – significant difference compared with P. aeruginosaРА01;
** – significant difference compared with P. aeruginosa M1

Рис. 4. Вміст рамноліпідів за культивування досліджуваних штамів у біоплівковій 
культурі в середовищі Гіса

Примітка: * – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa РА01;
** – різниця достовірна у порівнянні з штамом P. aeruginosa М1

Fig. 4. The content of rhamnolipids during the cultivation of the studied strains 
Note: * - significant difference compared with P. aeruginosaРА01;

** - significant difference compared with P. aeruginosa M1
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штамів та активність системи міжклітинної комунікації. Для морських шта-
мів буде цікавим визначити ефекти морської води і синтетичного морського 
середовища.

М.А. Финогенова, Н.Б. Галкин, А.С. Семенец, А.С. Калева,
И.В. Прищенко, Б.Н. Галкин, И.П. Метелицына, 

Т.О. Филиппова 
Одесский национальный университет имени И.И. Мечникова, 

ул. Дворянская, 2, Одесса, 65082, Украина, 
тел.: +38 (048) 765 33 61, e-mail: tphilippova@ukr.net

СИНТЕЗ БИОСУРФАКТАНТОВ БАКТЕРИЯМИ 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA, ИЗОЛИРОВАННЫМИ 

С ПОВЕРХНОСТИ МИДИЙ ЧЕРНОГО МОРЯ

Реферат 
Цель работы – оценка способности к синтезу поверхностно-активных 
соединений бактерий Pseudomonas aeruginosa, изолированных с поверхно-
сти черноморских мидий. Методы. В ходе исследования были использова-
ны несколько морских штаммов Pseudomonas spp, выделенных из районов 
Черного моря, загрязненных нефтяными углеводородами: P. aeruginosa M1, 
P. aeruginosa M4, и P. aeruginosa PA01 в качестве эталонного штамма, ко-
торые выращивали в суспензионных и биопленочных культурах в средах LB 
и Гисса. Культивирование штаммов Pseudomonas aeruginosa проводили при 
37 °C в течение 120 и 168 часов. Рост планктонных культур определяли 
спектрофотометрически на длине волны 600 нм. Массу биопленки опре-
деляли спектрофотометрически на длине волны 592 нм с помощью CV-те-
ста. Присутствие поверхностно-активных соединений оценивали с помо-
щью дроп-теста. Количественное содержание рамнолипидов определяли по 
цветной реакции рамнозы с орцином. Результаты. Штаммы P. aeruginosa 
M1 и M4, выделенные с поверхности черноморских мидий, синтезируют 
на 25% и 66% больше поверхностно-активных веществ, чем контрольный 
штамм PA01. Все штаммы в среде Гисса синтезировали в 10–20 раз мень-
ше рамнолипидов чем в среде LB. В биопленочных культурах наблюдается 
такая же зависимость синтеза биосурфактантов от состава питатель-
ной среды, что и в суспензионных культурах. По интенсивности продукции 
рамнолипидов в биопленочных культурах исследованные штаммы мож-
но расположить таким образом: P. aeruginosa M4 > P. aeruginosa M1 >> 
P. aeruginosa PA01. Выводы. Штаммы P. aeruginosa, выделенные из Черно-
го моря, являются более эффективными продуцентами рамнолипидов, чем 
эталонный штамм P. aeruginosa PA01. Интенсивность синтеза биосурфак-
тантов существенно зависит от состава питательной среды и способа 
выращивания.

Ключевые слова:  морские бактерии, Pseudomonas aeruginosa, биосур-
фактанты, суспензионные и биопленочные культуры, состав питательной 
среды
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BIOSURFACTANTS SYNTHESIS BY PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA BACTERIA ISOLATED FROM THE 

SURFACE OF MUSSELS OF THE BLACK SEA 

Summary 
Aim. Establishing of the ability to synthesize surface-active compounds by 
Pseudomonas aeruginosa bacteria isolated from the surface of Black Sea mus-
sels. Methods. During the research several marine Pseudomonas spp strains 
isolated from petroleum hydrocarbon contaminated areas of Black Sea were 
used: P. aeruginosa M1, P. aeruginosa M4 and P. aeruginosa 
PA01 as reference strain in suspension and biofilm cultures (LB and Giss media). 
Cultivation of Pseudomonas aeruginosa strains was performed at 37 °C for 120 
and 168 hours. Planktonic culture growth was determined spectrophotometrically 
on the wave length 600 nm. Biofilm mass was determined spectrophotometrically 
on the wave length 592 nm by CV-test. The presence of surface-active compounds 
was determined in a drop test. The quantitative content of rhamnolipids was eval-
uated by the color reaction of rhamnose with orcin. Results. P. aeruginosa strains 
M1 and M4 isolated from Black Sea mussel’s surfaces synthesize 25% and 66% 
more surfactants than the reference strain PA01. All strains in Giss medium syn-
thesized 10–20 times less rhamnolipids than in LB medium. In biofilm cultures 
the same biosurfactant synthesis dependence on the composition of the nutri-
ent medium is observed as in suspension cultures. According to the intensity of 
rhamnolipid production in biofilm cultures, the studied strains can be arranged in 
the following row: P. aeruginosa M4 > P. aeruginosa M1 >> P. aeruginosa PA01. 
Conclusions. The strains of P. aeruginosa isolated from the Black Sea are more ef-
ficient producers of rhamnolipids than the reference strain of P. aeruginosa PA01; 
the intensity of biosynthesis of surfactants significantly depends on the composi-
tion of the nutrient medium and the method of cultivation.

