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effect of LACTOBACILLUS PLANTARUM onu87
in Mixture with autolysate of erwinias 

on forMation of tuMors caused  
by  RHIZOBIUM RADIOBACTER c58

The aim of the research was to investigate the effect of mixture of Lacto-
bacillus plantarum ONU87 and autolysate of Erwinia carotovora ZM1 cells 
containing macromolecular bacteriocins and bacteriophages on the patho-
genesis of the crown gall. Materials and Methods. As an infectious agent, 
a strain of Rhizobium radiobacter C58 characterized by its high virulence 
was chosen. As test-models, carrot roots (Daucuscarota subsp. sativus L.) 
and plants Kalanchoe daigremontiana Mill were used. Results. The effect 
of mixture of L. plantarum ONU87 and autolysate of E. carotovora ZM1 
on survival of R. radiobacter C58 in vitro has been studied. Amount of vi-
able cells of plant pathogenic bacteria decreased after 4 hours of culturing. 
Treatment with a mixture of lactobacilli and autolysate of erwinias results 
in complete inhibition of crown gall pathogenesis on Kalanchoe plants. 
Treatment of carrot roots with an experimental mixture results in decrease of 
the amount of infected explants in 14.3%.The mentioned results enabled us 
to conclude that depending on the sensitivity of the test-objects, treatment 
with the mixture of L. plantarum ONU87 and autolysate of E. carotovora 
ZM1 results in complete inhibition of crown gall pathogenesis or decrease 
of its symptoms.

K e y  w o r d s : Rhizobium radiobacter, crown gall, Lactobacillus plantarum, 
autolysate of Erwinia carotovora.

Revealing active antagonists, including lactic acid bacteria, in 
phyllosphere  [9], provides a possibility of using them to protect plants 
against pathogenic microorganisms.

Inhibition of phytopathogens and food spoilage bacteria by lactobacilli were 
described for Aspergillus flavus  [13], Colletotrichum gloeosporioides  [4], 

©  N.V. Korotaeva, T.V. Kondratiuk, O.V. Basiul, K.D. Krylova, G.V. Yamborko, 
V.O. Ivanytsia, N.V. Limanska, 2013
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Aspergillus ochraceus  [5], Aspergillus niger and Penicillium expansum  [3], 
Verticillium, Thielaviopsis, Fusarium  [6], Monilinia laxa, Botrytis cinerea 
and Penicillium expansum  [10], Xanthomonas campestris, Erwinia 
carotovora and Pseudomonas syringae  [11]. Growth of X. campestris and 
E. carotovora was inhibited by representatives of Enterococcus, Leuconostoc, 
Lactobacillus, Lactococcus, Weissela genera  [10].

Our previous investigations showed an inhibitory effect of enterococci 
on Ralstonia solanacearum [7].

As to Lactobacillus plantarum, the significant antagonistic effect of L. 
plantarum ONU87 in the mixture with Erwinia carotovora ZM1 contain-
ing bacteriophages and macromolecular bacteriocins were demonstrated 
against soft rot and blackleg  [1].

The aim of the research was to investigate the effect of Lactobacillus 
plantarum ONU87 in the  mixture with autolysate of Erwinia caroto-
vora ZM1 cells on crown gall pathogenesis.

Materіals and methods
In this research, the phytopathogenic strain of Rhizobium radiobacter 

C58 characterized by its high virulence, Erwinia carotovora subsp. caro-
tovora ZM1 (Есс ZM1) strain – producer of bacteriophages and macro-
molecular bacteriocins (strains were kindly provided by Tovkach F.I. from 
Zabolotny Institute of Microbiology and Virology of NASU), and antagonistic 
strain Lactobacillus plantarum ONU87 were used. To model the infectious 
process of crown gall, bacteria R. radiobacter C58 were cultivated in LB-
broth at 28 °C for 24 h and used for further investigations in concentration 
of 108 CFU/ml. Lactic acid bacteria L. plantarum ONU87 were cultivated in 
MRS broth for 24 h at 37 °C and used for further experiments in concentra-
tion of 1010 CFU/ml. Autolysate of Erwinia carotovoraZM1 was prepared 
as previously described  [1]. The experimental mixture of lactobacilli and 
autolysate of erwinias was prepared by mixing in ratio of 1:1.

To study the antagonistic effect of mixture of L. plantarum ONU87 and 
autolysate of E. carotovora ZM1 on growth of bacteria R. radiobacter C58 
in vitro, the experimental suspension was mixed with the culture of phy-
topathogen and LB-broth in a ratio of 1:2:2 selected empirically in previous 
investigations. The control was the mixture of overnight culture of rhizobia 
and LB-broth in a ratio of 2:3 that simulated the phytopathogen concentra-
tion in the variants of experiment. The number of viable cells of rhizobia 
were measured by inoculating LB agar in certain time intervals, incubating 
overnight at 28 °C and counting the colonies. Three independent experi-
ments were carried out in five replications each.

The effect of mixture of Lactobacillus plantarum ONU87 and autoly-
sate of Erwinia carotovora ZM1 on crown gall pathogenesis was studied 
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in vitro on carrot roots (Daucus carota subsp. sativus L.) and in vivo on 
plants Kalanchoe daigremontiana Mill.

For test-object treatments, overnight culture of rhizobia in LB-broth 
and experimental mixture of lactobacilli and autolysate of erwinias were 
mixed in  ratio of 1:1. Mixture of rhizobial overnight culture with sterile 
distillated water in  ratio of 1:1 was used as positive control. The negative 
controls were sterile distillated water and the mixture of lactobacilli and 
autolysate of erwinias.

Carrot roots were thoroughly washed in chlorine-containing detergent, 
rinsed in running water, dipped in ethanol and flamed, peeled from the 
external tissues, and then cut into discs with the thickness of 0.5 cm  [8]. 
The disks were placed in sterile Petri dishes with watered filter paper. On 
the surface of fresh cut discs (cambial ring) 100 ml of rhizobial culture 
mixed with lactobacilli and autolysate of erwinias, or the equal volume of 
positive or negative controls were applied. 56 carrot discs were treated in  
each control or experimental variant.

Disks were placed at 25 ° C for 21 days, and after the results were 
evaluated by the following scale: “+ + + +” – 100% cambial ring covered 
with tumors, “+ + +” – 75% of cambial ring have tumors, “+ +” – 50% 
cambial ring covered with tumors, “+” – less than 25% of cambial ring 
covered with tumors, “-” – no tumors.

The overall amount of infected explants was calculated as percentage 
of discs with crown gall symptoms from the total quantity of all inoculated 
discs.

Kalanchoe plants were inoculated by syringe injection of 50 ml of patho-
gen culture and mixture of lactobacilli and autolysate of erwinias (experi-
mental variant) or culture of rhizobia and sterile water (positive control) 
or sterile distillated water, or the mixture of lactobacilli and autolysate 
of erwinias (negative controls) into the surface leaf layer. 30 leaves were 
treated in control and experimental variants in each of the three indepen-
dent experiments. After 60 days tumors formed on injection sites were cut 
and weighed.

The experimental data were evaluated statistically using Microsoft Word 
Excel. The obtained results were expressed as means and their confidential 
intervals. Probability differences of the results were assessed at significance 
level of at least 95%.

results and dіscussіon
The investigation of L. plantarum ONU87 and autolysate of 

E. carotovora ZM1 effect on R. radiobacter C58 in vitro in a liquid 
medium has shown that the amount of viable cells of pathogenic 
bacteria decreased already after 4 hours of cultivation (fig. 1).
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fіg. 1. growth of phytopathogen R. radiobacter c58 іn 
presence of L. plantarum onu87 іn mіxture wіth autolysate of 

E. carotovora subsp. carotovora ZM1.

Probably, this effect was caused by antagonistic factors against phy-
topathogenic microorganisms produced by lactic acid bacteria such as 
hydrogen peroxide, bacteriocins and especially, organic acids  [11]. After 
24 h of incubation no viable cells of phytopathogens were recovered in 
contrast to positive control where R. radiobacter C58 continued to grow.

Investigations of L. plantarum ONU87 and autolysate of 
E. carotovora subsp. carotovora ZM1 effect on crown gall infection in 
vivo has shown the high efficiency of using this mixture.

Thus, comparing of kalanchoe leaves in positive controls inoculated only 
with crown gall agents with leaves treated with the mixture of pathogens, 
lactobacilli and autolysate of erwinias has shown that all the leaves of 
control plants infected with R. radiobacter C58 manifested the formation 
of tumors of various sizes (fig. 2).

The average weight of tumors was 40±2 mg in three independent 
experiments. On the leaves of plants inoculated simultaneously with the 
mixture of lactobacilli and autolysate of erwinias and R. radiobacter C58 
tumor formation was not observed. However, necroses of different levels 
were observed (fig. 2). On the leaves of kalanchoe in negative controls in 
which only lactobacilli and autolysate of erwinias were injected, necroses 
of tissues induced by defense reaction of the plants to damage the leaf 
blade and to interfere the introduction of foreign agent were also detected 
in some cases. Necrosis is a hypersensitivity reaction and an important 
part of plant immunity, thus presence of necrotic spots instead of tumors 
is the evidence of plant protection against the crown gall agent. In other 
case the plants may slowly die because of galls surrounding the trunks 
and interfering the normal water and nutrients supply  [2]. 
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fіg. 2.  leaves of kalanchoe іnoculated wіth the phytopathogen R. radiobacter c58 
and the mіxture of lactobacіllі and autolysate of erwіnіas (a) or wіth the culture 

of  R. radiobacter c58 (b).

Opposite, necroses are restricted and don’t cause damage of wide areas 
of the plant surfaces, and moreover, they localize the pathogen and don’t 
allow it to disseminate in plant, whereas pathogenic rhizobia are able to 
rapid spread in xylema vessels causing systemic infection as a result of 
which tumors can be formed on any part of the plant.

Treatment of carrot discs with the mixture of lactobacilli and autolysate 
of erwinias simultaneously with their inoculation with crown gall agent 
resulted in 14.5% decrease in amount of infected explants. Absence of 
disease inhibition in 100% of cases as it was shown in investigations with 
kalanchoe, indicates the higher sensitivity of carrots to R. radiobacter C58 
and allows to observe the effect of the studied mixture of lactobacilli and 
autolysate of erwinias on high susceptible plants (fig. 3).

Thus, in  case of carrot explants, clear decrease of infection massiveness 
is observed, that  increases in amount of explants with smaller manifesta-
tion of disease symptoms than in positive control (fig. 4). The amount of 
carrot discs with the crown gall symptom manifestation in «++++» de-
creases from 8.9% tо 1.8%, that is – almost in 5 times, quantity of discs 
with manifestation in «+++» decreases from 19.6% tо 3.6%, that is – in 
5.4 times.

In positive control the percentage of explants with tumor formation 
characterized as «++» was 14.3%, and in experimental samples –10.7%; 
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fіg. 3. carrot dіscs wіth manіfestatіon of crown gall symptoms: a – posіtіve 
control – R. radiobacter c58; b – R. radiobacter c58 and the mіxture of 

lactobacіllі and autolysate of erwіnіas.

Thus, the shift of the levels of crown gall symptom manifestation to 
smaller tumor formation, and as a result, to smaller disease massiveness, 
is observed.

fіg. 4. amount of carrot dіscs wіth dіfferent іntensіty of tumor formatіon.
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the amount of discs with «+» manifestation in positive control was 34%, 
and in experiment with treatment with lactobacilli and autolysate of erwi-
nias it increased to 46.4%. In negative controls no visible deformations in 
explant tissues were detected.

The obtained data can lead to the conclusion that depending on plant 
sensitivity, treatment with lactobacilli and autolysate of erwinias results in 
complete inhibition of crown gall pathogenesis or in decrease of symptom 
manifestations.

ÓÄÊ 634.75.632.937

Í.â. Êоротаєва, Ò.â. Êондратюк, Î.â. Áасюл, Ê.ä. Êрилова, 
Ã.â. ßмборко, â.Î. iваниця, Í.â. Ëіманська 

Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова, вул. Äворянська, 2, Одеса, 65082, 
Óкраїна, e-mail: limanska@gmail.com

âпËèâ LACTOBACILLUS PLANTARUM ÎÍу 87 у суÌiШi 
З àâÒÎËiЗàÒÎÌ ÅÐâiÍié Íà уÒâÎÐÅÍÍß пуÕËèÍ, 

спÐèЧèÍÅÍÅ RHIZOBIUM RADIOBACTER c58

Ðеферат

Ìетою дослідження було вив÷ення впливу Lactobacillus plantarum 
ONU87 у суìіші з автолізатоì клітин Erwinia carotovora ZM1, що 
ìістить бактеріофаги та ìакроìолекулярні бактеріоöини, на розвиток 
інфекöії бактеріального раку. Ìетоди. Iнфекöійниì агентоì був штаì 
Rhizobium radiobacter C58, який характеризується високою вірулентніс-
тю. Як тест-ìоделі використовували коренеплоди ìоркви (Daucus carota 
subsp. sativus L.) і рослини каланхое (Kalanchoe daigremontiana Mill.). 
Ðезультати. Вив÷ено вплив суспензії лактобаöил і автолізату ервіній на 
виживання бактерій штаìу R. radiobacter C58 in vitro. Показано, що 
кількість життєздатних клітин фітопатогенних бактерій зìеншується вже 
÷ерез ÷отири години. Обробка суìішшю лактобаöил і автолізату ервіній 
призводить до повного пригні÷ення патогенезу бактеріального раку на 
рослинах каланхое. На коренеплодах ìоркви обробка експериìентальною 
суìішшю веде до зìеншення кількості уражених експлантів на 14,3%. 
Зроблено висновок, що залежно від сприйнятливості рослини обробка 
суìішшю лактобаöил і автолізату ервіній призводить або до повного 
пригні÷ення патогенезу бактеріального раку, або до зìеншення проявів 
його сиìптоìів. 

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а :  Rhizobium radiobacter, бактеріальний рак рос-
лин, Lactobacillus plantarum, автолізат Erwinia carotovora.
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âËèßÍèÅ LACTOBACILLUS PLANTARUM ÎÍу 87 â сÌÅсè 
с àâÒÎËèЗàÒÎÌ ЭÐâèÍèé Íà ÎÁÐàЗÎâàÍèÅ ÎпуÕÎËÅé, 

âЫЗâàÍÍÎÅ RHIZOBIUM RADIOBACTER c58

Ðеферат

Öелью исследования было изу÷ение влияния Lactobacillus plantarum 
OНÓ 87 в сìеси с автолизатоì клеток Erwinia carotovora ZM1, содер-
жащиì бактериофаги и ìакроìолекулярные бактериоöины, на развитие 
инфекöии бактериального рака. Ìетоды. Èнфекöионныì агентоì был 
штаìì Rhizobium radiobacter C58, характеризующийся высокой ви-
рулентностью. В ка÷естве тест-ìоделей использовали корнеплоды ìор-
кови (Daucus carota subsp. sativus L.) и растения каланхоэ (Kalanchoe 
daigremontiana Mill.). Ðезультаты. Èзу÷ено влияние суспензии 
лактобаöил и автолизата эрвиний на выживание бактерий штаììа 
R. radiobacter C58 in vitro. Показано, ÷то коли÷ество жизнеспособных 
клеток фитопатогенных бактерий уìеньшается уже ÷ерез ÷етыре ÷аса. 
Обработка сìесью лактобаöил и автолизата эрвиний приводит к полноìу 
подавлению патогенеза  бактериального рака на растениях каланхоэ. На 
корнеплодах ìоркови обработка экспериìентальной сìесью приводит к 
уìеньшению коли÷ества пораженных эксплантов на 14,3%. Ñделан вывод 
о тоì, ÷то в зависиìости от восприиì÷ивости растения, обработка сìесью 
лактобаöил и автолизата эрвиний ведет к полноìу подавлению патоге-
неза бактериального рака или к уìеньшению проявления его сиìптоìов.  

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  Rhizobium radiobacter, бактериальный рак 
растений, Lactobacillus plantarum, автолизат Erwinia carotovora.
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суÁсÒÐàÒÍà спÅÖèФiЧÍiсÒь пÅпÒèäàЗè 2  
ВACILLUS THURINGIENSIS iÌâ â-7324

Мета. Вивчення субстратної специфічності очищеної пептидази 2 
Вacillus thuringiensis IÌВ В-7324. Методи. Дëя вивчення субстратної 
специфічності пептидази 2 використовуваëи біëки: еëастин, фібрин, 
фібриноãен, коëаãен і казеїн. Визначення оптимаëьниõ співвідношень 
ензим-субстрат проводиëи за допомоãою повноãо двофакторноãо 
досëіду. Спорідненість (константу Ìіõаеëіса,  Km) до субстратів 
пептидази 2 B. thuringiensis IMB B-7324 визначаëи за методом 
подвійниõ обернениõ веëичин в координатаõ Лайнуївера-Берка (1/
ν0–1/[S]). Дëя обчисëення та ãрафічноãо представëення резуëьтатів 
повноãо двофакторноãо експерименту використовуваëи метод 
стрімкоãо сõодження (метод Бокса-Уіëсона) та комп’ютерну систему 
анаëізу даниõ STATISTICA 8.0. Результати. Досëідження ãідроëізу на-
тивниõ біëковиõ субстратів пептидазою 2 В. thuringiensis IÌВ В-7324 
показаëо, що ензим здатний розщепëювати фібрин, фібриноãен, казеїн 
і коëаãен. Дëя ефективноãо ãідроëізу біëків за резуëьтатами повноãо 
двофакторноãо досëіду буëо встановëено оптимаëьні співвідношення 
концентрацій ензиму і субстратів: 1 мã пептидази 2 здатен розщепëю-
вати 54 мã фібрину, 67 мã фібриноãену, 25 мã казеїну і 49 мã коëаãену. 
Показано, що досëіджуваний ензим виявëяє вищу спорідненість до 
фібрину і казеїну, дëя якиõ значення константи Ìіõаеëіса Km стано-
вить 1,1 і 1,2 мã, відповідно. Висновки. Пептидаза 2 B. thuringiensis 
IÌВ В-7324 õарактеризується вищою специфічністю щодо фібрину і 
фібриноãену, ніж до казеїну і коëаãену, проте біëьшою спорідненістю 
до фібрину і казеїну.

К ëюч о в і  с ë о в а :  субстратна специфічність, пептидаза, константа 
Ìіõаеëіса Km.

Основною функöією ìікробних позаклітинних пептидаз є розщеплення 
білків, які ìістяться в навколишньоìу середовищі, і перетворення їх у 
форìу, яка здатна легко проникати в клітину. Вив÷ення пептидаз, що 
гідролізують такі важкороз÷инні білкові субстрати як фібрин, еластин 
і колаген, є на сьогодні актуальною проблеìою наукових досліджень, 
оскільки такі ензиìи ìожуть знайти застосування для видалення руб-
öевої тканини, у складі косìети÷них препаратів, у ìийних засобах для 
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видалення білкових пляì, у фарìаöевти÷ній проìисловості як інгредієнти 
ліків, особливо троìболіти÷них, а також у шкіряній проìисловості для 
зневоложування і зì’якшення шкіри, поліпшую÷и її якість, зберігаю÷и 
товщину готової шкіри і використовую÷и відщеплену щетину як вторинну 
сировину. Ó÷асть пептидаз в таких різних проöесах зуìовлена їх спеöи-
фі÷ністю, збереженняì каталіти÷ної активності в широких ìежах рН і 
теìператур. Ðаніше наìи було показано [2, 3], що Вacillus thuringiensis 
IÌВ В-7324 у стаöіонарній фазі на 48 год культивування синтезує ìетало-
пептидазу (24 кÄа) з фібриноліти÷ною активністю, яка здатна зберігати 
активність в інтервалі зна÷ень рН від 6,0 до 11,0 і теìператури від 20 до 
50 °Ñ протягоì 1 год. Òоìу ìетою даної роботи було вив÷ення субстратної 
спеöифі÷ності о÷ищеної пептидази 2 В. thuringiensis IÌВ В-7324.

Ìатеріали і методи
Об’єктоì дослідження була пептидаза 2, виділена з B. thuringiensis 

IMB B-7324. Êультивування штаìу, виділення і о÷истку досліджуваного 
ензиìу проводили як описано в роботах [2, 3].

Ñубстратну спеöифі÷ність пептидази 2 оöінювали, використовую÷и 
різні субстрати: еластин, фібрин, фібриноген, колаген і казеїн. 

Загальну казеїноліти÷ну (пептидазну) активність визна÷али за ìето-
доì Àнсона в ìодифікаöії Петрової [4], який базується на кількісноìу 
визна÷енні тирозину, що утворюються при гідролізі казеїну під дією до-
сліджуваного ензиìу. За одиниöю активності прийìали здатність ензиìу 
перетворювати за 1 хв при теìпературі 37 °Ñ казеїн в неосаджений ÒХО 
стан в кількості, яка відповідає 1 ìкìоль тирозину.

Визна÷ення фібриноліти÷ної активності проводили за ìетодоì Masada 
[12], використовую÷и як субстрат фібрин, отриìаний з плазìи крові лю-
дини на станöії переливання крові. Óтворення продуктів розщеплення 
фібрину реєстрували на спектрофотоìетрі ÑФ-26 при 275 нì. За одиниöю 
фібриноліти÷ної активності прийìали таку кількість ензиìу, яка підви-
щує опти÷ну густину реакöійної суìіші на 0,01 за 1 хв в уìовах досліду.

Åластоліти÷ну активність визна÷али колориìетри÷но за інтенсивністю 
забарвлення роз÷ину при ензиìати÷ноìу гідролізі еластину, забарвленого 
конго ÷ервониì [15]. Iнтенсивність забарвлення виìірювали на 
спектрофотоìетрі ÑФ-26 при довжині хвилі 515 нì. За одиниöю активності 
ензиìу прийìають здатність ферìенту  гідролізувати 1 ìг еластину за 
даних уìов (37 °Ñ, 5 год).

Äля визна÷ення фібриногеноліти÷ної активності в дослідну пробірку 
додавали фібриноген, 0,01 Ì Òрис-HCl буфера (рН 7,5) і досліджуваний 
препарат. Ðеакöійну суìіш інкубували на водяній бані при 37 °Ñ протягоì 
30 хв. Ðеакöію зупиняли додаванняì 10% ÒХО. В контрольну пробірку 
ÒХО додавали до по÷атку інкубаöії. Зразки витриìували при кіìнатній 
теìпературі 20 хв, öентрифугували при 10000g протягоì 5 хв. В супер-
натанті виìірювали утворення продуктів розщеплення фібриногену на 
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спектрофотоìетрі ÑФ-26 при 275 нì. За одиниöю фібриногеноліти÷ної 
активності брали таку кількість ензиìу, яка підвищує опти÷ну густину 
реакöійної суìіші на 0,01 за 1 хв в уìовах досліду. 

Äля визна÷ення колагеназної активності використовували колаген 
(з  би÷а÷ого сухожилля). Продукти розщеплення визна÷али на спектро-
фотоìетрі ÑФ-26 при довжині хвилі 600 нì. Одиниöя колагеназної актив-
ності еквівалентна кількості ìкìолей лейöину, знайдених зі стандартної 
кривої  [11].

Питоìу активність досліджуваної пептидази по відношенню до кожно-
го субстрату виражали ÷ислоì одиниöь ензиìати÷ної активності на 1  ìг 
білка. Êількість білка визна÷али за ìетодоì Lowry [10]. Iнтенсивність 
забарвлення проб виìірювали при довжині хвилі 750 нì. Як стандарт 
використовували би÷а÷ий сироватковий альбуìін.

Äля визна÷ення оптиìальних співвідношень ензиì-субстрат для 
ефективного гідролізу останнього був проведений повний двофакторний 
дослід (ПФÄ). Ñпорідненість (константу Ìіхаеліса, Km) до кожного 
субстрату пептидази 2 B. thuringiensis IMB B-7324 визна÷али за графікоì, 
побудованиì за ìетодоì подвійних обернених вели÷ин в координатах 
Ëайнуївера-Берка (1/ν0 – 1/[S]).