Key words:  marine bacteria, Pseudomonas aeruginosa, biosurfactants, suspen-
sion and biofilm cultures, the composition of the nutrient medium

М.О. Фіногенова, М.Б. Галкін, А.С. Семенець, І.В. Пріщенко, Г.С. Калєва, Б.М. Галкін, 
     І.П. Метеліцина, Т.О. Філіпова

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 71–83

СПИСОК ВИКОРИСТАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1. Лапач С. Н., Чубенко А. В., Бабич П.Н. Статистические методы в медико-

биологических исследованиях с использованием Excel. – К.: Морион. – 
2001. – 260 с.

2. Alyousif N. A., Luaibi Y.Y.Y.A., Hussein W. Distribution and molecular char-
acterization of biosurfactant-producing bacteria // Biodiversitas. – 2020. – 
V. 21. – P. 4034–4040.

3. Banat I.M., Satpute S.K., Cameotra S.S., Patil R., Nyayanit N.V. 
Cost effective technologies and renewable substrates for biosurfactants pro-
duction //  Front. Microbiol. – 2014. – V. 5. – P. 697.

4. Bedi B., Maurice N.M., Sadikot R.T. Microarchitecture of Pseudomonas 



81

СИНТЕЗ БІОСУРФАКТАНТІВ БАКТЕРІЯМИ PSEUDOMONAS AERUGINOSA ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 71–83

aeruginosa biofilms: A biological perspective // Biomed. Biotechnol. – 2018. 
– V. 2, № 4. – P. 227–236.

5. Chakraborty J., Das S. Characterization of the metabolic pathway and cata-
bolic gene expression in biphenyl degrading marine bacterium Pseudomonas 
aeruginosa JP–11 // Chemosphere – 2016. – V. 144 – Р. 1706–1714.

6. Christensen G.D., Simpson W.A., Younger J.J. et al. Adherence of coagu-
lase-negative Staphylococci to plastic tissue culture plates: a quantitative 
model for the adherence of Staphylococci to medical devices // J. Clin. Mi-
crobiol. – 1985. – V. 22,  № 6. – P. 996–1006.

7. Copley J. All at sea // Nature. – 2002. – V. 415. – P. 572.
8. Cugini C., Morales D. K, Hogan D. A. Candida albicans produced farne-

sol stimulates Pseudomonas quinolone signal production in LasR-defec-
tive Pseudomonas aeruginosa strains // Microbiology. – 2010. – V. 156. – 
P. 3096–3107.

9. Dang N.P., Landfald B., Willassen N.P. Biological surfaceactive compounds 
from marine bacteria  // Environ. Technol. – 2016. – V. 37. –P. 1151–1158.

10. Darvishi P., Ayatollahi S., Mowla D. Biosurfactant production under extreme 
environmental conditions by an efficient microbial consortium, ERCPPI–2 // 
Colloids Surf. B. Biointerfaces. – 2011. – V. 84 – Р. 292–300. 

11. Fracchia L., Cavallo М. Biosurfactants and bioemulsifiers biomedical and 
related applications: Present status and potential M. // Biomed. Science, En-
gineering and Technology. – 2012. – V. 10 – Р. 325– 370.

12. Jain D.K., Collins-Thompson D.L., Lee H., Trevors J.T. A drop-collaps-
ing test for screening surfactant-producing microorganisms // J. Microbiol.  
Methods. – 1991. – V. 13. – P. 271–279.

13. Koch A. K., Kappeli O., Fiechter A., Reiser R. Hydrocarbon assimilation and 
biosurfactant productionin Pseudomonas aeruginosa mutants // J. Bacterial. 
– 1991. – V. 173. –P. 4212–4219. 

14. Koim-Puchowska B., Kłosowski G., Drózdz-Afelt J.M., Mikulski D., Zielins-
ka A. Influence of the Medium Composition and the Culture Conditions on 
Surfactin Biosynthesis by a Native Bacillus subtilis natto BS19 Strain // Mol-
ecules. – 2021. –  V. 26. – 2985. doi:10.3390/molecules26102985.  

15. Mahto K.U., Das S. Whole genome characterization and phenanthrene cata-
bolic pathway of a biofilm forming marine bacterium Pseudomonas aerugi-
nosa PFL-P1 // Ecotoxicology and Environmental Safety. – 2020. – V. 206. 
– 111087.  https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111087

16. Maier R.M.  Biosurfactants: evolution and diversity in bacteria // Adv. Appl. 
Microbiol. – 2003. – V. 52. – P. 101–121. 10.1016/s0065-2164(03)01004-9

17. Nurfarahin A.H., Mohamed M.S., Phang L.Y. Culture Medium Development 
for Microbial-Derived Surfactants Production – An Overview // Molecules. 
– 2018. – V. 23. – P. 1049.  doi:10.3390/molecules23051049. 

18. Tripathi L., Irorere V.U., Marchant R., Banat I.M. Marine derived biosur-
factants: a vast potential future resource // Biotechnol. Lett. – 2018. – V. 40. 
– P. 1441–1457.