Об÷ислення та графі÷не представлення результатів повного 
двофакторного експериìенту було проведено за ìетодоì стріìкого 
сходження (ìетод Бокса-Óілсона) за допоìогою коìп’ютерної систеìи 
аналізу даних STATISTICA 8.0. На рисунках наведено середні арифìети÷ні 
зна÷ення за результатаìи п’яти повторностей, відхилення від середнього 
зна÷ення не перевищувало 5% [1].

Ðезультати та їх обговорення
По÷аток дослідження субстратної спеöифі÷ності пептидази 2 

В. thuringiensis IÌВ В-7324 щодо широкого спектру білкових субстратів 
показало (рис. 1), що ензиì гідролізує фібрин, фібриноген, казеїн і кола-
ген, але не здатен розщеплювати еластин. Найвища питоìа активність 
виявлена до фібрину і фібриногену (88,75 і 76,25 од/ìг білка, відповідно). 

Порівняння субстратної спеöифі÷ності досліджуваного ензиìу з 
пептидазаìи інших представників групи B. cereus, до якої відноситься 
В. thuringiensis, дало зìогу виявити, що отриìана наìи ìеталопептидаза 
подібна за субстратною спеöифі÷ністю до ìеталопептидаз, виділених з 
B. cereus і B. anthracis. Òак, у одного зі штаìів B. anthracis [6] виділено 
дві нейтральні ìеталопептидази з ìолекулярниìи ìасаìи 36 і 46 кÄа, які 
здатні розщеплювати різні нативні субстрати: казеїн, еластин і желатин. 
Отриìана з B. cereus DSM 14729 нейтральна ìеталопептидаза каìелізин 
[7] проявляє спеöифі÷ність щодо таких білкових субстратів, як колаген 
типу I, фібрин і фібриноген. Здатність розщеплювати öі субстрати зуìов-
лює у÷асть öього ензиìу у взаєìодії ìіж хазяїноì і патогеноì.
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Ðис. 1. Ãідроліз білкових субстратів пептидазою 2 В. thuringiensis iÌâ â-7324

fіg. 1. hydrolysіs of proteіn substrates by peptіdase 2 B. thuringiensis iMv 
b-7324

Відоìо [5, 14, 16], що ìікробні пептидази здатні гідролізувати різ-
ні білкові субстрати, зокреìа, і важкороз÷инні. Òак [16], пептидаза 
B. subtilis DC33 здатна розщеплювати фібрин, фібриноген і казеїн, але 
ìайже не розщеплює сироватковий альбуìін. Iнший ензиì, виділений з 
Candida guilliermondii NRRL Y-2075, проявляє високу активність щодо 
фібрину, азоказеїну і колагену [14]. Êолагеназа B. licheniformis F11.4 з 
високою швидкістю гідролізує колаген і казеїн, але з ìеншою – фібрин 
і желатин [5].

Äля застосування протеоліти÷них ензиìів в різних галузях проìисло-
вості необхідно знати не тільки їх субстратну спеöифі÷ність щодо різних 
білків, але й оптиìальні співвідношення конöентраöій ензиìу і субстратів 
для ефективного гідролізу останніх. Òоìу наìи був проведений пошук 
оптиìальних співвідношень конöентраöій пептидази 2 B. thuringiensis 
IMB B-7324 і білків-субстратів. На основі отриìаних даних двофакторного 
досліду було побудовано тривиìірне зображення поверхні відгуку для 
визна÷ення оптиìального співвідношення конöентраöій субстратів 
(фібрин, фібриноген, казеїн і колаген) і досліджуваної пептидази, при яких 
досягається ìаксиìальна ензиìати÷на активність в реакöійній суìіші. 
Òак, при дії ензиìу було виявлено підвищення активності при збільшенні 
конöентраöій субстрату і саìого ензиìу (рис. 2). За таких уìов було 
визна÷ено оптиìальне співвідношення пептидази 2 і білкових субстратів. 

Показано (табл. 1), що 1 ìг пептидази 2 здатен розщеплювати більшу 
кількість ìолекул фібрину (67 ìг) і фібриногену (54 ìг), ніж колагену 
(49 ìг) і казеїну (25 ìг).
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Ðис. 2. поверхня відгуку для визначення оптимальних концентрацій ензиму 
і  субстратів 

1 – фібрин, 2 – фібриноген, 3 – колаген, 4 – казеїн

fіg. 2. the response surface for determіnatіon of the optіmal enzyme  
and substrate concentratіons 

 1 – fibrin, 2 – fibrinogen, 3 – collagen, 4 – casein

Äля практи÷ного використання протеази 2 B. thuringiensis IMB 
B-7324 і ìожливості порівняння з аналогаìи необхідно вив÷ити її кіне-
ти÷ні характеристики. 

Òаблиöя 1
Îптимальне співвідношення ензим : субстрат (Å : s) для  реакції гідролізу

Table 1
 the optіmal ratіo of enzyme : substrate (e : s) for hydrolysіs 

субстрати Å : s, (мг : мг)

Åластин -

Фібрин 1 : 54

Фібриноген 1 : 67

Êазеїн 1 : 25

Êолаген 1 : 49
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Основниì показникоì каталіти÷ної активності ензиìів є константа 
Ìіхаеліса (Кm), яка свід÷ить про ìіру спорідненості ензиìу до субстрату. 
Òоìу наступниì етапоì було встановлення параìетру Кm, який визна-
÷ався для таких конöентраöій субстратів, за яких швидкість гідролізу 
збільшувалася лінійно. Äля öього використовували обернені координа-
ти Ëайнуївера-Берка. Визна÷ення константи Ìіхаеліса досліджуваної 
пептидази показало, що вона ìає найбільшу спорідненість до фібрину 
і казеїну, на що вказує найìенше зна÷ення Кm, яке становить 1,1 та 
1,2  ìг, відповідно. 

Ðис. 3. Ãрафік Ëайнуївера-Áерка для визначення константи Ìіхаеліса Km при 
гідролізі пептидазою 2 B. thuringiensis iMb b-7324 субстратів

1 – казеїн, 2 – фібриноген, 3 – фібрин, 4 – колаген

fіg. 3. lіneweaver-burk plots for B. thuringiensis iMv b-7324 peptіdase 2 
іndіcatіng the Km values usіng varіous substrates
1 – casein, 2 – fibrinogen, 3 – fibrin, 4 – collagen

Порівняння Km пептидаз різних ìікроорганізìів щодо досліджуваних 
білків показало (табл. 2), що пептидаза 2 B. thuringiensis IMB B-7324 
характеризувалася більшою спорідненістю по відношенню до фібрину, ніж 
пептидаза C. guilliermondii NRRL Y-2075 (Km 1,1 і 5,0, відповідно) [14].

Що стосується гідролізу казеїну, то Km пептидази 2 B. thuringien-
sis IMB B-7324 зна÷но ìенша, ніж для пептидаз B. licheniformis Bl8 і 
Aspergillus tubingensis NIICC 08155 (1,2; 3,1 і 45,0, відповідно) [8, 13]. 
Проте, при розщепленні колагену зна÷ення Km досліджуваного ензиìу 
більше, ніж для пептидаз, виділених з B. cereus MBL13 і B. licheniformis 
F11.4 [5, 9]. На жаль, в літературі відсутня інфорìаöія щодо Km різних 
пептидаз відносно фібриногену, тоìу провести порівняльний аналіз наì 
не вдалося. 
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Òаблиöя 2

Km різних пептидаз мікробного походження
Table 2 

Km of dіfferent mіcrobіal peptіdases

субстрат äжерело пептидпзи Km, мг

Фібрин
B. thuringiensis IMB B-7324 1,1

Candida guilliermondii NRRL Y-2075 [14] 5,0

Фібриноген B. thuringiensis IMB B-7324 3,3

Êолаген

B. thuringiensis IMB B-7324 11,1

B. cereus MBL13 [9] 1,3

B. licheniformis F11.4 [5] 0,3

Êазеїн

B. thuringiensis IMB B-7324 1,2

B. licheniformis Bl8 [8] 3,1

Aspergillus tubingensis NIICC 08155 [13] 45,0

Òакиì ÷иноì, пептидаза 2 B. thuringiensis IÌВ В-7324 характеризу-
ється більшою спеöифі÷ністю щодо фібрину і фібриногену, ніж до казеїну 
і колагену, проте більшою спорідненістю щодо фібрину і казеїну.
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суÁсÒÐàÒÍàß спÅÖèФèЧÍÎсÒь пÅпÒèäàЗЫ 2  
ВACILLUS THURINGIENSIS èÌâ â-7324

Ðеферат

Öель. Èсследование субстратной спеöифи÷ности о÷ищенной 
пептидазы 2 Вacillus thuringiensis ÈÌВ В-7324. Ìетоды. Äля изу÷ения 
субстратной спеöифи÷ности пептидазы 2 использовали белки: эластин, 
фибрин, фибриноген, коллаген и казеин. Определение оптиìальных 
соотношений ферìент-субстрат проводили с поìощью полного 
двухфакторного опыта (ПФО). Ñродство (константу Ìихаэлиса,  Km) к 
субстратаì пептидазы 2 B. thuringiensis ÈMB B-7324 определяли по 
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ìетоду двойных обратных вели÷ин в координатах Ëайнуивера-Бэрка  
(1/ν0 – 1/[S]). Äля вы÷исления и графи÷еского представления результатов 
полного двухфакторного опыта использовали ìетод стреìительного 
восхождения (ìетод Бокса-Óилсона) и коìпьютерную систеìу анализа 
данных STATISTICA 8.0. Ðезультаты. Èсследование гидролиза нативных 
белковых субстратов пептидазой 2 В. thuringiensis ÈÌВ В-7324 показало, 
÷то ферìент расщепляет фибрин, фибриноген, казеин и коллаген. Äля 
эффективного гидролиза белков по результатаì полного двухфакторного 
опыта (ПФО) были установлены оптиìальные соотношения конöентраöий 
ферìента и субстратов: 1 ìг пептидазы 2 ìожет расщепить 54 ìг фибри-
на, 67 ìг фибриногена, 25 ìг казеина и 49 ìг коллагена. Показано, ÷то 
исследуеìый ферìент проявляет большее сродство к фибрину и казеину, 
для которых зна÷ения константы Ìихаэлиса Km составляет 1,1 и 1,2 ìг, 
соответственно. âыводы. Пептидаза 2 B. thuringiensis ÈÌВ В-7324 ха-
рактеризуется более высокой спеöифи÷ностью к фибрину и фибриногену, 
÷еì к казеину и коллагену, но большиì сродствоì к фибрину и казеину. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : субстратная спеöифи÷ность, пептидаза, кон-
станта Ìихаэлиса Km.

n.a. nіdіalkova, Î.v. Matselіukh, l.d. varbanets

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NASU, 
154, Acad. Zabolotny St., Kyiv, GSP, D03680, Ukraine,
tel.: +38 (044) 526 23 39, e-mail: Nidialkova@gmail.com

substrate sPecificity of ВACILLUS THURINGIENSIS 
iÌv â-7324 PePtidase 2

summary

aіm. Investigation of substrate specificity of the purified peptidase 2 
from Вacillus  thuringiensis IÌV В-7324. Methods. To study the substrate 
specificity of the peptidase 2 we used protein: elastin, fibrin, fibrinogen, 
collagen and casein. Determination of the optimal ratio of the enzyme-
substrate was carried out a two-level factorial design. Substrate affinity 
(Michaelis constant, Km) of enzyme was established by the double recipro-
cal coordinates in the Lineweaver-Burk (1/ν0 - 1 / [S]). For calculation and 
graphic presentation of the results obtained by two factorial experiments 
there were used Box-Wilson method and computer program STATISTICA 
8.0. results. The study of hydrolysis of native protein substrates by 
В. thuringiensis IÌV В-7324 peptidase 2 showed that the enzyme is able 
to cleave the fibrin, fibrinogen, casein and collagen. For effective hydrolysis 
of proteins according to the results of full two-way experience (CFE) was 
determined the optimal correlation of enzyme concentration and substrates 
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concentration.  So 1 mg of peptidase 2 is able to cleave 54 mg of fibrin, 
67 mg of fibrinogen, 25 mg of casein and 49 mg of collagen. It was shown 
that the examine enzyme is more affinity to the fibrin and casein for that 
the Michaelis constant Km is 1.1 and 1.2 mg, respectively. conclusіons. 
The peptidase 2 of B. thuringiensis IÌV В-7324 is characterized by higher 
specificity to the fibrin and fibrinogen than to casein and collagen, but more 
affinity to fibrin and casein.

K e y   w o r d s :  substrate specificity, peptidase, Michaelis constant Km.
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Мета. Визначити рівні заõисниõ антитіë у дітей та провести 
анаëіз рівня оõопëення вакцинацією дітей у реãіонаõ України. Ме-
тоди. В роботі використана куëьтура кëітин Нер-2 та сероëоãічні, 
статистичні та епідеміоëоãічні методи. Результати. За допомоãою 
методу мікронейтраëізації визначено рівні заõисниõ антитіë до 
вакцинниõ штамів вірусу поëіомієëіту першоãо, друãоãо, третьоãо 
типів у 40 осіб віком 15–17 років. За даними обëасниõ санітарно-
епідеміоëоãічниõ станцій України, проведено ретроспективний анаëіз 
стану вакцинопрофіëактики проти поëіомієëіту зãідно з каëендарем 
щепëень в Україні за 2009–2012 рр. Дані ретроспективноãо анаëізу 
свідчать про низький рівень проведення щепëень у 2012 р., коëи оõо-
пëення вакцинопрофіëактикою дітей до 1 року становиëа 45,9%. 
Ревакцинація дітей у віці 18 міс. у цьому році проведена ëише у 41,7% 
осіб, у віці 6 років ораëьну поëіомієëітну вакцину одержаëи 53,9% 
дітей, у віці 14 років – 56,9% дітей. За резуëьтатами досëіджень 
встановëено, що до вірусів поëіомієëіту першоãо та друãоãо типів 
5% дітей не маëи заõисниõ антитіë, від вірусу поëіомієëіту третьо-
ãо типу незаõищеними виявиëися 10% досëіджениõ осіб. Показники 
титрів антитіë до поëіовірусів третьоãо типу буëи нижчими за такі 
до вірусів поëіомієëіту першоãо та друãоãо типів.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  поëіомієëіт, вакцинація в Україні, імунітет.

Ó 1988 роöі Всесвітня Àсаìблея Охорони Здоров’я дору÷ила ВООЗ 
здійснити глобальну ліквідаöію поліоìієліту до 2000 року [6]. Àле, не 
зважаю÷и на проведення широкоìасштабних дій з вакöинопрофілактики 
проти поліоìієліту у світі, досягти ìети у 2000 роöі не вдалося. Наступ-
ною о÷ікуваною датою ліквідаöії поліоìієліту в світі наìі÷ений 2020 рік.

Öиркуляöія «диких» вірусів поліоìієліту спостерігається в таких 
країнах, як Пакистан, Àфганістан, Нігерія [5]. Періоди÷но відбуваються 
спалахи поліоìієліту, викликані «дикиì» поліовірусоì у багатьох країнах, 
в яких тривалий період не реєстрували випадки параліти÷ного поліо-
ìієліту, або сертифікованих як території, вільні від öиркуляöії «дикого» 
поліовірусу [1, 9].
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З 2002 року Європейський регіон ВООЗ, у тоìу ÷ислі Óкраїна, був 
сертифікований як територія, на якій не реєструються випадки пара-
літи÷ного поліоìієліту, викликані «дикиìи» поліовірусаìи. З квітня 
2010  року у öьоìу регіоні різко погіршився стан захворюваності на 
поліоìієліт внаслідок виникнення у Òаджикистані 712 випадків гострих 
в’ялих паралі÷ів, з яких у 458 випадках підтверджено наявність «дикого» 
поліовірусу першого типу. З Òаджикистану поліовірус поширився на Ðо-
сію, Òуркìеністан та Êазахстан. Ó вересні 2011 року «дикий» поліовірус 
був завезений у Êитай [4, 7].

Враховую÷и інтенсивність ìіграöійних проöесів в су÷асних уìовах, іс-
нує іìовірність завезення «диких» вірусів поліоìієліту з ендеìі÷них країн 
на територію Óкраїни [2]. Òоìу є необхідниì контроль стану колектив-
ного іìунітету проти поліоìієліту у населення. Äослідження, проведені 
у 2009–2010 роках, показали збільшення відсотку осіб, серонегативних 
до поліовірусів, що призводить до збільшення прошарку населення, ÷ут-
ливого до інфекöії [4]. На сьогоднішній день єдиниì ìетодоì боротьби 
з поліоìієлітоì є вакöинопрофілактика. В÷асна та проведена в повноìу 
обсязі вакöинаöія проти поліоìієліту є запорукою збереження здоров'я 
наöії. 

Ìетою роботи було визна÷ення титрів захисних антитіл проти вірусів 
поліоìієліту першого, другого, третього типів у дітей вікоì 15–17 років; 
ретроспективний аналіз стану вакöинопрофілактики згідно з календареì 
щеплень проти поліоìієліту в Óкраїні.

Ìатеріали та методи
За даниìи обласних санітарно-епідеìіологі÷них станöій Óкраїни про-

ведено ретроспективний аналіз охоплення населення вакöинаöією проти 
поліоìієліту в різних регіонах Óкраїни у 2009–2012 роках.

Було досліджено сироватки крові 40 осіб вікоì 15–17 років. Зраз-
ки крові отриìані з приватної діагности÷ної лабораторії ìіста Êиєва. 
Забір крові здійснювали в асепти÷них уìовах у стерильні пробірки 
без додавання антикоагулянтів ÷и антибіотиків. Ìініìальний необхід-
ний об’єì сироватки складав 0,2 ìл. Проби залишали при кіìнатній 
теìпературі на 2 години, після ÷ого ставили зразки у холодильник 
(4–8 °Ñ) на 24 години. Після öього відділяли згусток, що утворився, 
від сироватки, освітлювали одержану сироватку öентрифугуванняì 
протягоì 5 хвилин при 3000 об/хв, переносили освітлену сироват-
ку у стерильні проìарковані кріовіали та зберігали при теìпературі  
–20 °Ñ  у ìорозильній каìері.

В роботі використана культура клітин Нер-2 (Cincinatti). Пасаж 
культури клітин здійснювали такиì ÷иноì: видаляли ростове середовище 
з культурального ìатраöу з культурою клітин, вносили у ìатраö 1 ìл 
0,25% роз÷ин трипсину та обережно ополіскували ìоношар клітин та 
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зливали трипсин. Äалі у ìатраö з культурою клітин вносили 2 ìл 0,25% 
трипсину та витриìували при теìпературі 37 °Ñ до повного відшаруван-
ня клітин від ростової поверхні. Одержану суспензію клітин розводили 
певниì об’єìоì середовища росту для отриìання конöентраöії 1–2½104 
клітин в 0,1 ìл.

Äля реакöії ìікронейтралізаöії використовували вакöинні штаìи 
вірусів поліоìієліту першого, другого, третього типів, надані ìузеєì 
інституту епідеìіології та інфекöійних хвороб іì. Ë.В. Гроìашевського.

Ðеакöію ìікронейтралізаії проводили за загальноприйнятою ìетоди-
кою [3].

Òитр вірусу визна÷али за öитотокси÷ниì ефектоì та об÷ислювали за 
форìулою Êербера для реакöії ìікронейтралізаöії.

Ðезультати досліджень
За результатаìи ретроспективного аналізу рівня охоплення вак-

öинаöією проти поліоìієліту дітей згідно з календареì щеплень у 
2009–2012  роках на території Óкраїни показано зниження відсотка вак-
öинованих осіб (рис. 1). Òака тенденöія спостерігається в усіх вікових 
групах дітей. Наприклад, у 2009 роöі 80,6% дітей одержали вакöину 
проти поліоìієліту, а в 2012 роöі було вакöиновано лише 45,9% дітей. 
Ó віöі 18 ìісяöів оральну поліоìієлітну вакöину одержали 75,5% дітей 
у 2009 роöі і 41,7% у 2012 роöі. Остання вакöинаöія проти поліоìієліту 
живою оральною вакöиною проводиться у віöі 14 років. 

Ðис. 1. Îхоплення щепленням дітей різних вікових груп в україні у 2009–2012 рр.

fіg. 1. vaccіnatіon coverage of chіldren of dіfferent age groups іn ukraіne 
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За результатаìи аналізу встановлено, що у 2012 роöі лише 56,9% 
дітей у віöі 14 років були вакöиновані проти поліоìієліту, тоді як в 
2009  роöі öей показник складав ìайже 80%.

Ñукупні дані свід÷ать про зниження рівня проведення щеплень проти 
поліоìієліту в Óкраїні, що призводить до збільшення прошарку населення 
Óкраїни, сприйнятливого до поліоìієліту.

Наступний етап роботи полягав у дослідженні рівня захисних антитіл 
у дітей вікоì 15–17 років. Ðезультати вив÷ення титрів антитіл у сироватöі 
крові представлені на рис. 2. 

Ðис. 2. Ðівні захисних антитіл до поліовірусів першого, другого, третього типів 
у  сироватці крові осіб віком 15–17 років.

fіg. 2. the levels of protectіve antіbodіes to three types of polіovіruses  
іn blood serum of persons aged 15–17 years.

Встановлено, що до поліовірусів першого та другого типів 5% дітей 
не ìали захисних антитіл (титр антитіл ниж÷е 1:4), тоді як від вірусів 
поліоìієліту третього типу незахищениìи виявилися 10% осіб. Показано 
недостатній рівень захисних антитіл (титр 1:4) у 7,5% осіб до вірусів 
поліоìієліту першого типу, до поліовірусів другого типу аналогі÷ні титри 
антитіл ìали 17,5% осіб, до 3 типу – 27,5% осіб. Як видно з діаграìи, 
найвищі титри захисних антитіл (1:128) до поліовірусів першого типу були 
виявлені у 12,5% осіб. Äещо ìенший відсоток осіб (10%) ìали аналогі÷ні 
титри до вірусу поліоìієліту другого типу. Àле серед досліджених зразків 
не було виявлено антитіл до поліовірусів третього типу в титрі 1:128.
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Äо поліовірусів першого типу більшість досліджених зразків (22,5%) 
ìала титр антитіл 1:16, до поліовірусу другого типу більшість зразків 
(20%) – титри антитіл 1:8 та 1:32, до поліовірусу третього типу 27,5% 
досліджених зразків – титри антитіл 1:4. Òакиì ÷иноì, до поліовірусу 
третього типу показано ниж÷ий рівень захисних антитіл у сироватöі крові, 
ніж до першого та другого типів поліовірусів. Одержані дані корелюють 
з результатаìи досліджень зарубіжних авторів [8].