19. Valentini M., Lapouge K. Catabolite repression in Pseudomonas aeruginosa 
PA01 regulates the uptake of C4-dicarboxylates depending on succinate con-
centration // Environ. Microbiol. – 2013. – V. 15, № 6. – P. 1707–1716.



82

М.О. Фіногенова, М.Б. Галкін, А.С. Семенець, І.В. Пріщенко, Г.С. Калєва, Б.М. Галкін, 
     І.П. Метеліцина, Т.О. Філіпова

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 71–83

REFERENCES

1. Lapach CN, Chubenko AV, Babich PN. Statisticheskie metodi v medikobio-
logicheskich issledovaniyach s ispolsovaniem Excel. – К.: Моrion. – 2001. 
– 260 p. (in Russian)

2. Alyousif NA, Luaibi YYYA, Hussein W. Distribution and molecular charac-
terization of biosurfactant-producing bacteria. Biodiversitas. 2020;21:4034-
4040. https://doi.org/10.13057/biodiv/d210914

3. Banat IM, Satpute SK, Cameotra SS, Patil R, Nyayanit NV. 
Cost effective technologies and renewable substrates for biosurfac-
tants production. Front Microbiol. 2014;5: 697. https://doi.org/10.3389/
fmicb.2014.00697

4. Bedi B, Maurice NM, Sadikot RT. Microarchitecture of Pseudomonas aeru-
ginosa biofilms: A biological perspective. Biomed Biotechnol. 2018;2:227-
236. doi: 10.4103/bbrj.bbrj_98_1

5. Chakraborty J, Das S. Characterization of the metabolic pathway and cat-
abolic gene expression in biphenyl degrading marine bacterium Pseudo-
monas aeruginosa JP–11. Chemosphere. 2016;144:1706–1714. https://doi.
org/10.1016/j.chemosphere.2015.10.059

6. Christensen GD, Simpson WA, Younger JJ et al. Adherence of coagulase-neg-
ative Staphylococci to plastic tissue culture plates: a quantitative model for the 
adherence of Staphylococci to medical devices. J Clin Microbiol. 1985;22: 
996-1006.  doi: 10.1128/jcm.22.6.996-1006.1985

7. Copley J. All at sea. Nature. 2002;415: 572. https://doi.org/10.1038/415572a
8. Cugini C, Morales DK, Hogan DA. Candida albicans produced farne-

sol stimulates Pseudomonas quinolone signal production in LasR-defec-
tive Pseudomonas aeruginosa strains. Microbiology. 2010;156:3096– 
3107.  doi: 10.1099/mic.0.037911-0

9. Dang NP, Landfald B, Willassen NP. Biological surfaceactive compounds 
from marine bacteria. Environ Technol. 2016;37:1151-1158. doi: 10.1080/0
9593330.2015.1103784

10. Darvishi P, Ayatollahi S, Mowla D. Biosurfactant production under extreme 
environmental conditions by an efficient microbial consortium, ERCP-
PI–2. Colloids Surf B Biointerfaces. 2011;84:292-300. doi: 10.1016/j.col-
surfb.2011.01.011

11. Fracchia L, Cavallo М. Biosurfactants and bioemulsifiers biomedical and 
related applications – Present status and potential. In book: Biomedical Sci-
ence, Engineering and Technology. 2012;10: 325-370. doi: 10.5772/23821

12. Jain DK, Collins-Thompson DL, Lee H, Trevors JT. A drop-collapsing test 
for screening surfactant-producing microorganisms. J Microbiol Methods. 
1991;13: 271–279. https://doi.org/10.1016/0167-7012(91)90064-W

13. Koch AK, Kappeli O, Fiechter A, Reiser R. Hydrocarbon assimilation and 
biosurfactant productionin Pseudomonas aeruginosa mutants. J Bacterial. 
1991;173: 4212–4219. doi: 10.1128/jb.173.13.4212-4219.1991

14. Koim-Puchowska B, Kłosowski G, Drózdz-Afelt JM, Mikulski D, Zielins-
ka A. Influence of the Medium Composition and the Culture Conditions on 



83

СИНТЕЗ БІОСУРФАКТАНТІВ БАКТЕРІЯМИ PSEUDOMONAS AERUGINOSA ...

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 71–83

Surfactin Biosynthesis by a Native Bacillus subtilis natto BS19 Strain. Mol-
ecules. 2021; 26: 2985. doi:10.3390/molecules26102985 

15. Mahto KU, Das S. Whole genome characterization and phenanthrene cata-
bolic pathway of a biofilm forming marine bacterium Pseudomonas aerugi-
nosa PFL-P1. Ecotoxicology and Environmental Safety. 2020;206:  111087. 
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.111087

16. Maier RM.  Biosurfactants: evolution and diversity in bacteria. Adv. Appl. 
Microbiol. 2003;52:101-121. doi:10.1016/s0065-2164(03)01004-9

17. Nurfarahin AH, Mohamed MS, Phang LY. Culture Medium Development 
for Microbial-Derived Surfactants Production – An Overview. Molecules. 
2018;23: 1049; doi:10.3390/molecules23051049

18. Tripathi L, Irorere VU, Marchant R, Banat IM. Marine derived biosurfac-
tants: a vast potential future resource. Biotechnol Lett. 2018;40: 1441–1457. 
doi: 10.1007/s10529-018-2602-8

19. Valentini M, Lapouge K. Catabolite repression in Pseudomonas aerugino-
sa PA01 regulates the uptake of C4-dicarboxylates depending on succinate 
concentration. Environ Microbiol. 2013;15:1707–1716.  doi: 10.1111/1462-
2920.12056

Стаття надійшла до редакції 24.11.2021 р.