Ðезультати ретроспективного аналізу показали недостатній рівень 
охоплення вакöинаöією проти поліоìієліту дітей усіх вікових груп. Òак, 
у 2009 роöі охоплення щепленняì дітей до 1 року становило 80,6%, а 
у 2012 роöі – всього 45,9%, ревакöинаöія у 18 ìісяöів в 2009 роöі про-
ведена у 75,5% дітей, а у 2012 роöі – у 41,7%.
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сÎсÒÎßÍèÅ âàÊÖèÍÎпÐÎФèËàÊÒèÊè пÐÎÒèâ 
пÎËèÎÌèÅËèÒà â уÊÐàèÍÅ

Ðеферат

Öель. Определить уровни защитных антител у детей и провести 
анализ уровня охвата вакöинаöией детей в регионах Óкраины. Ìетоды. 
В работе использована культура клеток Нер-2, а также серологи÷еские, 
статисти÷еские и эпидеìиологи÷еские ìетоды. Ðезультаты. Ñ поìощью 
ìетода ìикронейтрализаöии определены уровни защитных антител к 
вакöинныì штаììаì вируса полиоìиелита первого, второго, третьего  
типов у 40 ÷еловек в возрасте 15–17 лет. По данныì, предоставленныì 
областныìи санитарно-эпидеìиологи÷ескиìи станöияìи Óкраины, про-
веден ретроспективный анализ состояния вакöинопрофилактики против 
полиоìиелита в 2009–2012 гг. согласно календарю прививок. Äанные 
ретроспективного анализа свидетельствуют о низкоì уровне проведения 
прививок в 2012 г., когда охват вакöинопрофилактикой детей до 1 года 
составил 45,9%. Ðевакöинаöия в возрасте 18 ìес. в этоì году проведе-
на лишь в 41,7% слу÷аев, в возрасте 6 лет оральную полиоìиелитную 
вакöину полу÷или 53,9% детей, в возрасте 14 лет – 56,9% детей. По 
результатаì исследований установлено, ÷то к вирусаì полиоìиелита пер-
вого и второго типов 5% детей не иìели защитных антител, от вируса по-
лиоìиелита третьего типа незащищенныìи оказались 10% исследованных 
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лиö. Показатели титров антител к полиовирусаì третьего типа были ниже 
таковых к вирусаì полиоìиелита первого и второго типов.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  полиоìиелит, вакöинаöия в Óкраине, иììу-
нитет.
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state of vaccineProPhylaxis of PolioMyelitis 
in  uKraine

summary

àіm. To determine the level of protective antibodies in children and to 
analyze the level of vaccination coverage of children in regions of Ukraine. 
Methods. It was used serological, statistical and epidemiological methods 
and cell culture Hep-2. results. It was determined the levels of protective 
antibodies to 1, 2, 3 types of poliovirus vaccine strains of 40 people aged 
15–17 years using the microneutralization method. According to data 
provided by the regional sanitary-epidemiological stations of Ukraine, it 
was conducted a retrospective analysis of vaccination status against polio 
in 2009–2012 in accordance with the calendar of vaccination in Ukraine. 
The retrospective analysis of the data showed a low level of vaccination 
in 2012, when vaccination coverage of children under 1 year was 45.9%. 
Revaccination at 18 months this year held only 41.7% of persons, in 6 
years 53.9% of children received oral polio vaccine, 56.9% of children was 
vaccinated in 14 years. The research found that 5% of children had protective 
antibodies against the poliovirus types 1 and 2, 10% of surveyed individuals 
were unprotected against poliovirus type 3. Indicators titers of antibodies 
to type 3 polioviruses were lower than those of polio virus types 1 and 2.

K e y  w o r d s :  polio, vaccination in Ukraine, immunity.
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ÎÁÐàЗÎâàÍèÅ ÁèÎпËёÍÊè è сèÍÒÅЗ 
ÐàÌÍÎËèпèäÎâ PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

àÒсс 15692 â пÐèсуÒсÒâèè сèÃÍàËьÍÎÃÎ 
ÕèÍÎËÎÍà è ÅÃÎ сèÍÒÅÒèЧÅсÊèÕ àÍàËÎÃÎâ

Цель. Оценка вëияния екзоãенноãо сиãнаëьноãо õиноëона (Pseudomonas 
Quinolon Signal – PQS) – одноãо из аутоиндукторов системы quorum 
sensing у Pseudomonas aeruginosa – и еãо синтетическиõ анаëоãов на 
синтез рамноëипидов. Методы. Кëетки Pseudomonas aeruginosa АТСС 
15692 инкубироваëи 24 часа в 48-ëунковыõ пëаншетаõ «Nunclon» в 
присутствии синтетическиõ анаëоãов 2-ãептиë-3-ãидрокси-4-õиноëона 
(PQS), иëи еãо синтетическиõ анаëоãов (2-октиë-, 2-нониë-, иëи 
2-ëауриë-3-ãидрокси-4-õиноëона). Конечные концентрации соединений 
содержаëи от 10 до 120 мкÌ. Содержание рамноëипидов опредеëяëи 
по реакции с орциновым реактивом. Результаты. Показано, что экзо-
ãенный PQS в концентрацияõ 40, 60 и 80 мкÌ вызывает возрастание 
уровня рамноëипидов в 1,9; 3,3 и 5,2 раза, соответственно. Повышение 
концентрации сиãнаëьноãо õиноëона до 100 и 120 мкÌ снижает еãо 
стимуëирующее действие на 26% и 50% по сравнению с уровнем, ко-
торый быë зареãистрирован при 80 мкÌ PQS. При этой концентрации 
коëичество пëанктонныõ кëеток увеëичивается в 3,4 раза, а масса 
биопëёнки вдвое. Активность синтетическиõ анаëоãов зависит от 
чисëа атомов уãëерода в ациëьной цепи: октиë-õиноëон (С8) > нониë-
õиноëон (С9) > ëауриë-õиноëон (С11). Наибоëьшее повышение уровня 
биосурфактантов отмечено в присутствии 80 мкÌ октиë-õиноëона 
– на 65%. Два друãиõ анаëоãа увеëичивают еãо на 35% и 20%. Выво-
ды. Оптимаëьная концентрация сиãнаëьноãо õиноëона (PQS), которая 
максимаëьно повышает синтез рамноëипидов, составëяет 80 мкÌ. Ис-
сëедованные синтетические анаëоãи PQS уступают ему в способности 
активировать синтез  биосурфактантов Pseudomonas aeruginosa.

К ëю ч е вы е  с ë о в а : рамноëипиды, PQS, синтетические анаëоãи PQS, 
Pseudomonas aeruginosa.

Ðаìнолипиды – биосурфактанты, продуöируеìые бактерияìи рода 
Pseudomonas, а также некоторыìи представителяìи  других родов и 
сеìейств [4], благодаря своиì физико-хиìи÷ескиì свойстваì находят 
широкое практи÷еское приìенение. Они не уступают хиìи÷ескиì сур-
фактантаì по эìульгирующей способности [3,8], ÷то дает возìожность 
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эффективно использовать их для биореìедиаöии загрязненных по÷в 
[11], повышения нефтеотда÷и  [17]. Êроìе того, они обладают антиìи-
кробной активностью [16], используются в косìетологии, производстве 
средств бытовой хиìии [5]. Особый интерес представляет их приìене-
ние в ка÷естве лекарственных средств в онкологии и дерìатологии [14]. 
Практи÷еское использование раìнолипидов ограни÷ено высокой стои-
ìостью их производства. В связи с этиì, актуальной зада÷ей является 
оптиìизаöия проöессов полу÷ения биосурфактантов и повышение выхода 
коне÷ных продуктов. В настоящее вреìя для этого используют несколько 
подходов: подбор оптиìального состава культуральных сред, селекöия 
надпродуöентов, генная инженерия [10].  Ó÷итывая, ÷то синтез раìно-
липидов находится под контролеì систеìы ìежклето÷ной коììуникаöии 
(quorum sensing) и, в ÷астности, её rhl-звена [12,13] представляется 
перспективныì подход, основанный на активаöии функöионирования 
данной систеìы. Öелью данной работы была оöенка влияния екзогенного 
сигнального хинолона (PqS) – одного из аутоиндукторов систеìы quorum 
sensing у Pseudomonas aeruginosa – и его синтети÷еских аналогов на 
синтез раìнолипидов.

Ìатериалы и методы
В работе использовали штаìì Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 

(ONU 300) из коллекöии ìикроорганизìов кафедры ìикробиологии, 
вирусологии и биотехнологии ОНÓ иìени È.È. Ìе÷никова. Ñигнальный 
хинолон (PqS) и его синтети÷еские аналоги, отли÷ающиеся длиной аöиль-
ной öепи, были синтезированы в Биотехнологи÷ескоì нау÷но-у÷ебноì 
öентре ОНÓ иìени È.È. Ìе÷никова:
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Èсследования проводили в систеìе планктон–биоплёнка в 48-луно÷ных 
полистироловых плоскодонных планшетах «Nunclon». Ñуто÷ную культуру 
P. aeruginosa разводили стерильныì физиологи÷ескиì раствороì и вно-
сили в лунки планшетов, содержащих по 1 ìл среды Гиса до коне÷ной 
конöентраöии 103 клеток/ìл. Планшеты инкубировали в те÷ение 24 ÷асов 
при 37 °Ñ. Äля оöенки эффектов PqS и его синтети÷еских аналогов их 
добавляли в лунки планшетов до коне÷ных конöентраöий 10–120 ìкÌ. 

Через 24 ÷аса из каждой лунки тщательно отбирали планктонные 
культуры и спектрoфотоìетри÷ески оöенивали коли÷ество клеток при 
длине волны 540 нì. Биоплёнки на дне лунок отìывали физиологи÷ескиì 
раствороì и фиксировали 96% этанолоì в те÷ение 10 ìин [15]. Затеì 
их окрашивали 1% водныì раствороì кристалли÷еского фиолетового 
в те÷ение 5 ìин при коìнатной теìпературе. Планшеты с окрашенной 
биоплёнкой высушивали 24 ÷аса при коìнатной теìпературе и добавляли 
в каждую лунку по 1 ìл лизирующего раствора, содержащего 1% до-
деöилсульфата натрия в  0,1 Ì NaOH. Планшеты выдерживали 1,5 ÷аса 
при коìнатной теìпературе до полного растворения биоплёнки. Êоли÷е-
ство кристалли÷еского фиолетового определяли по опти÷еской плотности 
опытных и контрольных образöов на спектрофотоìетре SmartSpec Plus 
(Bio-Rad, Hungary)  при длине волны 592 нì.

Ðаìнолипиды из супернатанта, полу÷енного после öентрифугирова-
ния культур при 1500 g, осаждали  после доведения рН до 6,5 75 ìÌ 
раствороì ZnCl2 [7]. Через 20 ìин преöипитат растворяли в 0,1 Ì 
натрий фосфатноì буфере (рН 6,5). Полу÷енные растворы дважды 
экстрагировали 5 ìл хлорофорìа. Органи÷ескую фазу отбирали в ÷истые 
20 ìл флаконы и испаряли насухо. Осадок на дне флаконов растворяли 
в 100 ìкл ìетанола.

Êоли÷ество раìнолипидов в образöах определяли с поìощью орöи-
нового теста. Ê 100 ìкл образöа раìнолипидов в ìетаноле добавляли 
400 ìкл H2O и 500 ìкл орöинового реактива. Ðеакöионную сìесь кипя-
тили на водяной бане 20 ìин до изìенения окраски с жёлтой на зелёную 
и изìеряли экстинкöию контрольных и опытных образöов при длине 
волны 670 нì [9]. 

Все экспериìенты проводили трижды  с 6 повтораìи в каждоì. 
Ñтатисти÷ескую обработку результатов проводили с использованиеì 

общепринятых ìетодов вариаöионного анализа. Ðасс÷итывали средние 
зна÷ения показателей (Х

–
) и их стандартную ошибку (SХ–). Äостоверность 

отли÷ий ìежду средниìи определяли по критерию Ñтьюдента на уровне 
зна÷иìости не ìенее 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷еские рас÷еты осущест-
вляли с поìощью коìпьютерной програììы Excel [2].

Ðезультаты и их обсуждение
Ó÷итывая, ÷то синтез раìнолипидов находится у Pseudomonas 

aeruginosa под контролеì систеìы ìежклето÷ной коììуникаöии, ис-
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следования проводили в условиях, способствующих активаöии всех 
звеньев quorum sensing. Полу÷енные результаты (рис. 1) показали, ÷то 
экзогенный сигнальный хинолон повышает синтез биосурфактанта, на-
÷иная с конöентраöии 40 ìкÌ. Ìеньшие конöентраöии PqS заìетного 
эффекта не оказывали. В диапазоне конöентраöий 40–80 ìкÌ наблюда-
ется пропорöиональное увели÷ение синтеза раìнолипидов. Èх уровень 
возрастает в 1,9; 3,3 и 5,2 раза в присутствии 40, 60 и 80 ìкÌ PqS, 
соответственно. Äальнейшее возрастание конöентраöии сигнального хи-
нолона снижает его стиìулирующий эффект. При конöентраöиях 100 и 
120 ìкÌ содержание раìнолипидов в супернатанте уìеньшается на 26% 
и 50% по сравнению с ìаксиìальныì уровнеì, который наблюдался при 
80 ìкÌ. Èзìенения двух других показателей: коли÷ества планктонных 
клеток и ìассы биоплёнки, носят такой же характер. В присутствии 
80 ìкÌ PqS коли÷ество планктонных клеток возрастает в 3,4 раза, а 
ìасса биоплёнки вдвое по сравнению с контролеì. Более низкий уровень 
прироста биоплёнки по сравнению с планктонныìи клеткаìи связан, по-
видиìоìу, с высокиì содержаниеì раìнолипидов, которые способствуют 
откреплению клеток от биоплёнки и их переходу в жидкую фазу [6].

Ðис. 1. синтез рамнолипидов в системе планктон–биоплёнка  в присутствии 

экзогенного PQs
Приìе÷ание:  – разли÷ия достоверны по сравнению с контролеì

fіg. 1. rhamnolіpіds bіosynthesіs іn plankton–bіofіlm system іn presence of 
exogenous PQs 

Note:   – the differences were significant in comparison with control

Ñинтети÷еские аналоги сигнального хинолона также повышают 
синтез раìнолипидов, однако их эффективность существенно ниже по 
сравнению с PqS (рис. 2).
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Àктивность синтети÷еских аналогов зависит от ÷исла атоìов углерода 
в аöильной öепи: октил-хинолон (Ñ8) > нонил-хинолон (Ñ9) > лаурил-
хинолон (Ñ11). Наибольшее увели÷ение уровня биосурфактантов отìе÷ено 
в присутствии 80 ìкÌ октил-хинолон – на 65%. Äва других аналога 
(нонил- и лаурил-хинолоны) повышают его на 35% и 20%.  Êоли÷ество 
планктонных клеток при внесении в среду культивирования этих веществ 
не отли÷алось от контрольного зна÷ения, а ìасса биоплёнки возрастала 
в 1,3–1,5 раза при конöентраöии 80 ìкÌ.

Ðис. 2. синтез рамнолипидов в системе планктон–биоплёнка  в присутствии 
синтетических аналогов PQs 

Приìе÷ание:    – разли÷ия достоверны по сравнению с контролеì

fіg. 2. rhamnolіpіds bіosynthesіs іn plankton-bіofіlm system іn presence of PQs 
synthetіc analogs 

Note:  – the differences were significant in comparison with control

Òакиì образоì, проведенное исследование показало, ÷то сигнальный 
хинолон P. aeruginosa в систеìе планктон–биоплёнка существенно увели-
÷ивает синтез раìнолипидов, который обеспе÷ивается rhl-звеноì систеìы 
ìежклето÷ной коììуникаöии. Полу÷енные результаты подтверждают 
важную роль pqs-звена в активаöии проöессов, контролируеìых rhl-
звеноì. Ðанее было показано, ÷то экзогенный PqS увели÷ивает продук-
öию пиоöианина штаììоì  P. aeruginosa ÐÀ01 [6,10]  и восстанавливает 
синтез этого пигìента в присутствии ингибиторов quorum sensing [1]. 
Êроìе того, pqs-ìутанты, иìеющие полноöенное rhl-звено, не образуют 
раìнолипиды, синтез которых восстанавливается после внесения в среду 
сигнального хинолона [10].  
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уÒâÎÐÅÍÍß Á²ÎпË²âÊè ² сèÍÒÅЗ ÐàÌÍÎË²п²ä²â 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA àÒсс 15692 Зà пÐèсуÒÍÎсÒ² 
сèÃÍàËьÍÎÃÎ Õ²ÍÎËÎÍу Òà éÎÃÎ сèÍÒÅÒèЧÍèÕ àÍàËÎÃ²â

Ðеферат

Ìета. Äослідження синтезу раìноліпідів P. aeruginosa за впливу 
екзогенного сигнального хінолону (PqS) та його синтети÷них аналогів з 
різниì ÷ислоì  атоìів вуглеöю в аöильноìу заìіснику. Ìетоди. Êлітини 
Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692 інкубували 24 години у 48-лун-
кових планшетах «Nuclon» у присутності 2-гептил-3-гідрокси-4-хінолону  
(PqS), або його синтети÷них аналогів (2-октил-, 2-нонил- або 2-лаурил-
3-гидрокси-4-хінолону). Êінöеві конöентраöії сполук становили від 10 до 
120 ìкÌ. Вìіст раìноліпідів визна÷али за реакöією з орöиновиì реак-
тивоì. Ðезультати. Встановлено, що екзогенний PqS за конöентраöій 
40, 60 і 80 ìкÌ викликає зростання рівня раìноліпідів у 1,9; 3,3 і 5,2 
рази, відповідно. Підвищення конöентраöії сигнального хінолону до 100 
і 120 ìкÌ зìеншує його стиìулюю÷у дію на 26% та 50% у порівняні з 
рівнеì, що був зареєстрований при 80 ìкÌ PqS. За öієї конöентраöії 
кількість планктонних клітин зростає у 3,4 разу, а ìаса біоплівки вдві÷і. 
Àктивність синтети÷них аналогів залежить від ÷исла атоìів вуглеöю в 
аöильноìу ланöюгу: октил-хінолон (Ñ8) > нонил-хінолон (Ñ9) > лаурил-
хінолон (Ñ11). Найбільше підвищення рівня біосурфактантів відìі÷ено 
за присутності 80 ìкÌ октил-хінолону – на 65%. Äва інших аналога 
підвищують його на 35% і 20%. âисновки. Оптиìальна конöентраöія 
сигнального хінолону (PqS), що ìаксиìально підвищує синтез раìноліпі-
дів, дорівнює 80 ìкÌ. Äосліджені синтети÷ні аналоги PqS поступаються 
йоìу в здатності активувати синтез біосурфактантів P. aeruginosa.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : раìноліпіди, PqS, синтети÷ні аналоги PqS, 
Pseudomonas aeruginosa.
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biofilM forMation and rhaMnoliPides 
biosynthesis in PSEUDOMONAS AERUGINOSA àÒсс 

15692 in Presence of signaling Quinolone and its 
synthetic analogs

summary

aіm. Discovering of the rhamnolipids  biosynthesis in P. aeruginosa 
in presence of exogenic  concentrations of Pseudomonas quinolone Signal 
(PqS) and its synthetic analogs with different amount of carbon atoms in 
acyl chain. Methods. Pseudomonas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692  cells were 
incubated for 24 hours in 48-wells plates «Nuclon» in presence of the 
2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolon  (PqS), or its synthetic analogs (2-octyl-, 
2-nonyl- or 2-lauryl-3-hydroxy-4-quinolon). Final concentrations of the dis-
covered substances were from 10 to 120 mÌ. Rhamnolipids concentrations 
were determined with the orcinic test. results. It was shown that PqS in 
concentration 40, 60 и 80 mÌ causes increase of rhamnolipides level in 1.9; 
3.3 and 5.2 times, respectively. Increasing of the PqS concentration to 100 
і 120 mÌ decrease its stimulation effect to 26% and 50% in compare with 
the level, it was determined with treatment of P. aeruginosa culture with 
80 mÌ of PqS. When this concentration was used, planctonic cells numbers 
increase in 3.4 times, and biofilm mass – twice. Synthetic analogs activity 
depended on carbon atoms numbers in the acyl chain: octyl-quinolone (Ñ8) 
> nonyl-quinolone (Ñ9) > lauryl-quinolone (Ñ11). The highest level of the 
biosurfactant stimulation was determined in presence of the 80 mÌ of the 
оctyl-PqS – up to 65%. Two other analogs increase its level in 35% and 
20%. conclusіons. Signaling quinolone (PqS) optimal concentration, that 
increases rhamnolipids biosynthesis in maximum level was 80 mÌ. Studied 
synthetic PqS analogs showed the lowest ability to increase biosurfactants 
biosynthesis in P. aeruginosa compare with PqS.

Ê e y  w o r d s : rhamnolipids, PqS, PqS synthetic analogs, Pseudomo-
nas aeruginosa.
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âËèßÍèÅ ÁèÎËÎÃèЧÅсÊè àÊÒèâÍЫÕ âÅЩÅсÒâ 
ФÎсФàÒÌèÍÅÐàËèЗуЮЩèÕ ШÒàÌÌÎâ ÐÎäà 

BACILLUS Íà сÅÌÅÍà ÐàсÒÅÍèé, пÎäâÅÐÃÍуÒЫÅ 
ÎÊсèäàÒèâÍÎÌу сÒÐÅссу

Цель. Иссëедование вëияния биоëоãически активныõ веществ, синте-
зируемыõ фосфатминераëизующими штаммами рода Bacillus на семена 
растений, подверãнутые оксидативному стрессу. Методы. Испоëьзо-
ван ряд микробиоëоãическиõ и биоõимическиõ методов иссëедования. 
Результаты. Установëено, что штаммы Bacillus subtilis ИÌВ В-7023 
и Bacillus subtilis ИБ-22 способны минераëизовать ãëицерофосфат 
каëьция, который явëяëся единственным источником фосфорноãо 
питания, и продуцировать в куëьтураëьную среду (КС) биоëоãически 
активные вещества (БАВ), оказывающие поëожитеëьное вëияние 
на прорастание, всõожесть семян и развитие проростков. Компëекс 
БАВ, синтезируемый этими бациëëами в КС представëен энзимами, 
аминокисëотами, орãаническими кисëотами, соединениями феноëьной 
природы и др. В каждом кëассе этиõ веществ обнаружены соединения, 
обëадающие антиоксидантными свойствами: среди энзимов – ката-
ëаза, пероксидаза, супероксиддисмутаза; аминокисëот – L-метионин, 
L-ëизин, L-ãистидин; орãаническиõ кисëот – моëочная, пропионовая, 
масëяная. Выше перечисëенные БАВ моãут принимать участие в сни-
жении оксидативноãо стресса у семян сеëьскоõозяйственныõ куëьтур. 
Выводы. Биоëоãически активные вещества Bacillus subtilis ИÌВ В-7023 
и Bacillus subtilis ИБ-22 иãрают важную роëь в защите растений от 
фитопатоãенныõ бактерий, в частности от штаммов Pseudomonas, 
Xanthomonas, Erwinia, Clavibacter, которые приносят боëьшие потери 
урожая зерновыõ, бобовыõ и овощныõ куëьтур.

Кëюч е вы е  с ë о в а : Bacillus subtilis, биоëоãически активные вещества, 
аминокисëоты, энзимы, оксидативный стресс.

Бактерии рода Bacillus Cohn синтезируют ряд биологи÷ески активных 
веществ (БÀВ), колонизируют ризосферу культурных растений и сти-
ìулируют их рост [3, 5, 9]. Эти ìикроорганизìы – эффективные агенты 
биоконтроля фитопатогенных бактерий и ìикроìиöетов [6, 7]. Они про-

© È.À. Ñкороход1, À.À. Ðой1, À.È. Ìелентьев2, È.Ê. Êурдиш, 2013
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дуöируют ряд соединений (антибиотики, энзиìы, органи÷еские кислоты, 
лектины, вещества фенольной природы и др.) способных вызывать на-
рушение öикла развития, а также лизис клето÷ных стенок фитопатоге-
нов [5, 7]. Баöиллы являются основой биопрепаратов для ìногих видов 
сельскохозяйственных культур [5, 18].

Бактерии рода Bacillus Cohn одного и того же вида, выделенные 
из разли÷ных географи÷еских регионов, отли÷аются по коли÷ественно-
ìу и ка÷ественноìу составу БÀВ, ÷то обусловлено характеристикаìи 
экологи÷еских ниш распространения и существования [5]. Основные 
ìорфологи÷еские и физиолого-биохиìи÷еские признаки таких баöилл 
ìогут совпадать. Однако их биохиìи÷еские свойства ìогут разли÷аться, 
÷то обусловлено условияìи ìеста обитания [5, 9].