84

DOI: http://dx.doi.org/10.18524/2307-4663.2021.3(53).246392

УДК 579.68; 579.873.1

Н.В. Коротаєва, І.В. Страшнова, Н.Ю. Васильєва, 
К.С. Потапенко, І.П. Метеліцина, Т.О. Філіпова, 

В.О. Іваниця 
Одеський національний університет імені І.І. Мечникова,

 вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, 
e-mail: korotaeva.n@onu.edu.ua

ХАРАКТЕРИСТИКА АКТИНОБАКТЕРІЙ, 
ІЗОЛЬОВАНИХ ІЗ MYTILUS GALLOPROVINCIALIS 

ОДЕСЬКОЇ ЗАТОКИ ЧОРНОГО МОРЯ

Сьогодні активно зростає як академічний, так і комерційний інтерес саме 
до морських актинобактерій, оскільки вони живуть в  унікальному середо-
вищі, що сприяє синтезу нових біологічно-активних метаболітів. Метою 
роботи була ізоляція, первинна ідентифікація та вивчення морфологічних, 
культуральних, фізіолого-біохімічних властивостей актинобактерій, виді-
лених із мідій (Mytilus galloprovincialis) Одеської затоки Чорного моря. Ме-
тоди. Матеріалом для ізоляції актинобактерій були зразки мідій, зібраних 
в прибережній зоні Одеської затоки. Ізоляцію актинобактерій та вивчення 
їх морфологічних, культуральних, фізіолого-біохімічних властивостей здій-
снювали традиційними мікробіологічними методами. Склад жирних кислот 
визначали на газовому хроматографі з полум’яно-йонізаційним детектором 
Agilent 7890 (Agilent Technologies, США), для ідентифікації досліджуваних 
штамів використовували бібліотеку Sherlock Microbial Identification System. 
Результати. Із проб мідій, зібраних у 2020 р. в районі Гідробіологічної стан-
ції ОНУ імені І.І. Мечникова, виділено 14 ізолятів актинобактерій, які було 
ідентифіковано за жирно-кислотними спектрами до роду Streptomyces. 
Ізоляти актинобактерій характеризуються плеоморфізмом колоній на різ-
них живильних середовищах. Штами Streptomyces sp. Myt2, Myt6 та Myt7ch 
синтезували меланоїдні пігменти. Актинобактерії добре засвоюють біль-
шість досліджуваних джерел карбону, крім штамів Streptomyces sp. Myt12a, 
Myt12b. Майже половина штамів має оксидазну активність та коагулює 
молоко. Висновки. Вперше  ізольовано актинобактерії з мідій Одеської за-
токи Чорного моря, охарактеризовано їх морфологічні, культуральні і фізі-
олого-біохімічні властивості та визначено їх таксономічну приналежність 
за спектрами жирних кислот.

Ключові  слова:  морські актинобактерії, Streptomyces, фізіолого-біохіміч-
ні властивості, морфологічні властивості, хемотаксономічні властивості

© Н.В. Коротаєва, І.В. Страшнова, Н.Ю. Васильєва, К.С. Потапенко, І.П. Метеліцина, Т.О. Філіпова,      
    В.О. Іваниця , 2021

Актинобактерії є розповсюдженою у природних екосистемах групою 
мікроорганізмів, які використовуються як джерело для пошуку корисних вто-
ринних метаболітів з антибіотичною активністю [6]. Сьогодні активно зро-
стає як академічний, так і комерційний інтерес саме до морських актинобак-
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терій, оскільки вони живуть в  унікальному середовищі, що сприяє синтезу 
нових біологічно-активних метаболітів [11]. 

Відомо, що значна кількість актиноміцетів асоціюється з різними пред-
ставниками морських бентосних спільнот, такими як губки, корали, асцидії, 
актинії, морські огірки, медузи, риби, морські їжаки та водорості. З 2007 року 
до сьогодні від морських рослин та тварин виділено більше тридцяти нових 
видів актиноміцетів [3, 5, 14, 15]. Морські організми виявилися багатим дже-
релом нових актиноміцетів потенційних продуцентів нових антибіотиків [10]. 
Все це робить перспективним виділення та вивчення актинобактерій з мор-
ських гідробіонтів.  

Метою роботи була ізоляція, первинна ідентифікація та вивчення мор-
фологічних, культуральних, фізіолого-біохімічних властивостей актинобак-
терій, виділених із мідій (Mytilus galloprovincialis) Одеської затоки Чорного 
моря.

Матеріали та методи досліджень
Мідії (Mytilus galloprovincialis) зібрали у червні 2020 р. в районі Гідро-

біологічної станції Одеського національного університету імені І.І. Мечни-
кова (Одеська затока Чорного моря, 46°27´01´´N 30°46´14´´E) з глибини 3–5 
метрів. Для отримання суспензії мікроорганізмів для висіву, зібрані мідії вно-
сили у колби зі стерильною морською водою та гойдали на шейкері упродовж 
30 хв при 150 об/хв. Посів здійснювали з попереднім прогріванням отрима-
них суспензій (50 °С, 15 хв) та без нього. 