Öель работы – исследовать накопление в культуральной среде штаì-
ìов Bacillus subtilis, выделенных из ÷ернозеìа разли÷ных географи÷еских 
регионов Óкраины и Ðоссии, некоторых БÀВ, изу÷ить их антагонисти-
÷ескую активность к фитопатогенныì бактерияì, а также влияние на 
снижение оксидативного стресса у сеìян сельскохозяйственных растений.

Ìатериалы и методы
Объектаìи исследований были штаììы B. subtilis ÈÌВ В-7023 [18], 

выделенный из ÷ернозеìной по÷вы Óкраины и B. subtilis ÈБ-22 [19], 
изолированный из образöа по÷вы типи÷ного ÷ернозеìа, отобранного на 
территории республики Башкортостан и поддерживаеìый в коллекöии 
ìикроорганизìов лаборатории прикладной ìикробиологии Èнститута 
биологии Óфиìского нау÷ного öентра ÐÀН. Баöиллы выращивали в 
периоди÷еских условиях при 28 оÑ на ка÷алке (240 об/ìин) в колбах 
Эрленìейера объеìоì 750 ìл, которые содержали 100 ìл питательной 
среды следующего состава (г/л): (NH4)2SO4 – 0,5; MgSO40½7H2O – 0,3; 
NaCl – 0,3; KCl – 0,3; MnSO4½5H2O – 0,001; FeSO4 – 0,001; CaCO3  – 5,0; 
глиöерофосфат кальöия – 2,0; глюкоза – 10,0; рН 6,8 – 7,2. Ñреду 
инокулировали суспензияìи бактерий, приготовленныìи по стандарту 
ìутности, сниìая с картофельного агара выросшую культуру и перенося 
ее в физиологи÷еский раствор.

Полу÷енную культуральную жидкость (ÊÆ) освобождали от клеток 
B. subtilis ÈÌВ В-7023 и B. subtilis ÈБ-22 путеì öентрифугирования на 
öентрифуге ОПн-8 на протяжении 15 ìин при 6600 g.

Àнтагонисти÷ескую активность баöилл к фитопатогенныì бактери-
яì изу÷али ìетодоì радиальных штрихов [2]. Êультуры фитопатогенов 
представлены ìузейныìи штаììаìи коллекöии отдела фитопатогенных 
бактерий Èнститута ìикробиологии и вирусологии иì. Ä. Ê. Заболотного 
НÀН Óкраины (Pseudomonas syringae pv. syringae 8511, P. fluorescens 
8573, P. syringae pv. atrophaciens 912, Xanthomonas campestris pv. 
campestris 8003b, Erwinia carotovorum subsp. carotovora 8982, Clavi-
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bacter michiganensis subsp. michiganensis 13a, C. michiganensis subsp. 
michiganensis 102, Agrobacterium tumefaciens 8628).

Белок определяли ìетодоì Bradford [14], фосфат ìетодоì Фиске-
Ñуббароу [10]. Ñодержание раствориìых соединений фенольной природы 
в культуральной среде (ÊÑ) оöенивали по ìетоду Фолина и Чокальтеу 
[15; 17] в ìодификаöии Ñинглетона и Ðосси [16].

Нали÷ие свободных аìинокислот в ÊÑ определяли на автоìати-
÷ескоì аìинокислотноì анализаторе BIOTRONIC LC-2000 (Герìания). 
Êа÷ественный и коли÷ественный анализ органи÷еских кислот проводили 
на газожидкостноì анализаторе Хроì 5.

Äля исследования антиоксидантного влияния баöилл на сеìена вики 
(Vicia sativa L.) сорта Ìаргарита их обрабатывали перекисью водорода 
(50%) на протяжении 25 ìин. Затеì отìывали стерильныì физиологи÷ес-
киì раствороì (ФÐ), поìещали в ÊÑ соответственного штаììа бактерий и 
выдерживали в те÷ении 1 ÷аса. После этого отìывали ФÐ, раскладывали 
на сìо÷енную стерильной водопроводной водою фильтровальную буìагу 
и проращивали в теìноте при 20 °Ñ [8].

Прорастание, всхожесть сеìян и развитие проростков растений 
определяли согласно ÄÑÒÓ 4138-2002 [1].

Ñтатисти÷ескую обработку результатов проводили по Ëакину [4].

Ðезультаты и их обсуждение
Показано, ÷то B. subtilis ÈÌВ В-7023 и B. subtilis ÈБ-22 способны 

ìинерализовать глиöерофосфат кальöия [9]. При выращивании в ìине-
ральной среде с глюкозой и глиöерофосфатоì, исследуеìые баöиллы с 
разли÷ной скоростью потребляли глюкозу и накапливали в среде фосфат-
ионы (табл. 1). При культивировании B. subtilis ÈÌВ В-7023 в те÷ении 
24 ÷асов, конöентраöия глюкозы снижалась с 10 ìг/ìл до 1,35 ìг/ìл 
(в  7,4 раза), в то вреìя как у B. subtilis ÈБ-22 ее содержание уìеньша-
лось в 17,2 раза.

Ðанее наìи были отìе÷ены разли÷ия и по фосфатазной активности 
(ФÀ) у обоих штаììов. Òак, после 48 ÷асов культивирования в среде с 
глиöерофосфатоì кальöия, ФÀ B. subtilis ÈБ-22 составляла всего 6,3% 
от ФÀ B. subtilis ÈÌВ В-7023. Èсследуеìые бактерии отли÷ались и по 
активности энзиìов антиоксидантной защиты (каталазной и пероксидаз-
ной). Внеклето÷ная каталазная активность B. subtilis ÈБ-22 была в 2 раза 
выше, по сравнению с B. subtilis ÈÌВ В-7023, а внутриклето÷ная – на 
26%. Внеклето÷ная пероксидазная активность B. subtilis ÈÌВ В-7023 
превышала в 6 раз аналоги÷ный показатель у штаììа B. subtilis ÈБ-22, 
который характеризовался более высокой внутриклето÷ной пероксидаз-
ной активностью. [9].

Óстановлено, ÷то исследуеìые штаììы баöилл способны синтезиро-
вать соединения фенольной природы. Общее коли÷ество таких соединений 
в свободной форìе для B. subtilis ÈÌВ В-7023 составляло 20,0 ± 1,9 ìкг/ìл, 
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а для B. subtilis ÈБ-22 – 22,0 ± 2,0 ìкг/ìл. Ñогласно литературныì 
данныì [17], эти вещества, поìиìо широкого спектра свойств, обладают 
высокиì антиоксидантныì потенöиалоì. Они эффективно ингибируют 
образование пероксидного, алкоксильного, гидроксильного радикалов, 
супероксидного анион-радикала и синглетного кислорода [16, 17].

Êроìе выше указанных соединений баöиллы продуöируют ряд 
свободных аìинокислот, ка÷ественный и коли÷ественный состав 
которых зависит от вреìени культивирования бактерий (табл. 2). Более 
разнообразный ка÷ественный состав аìинокислот в культуральной среде 
(ÊÑ) обоих штаììов отìе÷ен после 48 ÷асов культивирования.

Особый интерес вызывает нали÷ие в ÊÑ баöилл ìетионина, 
лизина и гистидина. Эти аìинокислоты способны нейтрализовать 
высокореакöионные стресс-агенты, которые ìогут повреждать протеины, 
липиды, нуклеиновые кислоты [13]. Благодаря такой активности 
аìинокислоты у÷аствуют в сбалансировании редокс-гоìеостаза в клетках 
ìикроорганизìов и ìогут приниìать у÷астие в снижении окислительного 
стресса у растений [12].

Òаблиöа 2

Íакопление свободных аминокислот (мкг/мл) B. subtilis èÌâ â-7023 и B. subtilis 
èÁ-22 в зависимости от времени культивирования в среде с глицерофосфатом

Table 2

accumulatіon of free amіno acіds (mq/ml) of B. subtilis iMv v-7023 and B. subtilis 
ib-22 dependіng on tіme of cultіvatіon іn medіum wіth calcіum glycerophosphate

àминокислота

B. subtilis èÌâ â-7023 B. subtilis èÁ-22

24 ч. 48 ч. 72 ч. 24 ч. 48 ч. 72 ч.

Àспарагиновая 0,82 0,88 1,01 0,68 0,68 –

Ñерин 0,34 0,44 0,17 – – –

Глютаìиновая 2,77 0,47 1,14 1,5 – –

Òреонин – 0,19 0,14 0,24 – –

Глиöин – 0,40 0,46 0,18 0,59 –

Àланин – 1,07 1,16 0,34 0,42 –

Валин – 3,61 – – – –

Ìетионин – 0,25 1,57 – 0,13 –

Èзолейöин – 0,40 0,28 – 0,66 0,70

Гистидин – 3,20 2,92 – 2,14 2,86

Ëизин – 1,24 4,85 – 0,50 2,23

Приìе÷ание: „–” – аìинокислота не обнаружена.
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Баöиллы также продуöируют органи÷еские кислоты, которые ìогут 
вносить положительный вклад в проöесс защиты растений от фитопато-
генов [7]. При исследовании накопления органи÷еских кислот B. subtilis 
ÈÌВ В-7023 и B. subtilis ÈБ-22 показано, ÷то содержание этих соедине-
ний в ÊÑ для каждого штаììа отли÷ается в зависиìости от вреìени его 
культивирования (табл. 3). Òак, после 24 ÷. выращивания в ÊÑ B. subtilis 
ÈÌВ В-7023, обнаружены уксусная, пропионовая, ìасляная и ìоло÷ная 
кислоты, суììа которых составляла 58,7% от общей суììы площадей 
пиков. Ñуììа неидентифиöированных органи÷еских кислот достигала 
41,3%. Êлетки B. subtilis ÈБ-22 продуöируют те же кислоты, но их со-
держание в суììе равно 12,3%, а неидентифиöированных – 87,7%. В ÊÑ 
этого штаììа не обнаружена ìоло÷ная кислота, которую в зна÷ительных 
коли÷ествах синтезирует B. subtilis ÈÌВ В-7023 (табл. 3). После 48 ÷. 
культивирования бактерий обоих штаììов синтез органи÷еских кислот 
еще больше отли÷ался. Общее содержание идентифиöированных орга-
ни÷еских кислот у B. subtilis ÈÌВ В-7023 увели÷ивалось с 58,7% до 
74,3%, а неидентифиöированных – снижалось до 25,6%. Àналоги÷ный 
показатель в ÊÑ B. subtilis ÈБ-22 за это вреìя возрастал с 12,3% до 
50,0%, а суììа неидентифиöированных – уìеньшалась с 87,0% до 
50,0% (табл. 3).

Òаблиöа 3

содержание органических кислот в культуральной среде  
B. subtilis èÌâ â-7023 и B. subtilis èÁ-22

Table 3

content of organіc acіds іn cultural medіum of B. subtilis iMv v-7023 and 
B. subtilis ib-22

Îрганическая кислота

содержание органических кислот 
(% от общей суммы площадей пиков)

B. subtilis èÌâ â-7023 B. subtilis èÁ-22

24 ÷. 48 ÷. 24 ÷. 48 ÷.

Óксусная 0,78 27,06 0,30 1,70

Пропионовая 10,73 24,77 1,29 2,90

Ìасляная 9,93 5,32 10,74 45,40

Ìоло÷ная 37,24 17,19 – –

Всего 58,68 74,34 12,33 50,00

Неидентифиöированных 41,32 25,60 87,67 50,00

Приìе÷ание: „–” – ìоло÷ная кислота не обнаружена.
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Óстановлено, ÷то исследуеìые штаììы баöилл обладают высокой 
антагонисти÷еской активностью к фитопатогенныì бактерияì, это ìожет 
быть обусловлено синтезоì БÀВ разли÷ной природы. Бактерии B. subtilis 
ÈÌВ В-7023 угнетали рост всех исследуеìых штаììов фитопатогенов. 
При этоì антагонисти÷еская активность B. subtilis ÈБ-22 была несколь-
ко ниже, ÷еì у B. subtilis ÈÌВ В-7023. Однако под влияниеì штаììа 
B. subtilis ÈБ-22 радиус зоны угнетения роста Erwinia carotovorum 
subsp. carotovora 8982 был на 30% большиì, ÷еì у B. subtilis ÈÌВ 
В-7023 (табл. 4).