Для виділення актинобактерій використовували живильні середовища 
Гаузе 2, Чапека, Ешбі, крохмаль-аміачний і ґрунтовий агари [1]. Усі середо-
вища готували на морській воді з налідиксовою кислотою (10 мг/л). Посіви 
культивували за температури 28 °С упродовж 21 доби.

Попередню ідентифікацію отриманих 14 ізолятів актинобактерій про-
водили шляхом порівняльного аналізу спектрів жирних кислот за допомогою 
автоматичної системи ідентифікації Sherlock Microbial Identification System 
(MIDI Sherlock version 6.2, MIDI Library ACTIN 3.80). Для цього актинобак-
терії вирощували впродовж 3 діб у 20 мл середовища Triptic soy broth при 
28 °C та гойданні на шейкері при 150 об/хв. Виділення та визначення вмісту 
жирних кислот проводили згідно MIS Operating Manual [9, 12] з використан-
ням газового хроматографа Agilent 7890 (Agilent Technologies, США) та капі-
лярної колонки ULTRA 2 (25 м x 0,2 мм x 0,33 мкм) і полумяно-йонізаційного 
детектора.

У досліджуваних ізолятів вивчали морфологічні, фізіологічні, біохіміч-
ні та хемотаксономічні властивості: 

- морфологію і характер росту – на середовищах вівсяний агар з мор-
ською сіллю, Гаузе 1 та Гаузе 2 впродовж 14 діб при 28 °С;

- синтез меланоїдних пігментів – на середовищах ISP-6 і ISP-7;
- морфологію клітин вивчали шляхом мікроскопії фіксованих препара-

тів, забарвлених водним розчином фуксину (світловий мікроскоп Zeiss Axio, 
х1500);

- відношення до хлориду натрію визначали на середовищі МПА з різни-
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ми концентраціями NaCl (1,0; 2,0; 5,0; 7,0; 9,0; 12,0%%). Інкубацію здійсню-
вали впродовж 14 діб при 28 °С. Ріст штамів на середовищі з  різними кон-
центраціями NaCl оцінювали як «+», «++», «+++»  і «++++», або відсутність 
росту «-» [1];

- утилізацію джерел карбону вивчали на мінімальному середовищі ISP 
9. Джерелами карбону слугували глюкоза, фруктоза, галактоза, гліцерол, лак-
тоза, ксилоза, рамноза, манітол, сорбіт, маноза, арабіноза та цукроза, які до-
давали окремо до кінцевої концентрації 1%. Інкубацію проводили впродовж 
14 діб при 28 °С. Ріст штамів на різних джерелах карбону оцінювали як «+», 
«++»,«+++»  і «++++», або відсутність росту «-» [2, 13];

- визначення каталазної активності проводили стандартним методом за 
допомогою 3% перекису водню [8];

- для визначення оксидазної активності використовували OXItest (Erba, 
CZ);

- наявність ферменту амілази виявляли на середовищі Гаузе 1. Посіви 
інкубували 21 добу при 28 °С. Залишки крохмалю виявляли за допомогою 
розчину Люголя [8];

- здатність до розрідження желатину визначали на середовищі  МПБ з 
додаванням 10–15 г желатину. Інкубацію проводили 7–10 діб при 28 °С. Піс-
ля інкубації пробірки з середовищем поміщали в холодильник не струшуючи 
їх. Під впливом ферменту желатинази за позитивного результату середовище 
залишається рідким після його охолодження [8];

- утворення H2S виявляли з застосуванням тест-смужки фільтрувально-
го паперу, просоченого ацетатом свинцю. Інкубацію проводили при 35–37 °C 
упродовж 24 год [1];

- відновлення нітрату до нітриту визначали на культурі актинобактерій, 
яку вирощували протягом 10–14 днів при 28 °С. Для цього на предметному 
склі змішували 50 мкл культуральної рідини та 50 мкл реагенту (крохмаль – 
0,4 г, ZnCl2 – 2,0 г на 100 мл H2O), а потім додавали розчин 2М HCl [13];

- відновлення нітрату до молекулярного азоту визначали в рідкому се-
редовищі МПБ з 0,2% KNO3 [8];

- протеолітичну активність визначали на рідкому середовищі (г/л): зне-
жирене молоко – 600 мл, CaCO3 – 0,2 г. Інкубацію проводили 14 діб при 28 °С 
[8].

Кластеризацію даних здійснювали за допомогою функції rect.hclust, яка 
дозволяє виділити статистично значущі кластери (для розрахунку матриці 
відстані використовували метод «canberra», метод кластеризації «complete») 
[7]. 

Результати та обговорення
Із відібраних проб мідій було виділено 14 ізолятів актинобактерій  

(Myt1, Myt2, Myt3a, Myt3b, Myt4, Myt5, Myt6, Myt7ch, Myt7b, Myt8, Myt10, 
Myt11, Myt12a, Myt12b). За результатами порівняння спектрів жирних кислот 
за допомогою  бібліотеки MIDI Sherlock (ACTIN 3.80) усі 14 штамів актино-
бактерій з глибоководних проб мідії було ідентифіковано з різними індексами 
подібності як належні до роду Streptomyces. 
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Ізольовані штами мали різні морфологічні властивості (табл. 1), що за-
лежало не тільки від складу середовища і віку культур, а й зумовлено мор-
фологічною варіабельністю (плеоморфізмом) видів актинобактерій, у тому 
числі неоднорідністю у межах одного виду (рис. 1).

Відомо, що багатьом актинобактеріям властивий плеоморфізм колоній 
за росту на живильних середовищах. Так, Yanti, Setyawati and Kurniatuhadi 
(2019) зазначають, що актиноміцети, виділені з осаду мангрових чагарників, 
ростуть на середовищах різного складу, утворюючи різноманітні колонії, які 
відрізняються структурою, краєм і висотою повітряного міцелію, кольором 
зрілих спор, наявністю ексудату, пігментами та текстурою колоній [17]. 

Виявлення меланоїдних пігментів, показало, що на середовищі ISP-6 
лише штами Streptomyces sp. Myt2 та Myt7ch продукують пігменти, які ди-
фундують в середовище (рис. 2).

Бактерії штаму Streptomyces sp. Myt6 синтезують меланоїдний пігмент 
на обох середовищах (рис. 3). Меланоїдні пігменти мають  радіопротекторні 
та антиоксидантні властивості [4] і є важливим таксономічним критерієм.

Морфологію клітин ізольованих актинобактерій визначали за допомо-
гою мікроскопії фіксованих препаратів, забарвлених фуксином Пфайфера. У 
препаратах одночасно спостерігали різні форми клітин: від коків до ниткопо-
дібних. Клітини більшості актинобактерій представлено короткими паличка-
ми невеликого розміру, які розташовані поодинці та хаотично. Також вияв-
лено довгі ниткоподібні клітини. Клітини деяких досліджених штамів мали 
кокоподібну форму. 

Оптимальний температурний діапазон росту усіх виділених штамів ак-
тинобактерій в межах від 28 до 37 °С. Але для штамів Streptomyces sp. Myt5, 
Myt6, Myt7b, Myt7ch, Myt8, Myt10 спостерігали ріст при 10 °С. 

Стійкість до NaCl притаманна актинобактеріям, які мешкають в мор-
ських біотопах і може розглядатися як непрямий доказ їх автохтонного мор-
ського походження [16]. Встановлено (табл. 2), що 48,2% ізольованих акти-
нобактерій характеризувалися ростом за граничної концентрації  NaCl – 7%. 

За внесення 5,0% NaCl гарний ріст (++++) продемонстрували 85,0% 
штамів, але при додаванні 9,0% NaCl для усіх штамів ріст бактерій не спосте-
рігали. Найменш стійкими до NaCl виявились штами Streptomyces sp. Myt1, 
Myt12a та Myt12b.

Встановлено, що виділені штами актинобактерій здатні залучати у свій 
метаболізм різні джерела карбону (табл. 3). Штами Streptomyces sp. Myt1 та 
Myt10  не використовують фруктозу і арабінозу, та мають дуже помірний ріст 
на середовищах з ксилозою та сорбітом. Штами Streptomyces sp. Myt12a та 
Myt12b характеризувалися найменшою здатністю залучати до свого метабо-
лізму різні вуглеводи. Для їх культивування використовували більш багаті на 
джерела карбону органічні середовища (Гаузе 2).

За результатами проведених досліджень показано, що більшість штамів 
добре засвоюють майже усі використані джерела карбону, що свідчить про 
широкі метаболічні можливості, які допомагають їм пристосовуватися до різ-
них умов навколишнього середовища. 

Вивчення фізіолого-біохімічних властивостей штамів актинобакте-
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а б в

Рис. 1. Колонії актинобактерій штаму Streptomyces sp. Myt7ch на середовищах: 
a) вівсяний агар з морською сіллю, б) Гаузе 1, в) Гаузе 2

Fig. 1. Colonies of actinobacteria of strain Streptomyces sp. Myt7ch on: 
 a) oat agar with sea salt, b) Gause 1, c) Gause 2

Рис. 2. Меланоїдні пігменти штамів Streptomyces sp. Myt2 та Myt7ch 
при рості на середовищі ISP-6 та ISP-7

Fig. 2. Melanoid pigments of Streptomyces sp. Myt2 and Myt7ch growth 
on ISP-6 and ISP-7

Streptomyces sp.Myt 2

ISP-6 ISP-7 ISP-6 ISP-7

Streptomyces sp.Myt 7ch

Рис. 3. Меланоїдні пігменти штаму Streptomyces sp. Myt6 при рості на середовищі 
ISP-6 та ISP-7

Fig. 3. Melanoid pigments of Streptomyces sp. Myt6 growth on ISP-6 and ISP-7

Н.В. Коротаєва, І.В. Страшнова, Н.Ю. Васильєва, К.С. Потапенко, І.П. Метеліцина, 
Т.О. Філіпова, В.О. Іваниця
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Таблиця 2
Ріст актинобактерій на середовищі з різними концентраціями NaCl

Table 2
Growth of actinobacteria on medium with different concentrations of NaCl

Штам
Streptomyces sp.

Концентрація NaCl

2% 5% 7% 9%

Myt1 ++++ - ± -

Myt2 ++++ ++++ ++++ -

Myt3a ++++ ++++ +++ -

Myt3b ++++ ++++ ++++ -

Myt4b ++++ ++++ ± -

Myt5 +++ +++ + -

Myt6 ++++ ++++ - -

Myt7ch +++ +++ - -

Myt7b ++++ ++++ ++ -

Myt8b ++++ ++++ - -

Myt10 ++++ +++ - -

Myt11 ++++ ++++ ++++ -

Myt12a +++ ± - -

Myt12b ++++ + - -

рій (табл. 4), виділених з мідій встановило, що каталазну активність мали 
усі штами, а 50% штамів виявили оксидазну активність. Актинобактерії 
Streptomyces sp. Myt1, Myt4, Myt8, Myt10 не утворюють сірководень. Тільки 
Streptomyces sp. Myt1, Myt4 та Myt8 з усіх досліджуваних штамів актинобак-
терій, виділених з мідій, відновлюють нітрати до нітрітів, але жоден штам не 
відновлює до молекулярного азоту. Молоко здатні коагулювати 42,8% дослі-
джуваних штамів актинобактерій і тільки 28,5% його пептонізують. Штами 
Streptomyces sp.Myt1, Myt2, Myt10, Myt11, Myt12a та Myt12b розріджують 
желатин. Усі штами характеризувалися здатністю гідролізувати крохмаль.

Результати кластеризації, проведеної на підставі сукупних  культураль-
них, фізіологічних та біохімічних характеристик досліджених штамів, наве-
дено на рисунку 4, на якому видно формування трьох окремих кластерів, 
причому кластер 2 розпадається на три підкластери. Два великих підклас-
тери, включають в себе по 5 та 3 штами відповідно, а один – тільки штам 
Myt8b.
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Рис. 4. Дендрограма результатів кластеризації за сукупними показниками 
актинобактерій, ізольованих з мідій

Fig. 4. Dendrogram of clustering results according to the aggregate indicators of 
actinobacteria isolated from mussels

Отже, в результаті проведених досліджень вперше актинобактерії ізо-
льовано із мідій Одеської затоки Чорного моря, охарактеризовано морфоло-
гічні, культуральні та фізіолого-біохімічні властивості отриманих штамів та 
визначено, що вони належать до представників роду Streptomyces. 

Автори статті висловлюють щиру вдячність к.б.н., директору Гідро-
біологічної станції Одеського національного університету імені І.І. Мечнико-
ва О.О. Ковтуну за відбір мідій для нашого дослідження. 

N.V. Korotaeva, I.V. Strashnova, N.Yu. Vasylieva, 
K.S. Potapenko, I.P. Metelitsyna, T.O. Filipova, V.O. Ivanytsia 

Odesa National I.I. Mechnykov University,
 2, Dvorianska str., Odesa, 65082, Ukraine,

 e-mail: korotaeva.n@onu.edu.ua

CHARACTERISTICS OF ACTINOBACTERIA FROM 
MYTILUS GALLOPROVINCIALIS OF ODESSA GULF 

OF THE BLACK SEA

Summary
Today both academic and commercial interests in marine actinobacteria are 
growing. As they live in a unique environment that promotes the synthesis of new 
biologically active metabolites. The aim of the work is isolation, primary iden-

Н.В. Коротаєва, І.В. Страшнова, Н.Ю. Васильєва, К.С. Потапенко, І.П. Метеліцина, 
Т.О. Філіпова, В.О. Іваниця
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tification and study of morphological, cultural, physiological and biochemical 
properties of actinobacteria, separate from mussels (Mytilus galloprovincialis) 
of the Odessa Bay of the Black Sea. Methods. Samples of mussels collected in the 
coastal zone of Odessa Bay were used as material for the isolation of actinobac-
teria. Isolation of actinobacteria and the study of their morphological, cultural, 
physiological and biochemical properties was carried out by traditional microbi-
ological methods. The fatty acid composition was determined on an Agilent 7890 
semi-ionization gas chromatograph (Agilent Technologies, USA) to identify test 
strains using the Sherlock Microbial Identification System library. Results. From 
samples of mussels collected in 2020 in the area of the Hydrobiological Station of 
Odessa National I.I. Mechnikov University were isolated 14 strains of actinobac-
teria. They were identified by fatty acid analysis to Streptomyces genus. Strains of 
Streptomyces sp. Myt2, Myt6 and Myt7ch synthesized melanoid pigments. Strains 
of actinobacteria are well absorbed by most of the studied sources of carbon, ex-
cept strains of Streptomyces sp. Myt12a, Myt12b. Almost half of the strains have 
oxidase activity and coagulate milk. Conclusions. As a result of microbiological 
studies for the first time were  characterized morphological, cultural and physi-
ological and biochemical properties and determined taxonomic composition by 
fatty acid spectra for actinobacteria isolated from the mussels of the Odessa Bay 
of the Black Sea.

Key words: marine actinobacteria, Streptomyces, physiological and biological 
properties, morphological properties, chemotaxonomic properties

Н.В. Коротаева, И.В. Страшнова, Н.Ю. Васильева, 
Е.С. Потапенко, И.П. Метелицына, Т.О. Филиппова, 

В.А. Иваныця 
Одесский национальный университет имени И.И. Мечникова, 

ул. Дворянская, 2, Одесса, 65082, Украина,
 e-mail: korotaeva.n@onu.edu.ua

ХАРАКТЕРИСТИКА АКТИНОБАКТЕРИЙ 
ИЗ MYTILUS GALLOPROVINCIALIS 

ОДЕССКОГО ЗАЛИВА ЧЕРНОГО МОРЯ

Реферат
Сегодня активно растет как академический, так и коммерческий интерес к 
морским актинобактериям. Поскольку они живут в уникальной среде, что 
способствует синтезу новых биологически активных метаболитов. Целью 
работы было выделение, первичная идентификация и изучение морфологи-
ческих, культурных, физиолого-биохимических свойств актинобактерий, 
выделенных из мидий (Mytilus galloprovincialis) Одесского залива Черного 
моря. Методы. Материалом для выделения актинобактерий были образцы 
мидий, собранных в прибрежной зоне Одесского залива. Выделение актино-
бактерий и исследование их морфологических, культурных, физиолого-био-
химических параметров осуществляли стандартными микробиологически-
ми методами. Спектр жирных кислот определяли на газовом хроматографе 
с пламенно-ионизационным детектором Agilent 7890 (Agilent Technologies, 
США), для идентификации исследуемых штаммов использовали библиотеку 

ХАРАКТЕРИСТИКА АКТИНОБАКТЕРІЙ, ІЗОЛЬОВАНИХ ІЗ ...
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Sherlock Microbial Identification System. Результаты. Из проб мидий, собран-
ных в 2020 г. в районе гидробиологической станции ОНУ имени И.И. Мечни-
кова, были выделены 14 штаммов актинобактерий, идентифицированных 
по жирно-кислотным спектрам к роду Streptomyces. Штаммы Streptomyces 
sp. Myt2, Myt6 и Myt7ch синтезировали меланоидные пигменты. Штаммы 
актинобактерий хорошо усваивают большинство изучаемых источников 
карбона, кроме штаммов Streptomyces sp. Myt12a, Myt12b. Почти половина 
штаммов имела оксидазную активность и коагулировала молоко. Выводы. 
В результате проведенных микробиологических исследований впервые выде-
лено из мидий Одесского залива Черного моря актинобактерии, охаракте-
ризованы их морфологические, культурные и физиолого-биохимические свой-
ства и определен таксономический состав по спектрам жирных кислот.

Ключевые слова:  морские актинобактерии, Streptomyces, физиоло-
го-биологические свойства, морфологические свойства, хемотаксономиче-
ские свойства
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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); 

ISSN 2076–0558. Мікробіологія і біотехнологія. 2021. № 3. С 99–103



100

 – 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. 

ІНФОРМАЦІЙНЕ ПОВІДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРІВ
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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.
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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
Подгорский В. С. Систематическое положение, экологические аспекты 

и физиолого-биохимические особенности микроорганизмов, имеющих про-
мышленное значение // Мікробіол. журн. – 1998. – 60, № 5. – С. 27–42.

Aндреюк Е. И., Козлова И. А., Рожанская А. М. Микробиологическая 
коррозия строительных материалов // Биоповреждения в строительстве. – М.: 
Стройиздат, 1984. – С. 209–221.
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Глоба Л. І., Подорван Н. І. Біотехнологія очищення забрудненої природ-
ної води // Вісник ОНУ. – 2001. – т. 6, в. 4. – С. 65 – 67. 

Eaton R. W., Ribbons D. V. Utilization of phtalate esters by micrococci // Arch. 
Microbiol. – 1982. – 132, № 2. – P. 185–188.

На тези доповідей
Мацелюх Б. П. Розробка біотехнології одержання  ландоміцину Е // Між-

народна наук. конф. «Мікробні біотехнології» (Одеса, вересень, 2006 р.): тез. 
доп. – О.: «Астропринт», 2006. – С. 17.

На депоновані наукові роботи
1. Лопатина Н. В., Терентьев А. Н., Наталич Л. А., Янгулов Ш. У. Опти-

мизация  питательной среды для культивирования вакцинного штамма чум-
ного микроба с применением метода математического планирования экспе-
римента / Редкол. «Микробиол. журн.» – К., 1991. – 7 с. – Деп. в ВИНИТИ 
03.01.92, № 1-В92.

На стандарти
ГОСТ 20264.4-89. Препараты ферментные. Методы определения амило-

литической активности. – М.: Изд-во стандартов, 1989. – 17 с.
На автореферати дисертацій
Онищенко О. М. Таксономія і антибіотична активність  Alteromonas-подіб-

них бактерій Чорного моря: Автореф. дис. ... канд. біол. наук. К., 2003. – 21 с.

Зразки посилань літератури в романській абетці
References 
Стиль шрифта для англомовного  варианту списка джерел – NLM 

(National Library of Medicine), зразок:
Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 

(2):49–53.
Статті в журналах:
DeLong EF, Karl DM. Genomic perspectives in microbial oceanography. 

Nature. 2015;(437):336–342.
Klochkov VK, Kavok NS, Malyukin YuV. The effect of specific interaction 

of nanocrystals GdYVO4:Eu3+ with cell nuclei. Dop Nats Akad Nauk Ukr. 
2010;(10):81–86.

Книги:
Best RJ. Tomato spotted wilt virus. In: Advances Virus Res Eds Smith KM, 

Lauffer MA. Academic Press, New York, 1968:65–146.
Speissel B, Beahrs OH, Hermanek P, Hutter RVP, Scheibe O. TNM atlas: 

illustrated guide to the TNM. pTNM classification of malignant tumours. Berlin 
New York: Springer-Verlag. 1989. 12.

Sastry SK. Seed-borne plant virus diseases. India: Springer, 2013. 327 p. 
Матеріали з'їздів, конференцій:
Dikova B, Djourmanski A, Lambev H. Establishment of economically 
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