Òаблиöа 4

àнтагонистическая активность B. subtilis èÌâ â-7023 и B. subtilis èÁ-22 к 
фитопатогенам сельскохозяйственных растений

Table 4

antagonіstіc actіvіty of B. subtilis iMv v-7023 and B. subtilis ib-22 to 
phytopathogenes of agrіcultural plants

Штаммы фитопатогенных
 бактерий

Ðадиус зоны (мм) угнетения 
фитопатогенов бациллами

B. subtilis èÌâ â-7023 B. subtilis èÁ-22

P. syringae pv. syringae 8511 7,9 ± 0,4 3,2 ± 0,2

P. fluorescens 8573 4,6 ± 0,3 2,0 ± 0,1

P. syringae pv. atrophaciens 912 4,0 ± 0,3 3,6 ± 0,2

X. campestris pv. campestris 
8003b

19,6 ± 0,3 19,6 ± 0,3

E. carotovorum subsp. caroto-
vora 8982

7,9 ± 0,6 11,3 ± 0,3

C. michiganensis subsp. 
michiganensis 13a

16,1 ± 2,6 13,2 ± 0,6

C. michiganensis subsp. 
michiganensis 102

14,0 ± 1,3 9,8 ± 0,9

A. tumefaciens 8628 2,3 ± 0,4 –

Приìе÷ание: зона угнетения Agrobacterium tumefaciens 8628 отсутствует;

Ñледует отìетить, ÷то синтезируеìые баöиллаìи БÀВ ìогут при-
ниìать у÷астие в инактиваöии стресс-агентов. Представляло интерес 
исследовать влияние ÊÑ B. subtilis ÈÌВ В-7023 и B. subtilis ÈБ-22 на 
снижение окислительного стресса у сеìян вики сорта Ìаргарита. Òак, 
ранее было показано, ÷то B. subtilis ÈÌВ В-7023 оказывал антиокси-
дантное действие на сеìена злаковых культур, которые подвергались 
оксидативноìу стрессу [8].
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Óстановлено, ÷то после обработки сеìян вики сорта Ìаргарита, 
которые предварительно подвергались действию перекиси водорода на 
протяжении 25 ìин, культуральной средой B. subtilis ÈÌВ В-7023 на-
блюдали восстановление их всхожести на 51,9% и увели÷ение коли÷ества 
норìально сфорìированных проростков – на 58,6%. Это также снижало 
проöент пораженности проросших сеìян грибаìи (табл. 5). Обработка 
сеìян этого же сорта вики, после действия на них стресс-фактора (Н2О2), 
культуральной средой B. subtilis ÈБ-22 способствовало восстановлению 
их всхожести на 44,9%, при этоì коли÷ество норìально сфорìированных 
проростков возрастало на 54,2%. Проросшие сеìена в ìеньшей степени 
поражались грибаìи (табл. 5). Àналоги÷ные данные были полу÷ены и 
для сеìян яровой пшениöы сорта Òор÷инская [9].

Òаблиöа 5

âлияние культуральных сред B. subtilis èÌâ â-7023 и B. subtilis èÁ-22 на 
всхожесть семян, количество нормально сформированных проростков и степень их 

поражения грибами
Table 5

influence of cultural medіa of B. subtilis iMv v-7023 and B. subtilis ib-22 on seed 
germіnatіon, amount of the normally formed plantlets and degree of theіr affectіon 

by fungі

âариант

âсхожесть семян
Êоличество про-

ростков поражен-
ных грибами

Êоличество нор-
мально сформиро-
ванных проростков

количество
% к 
конт-
ролю

количество
% к 
конт-
ролю

количество
% к 
конт-
ролю

Êонтроль, Н2О2 28,3 ± 1,1 100,0 24,3 ± 2,3 100,0 22,7 ± 4,9 100,0

Н2О2 + ÊÑ B. subtilis 
ÈÌВ В-7023

43,0 ± 0,0 151,9 10,0 ± 1,0 41,2 36,0 ± 3,2 158,6

Н2О2 + ÊÑ B. subtilis 
ÈБ-22

41,0 ± 0,0 144,9 9,0 ± 0,8 37,0 35,0 ± 2,9 154,2

 
Приìе÷ание: контроль – сеìена, обработанные 50% Н2О2 на протяжении 25 ìин;
всхожесть сеìян не подвергнутых действию Н2О2 составляла 41,0 шт. из 50.

Проведенные исследования свидетельствуют, ÷то антиоксидантные 
систеìы сеìян не справляются с нарастаниеì оксидативного стресса, 
который вызван высокиìи конöентраöияìи оксиданта при его продолжи-
тельноì действии. Ñоответственно в клетках возникает ряд повреждений 
важных биоìакроìолекул, которые ведут к гибели öелого организìа [12]. 
Наìи показано, ÷то восстановлению редокс-состояния сеìян способству-
ют бактерии рода Bacillus. Ñледует отìетить, ÷то эти ìикроорганизìы 
обладают сложныì протекторныì коìплексоì, который состоит из со-
единений как энзиìной, так и неэнзиìной природы.
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Òакиì образоì, штаììы B. subtilis ÈÌВ В-7023 и B. subtilis ÈБ-22, 
благодаря синтезу ряда биологи÷ески активных веществ (энзиìы, 
аìинокислоты, органи÷еские кислоты, соединения фенольной природы и 
др.), ìогут оказывать положительное влияние на прорастание, всхожесть 
сеìян и развитие проростков. По-видиìоìу, коìплекс этих соединений 
играет зна÷ительную роль в защите растений от фитопатогенов и по-
зволяет снижать окислительный стресс у сеìян, подвергнутых действию 
активных форì кислорода.
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âпËèâ ÁiÎËÎÃiЧÍÎ àÊÒèâÍèÕ ÐÅЧÎâèÍ 
ФÎсФàÒÌiÍÅÐàËiЗуЮЧèÕ ШÒàÌiâ ÐÎäу BACILLUS 
Íà  ÍàсiÍÍß ÐÎсËèÍ, ßÊÅ ЗàЗÍàËÎ ÎÊсèäàÒèâÍÎÃÎ 

сÒÐÅсу

Ðеферат

Ìета. Äослідження впливу біологі÷но активних ре÷овин, що син-
тезуються  фосфатìінералізую÷иìи штаìаìи роду Bacillus на насіння 
рослин, яке зазнало оксидативного стресу. Ìетоди. Використано ряд 
ìікробіологі÷них і біохіìі÷них ìетодів. Ðезультати. Встановлено, що 
штаìи Bacillus subtilis IÌВ В-7023 і Bacillus subtilis IБ-22 здатні ìінера-
лізувати гліöерофосфат кальöію, який в середовищі був єдиниì джерелоì 
фосфорного живлення, і продукувати в культуральне середовище (ÊÑ) 
біологі÷но активні ре÷овини (БÀÐ), які позитивно впливають на пророс-
тання, схожість насіння і розвиток проростків. Êоìплекс БÀÐ, що син-
тезується öиìи баöилаìи в ÊÑ вклю÷ає ензиìи, аìінокислоти, органі÷ні 
кислоти, сполуки фенольної природи та ін. В кожноìу класі öих ре÷овин 
виявлені сполуки, які ìають антиоксидантні властивості: серед ензиìів – 
каталаза, пероксидаза, супероксиддисìутаза; аìінокислот – L-ìетіонін, 
L-лізин, L-гістидин; органі÷них кислот – ìоло÷на, пропіонова, ìасляна. 
Вище перераховані БÀÐ ìожуть брати у÷асть у зниженні оксидативного 
стресу у насіння сільськогосподарських культур. âисновки. Біологі÷но 
активні ре÷овини Bacillus subtilis IÌВ В-7023 і Bacillus subtilis IБ-22 
відіграють важливу роль у захисті рослин від фітопатогенних бактерій, 
зокреìа від штаìів Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Clavibacter, які 
завдають зна÷ної шкоди урожаю зернових, бобових та ово÷евих культур.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : Bacillus subtilis, біологі÷но активні ре÷овини, 
аìінокислоти, ензиìи, оксидативний стрес.
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influence of bioactive substances PhosPhate-
MineraliZing strains genus BACILLUS on Plants 

seeds effected by oxidative stress

summary

The aіm of work was to investigate the influence of some bioactive 
substances of phosphate-mineralizing strains genus of Bacillus on the 
seeds of plants effected by oxidative stress. Methods. Using a number of 
microbiological and biochemical methods. results. It was determined that 
strains of Bacillus subtilis IMV V-7023 and Bacillus subtilis IB-22 able to 
mineralize neurosin that in medium was the only source of phosphoric feed, 
and product here a row biologically active substances (BAS), that positively 
influence on a germination, likeness of seed and development of plantlets. A 
complex BAS, that is synthesized by these bacilli in a cultural medium are 
enzymes, amino acids, organic acids, connections of phenolic nature and 
other. In every class of these substances found out connections, possessing 
antioxidant properties: among enzymes is catalase, peroxidase, superoxide 
dismutase; amino acids – L-methionine, L-lysin, L-histidin; organic acids 
– lactic, propionic, butyric. Higher enumerated BAS can take part in the 
decline of oxidative stress at the seed of agricultural cultures. conclusіons. 
It is also set that the bioactive substances of Bacillus subtilis IMV V-7023 
and Bacillus subtilis IB-22 play an important role protecting of plants from 
phytopathogenic bacteria. In particular from the strains of Pseudomonas, 
Xanthomonas, Erwinia, Clavibacter, that inflict severe losses to the harvest 
of grain, leguminous and vegetable crops.

K e y  w o r d s : Bacillus subtilis, biologically active substances, amino 
acids, enzymes, oxidative stress.

спèсÎÊ èспÎËьЗÎâàÍÍÎé ËèÒÅÐàÒуÐЫ

1. ДСТУ 4138-2002. Насіння сільськогосподарських культур. Ìетоди 
визна÷ення якості. Чинний від 2004-01-01. – Êиїв: Äержспоживстандарт 
Óкраїни, 2003. – 173 с.

2. Еãоров Н. С. Практикуì по ìикробиологии. – Ìосква: Èзд-во 
ÌГÓ, 1976. – 307 с.

3. Курдиш I.К. Iнтродукöія ìікроорганізìів у агроекосистеìи. – 
Êиїв:Наук. дуìка. – 2010. – 253 с.

4. Лакин Г.Ф. Биоìетрия. – Ì.: Высш. шк., 1968. – 24 с.



ВПËÈВ БIОËОГIЧНО ÀÊÒÈВНÈХ ÐÅЧОВÈН ФОÑФÀÒ ÌIНÅÐÀËIЗÓЮЧÈХ ШÒÀÌIВ ÐОÄÓ ...

51ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2. С. 41–51

5. Ìеëентьев А.И. Àэробные спорообразующие бактерии Bacillus 
Cohn в агроэкосистеìах. – Ìосква: Наука, 2007. – 149 с.

6. Рой А.А., Рева О.Н., Курдиш И.К., Смирнов В.В. Биологи÷еские 
свойства фосфатìобилизирующего штаììа Bacillus subtilis ÈÌВ В-7023 // 
Прикладная биохиìия и ìикробиология. – 2004. – Ò. 40, ¹ 5. – Ñ. 551–557.

7.  Рой А.А., Пасичник Л.А., Церковняк Л.С., Ходос С.Ф., Кур-
диш И.К. Влияние бактерий рода Bacillus на возбудителя бактериального 
рака тоìатов // Ìікробіол. журн. – 2012. – Ò. 74, ¹ 5. – Ñ. 74–80.

8. Скороõод I.О., Церковняк Л.С., Курдиш I.К. Àнтиоксидантна дія 
Bacillus subtilis і Azotobacter vinelandii на насіння злакових культур // 
Ìікробіол. журн. – 2011. – Ò. 73, ¹ 1. – Ñ. 44–50.

9.  Скороõод И.А., Рой А.А., Курдиш И.К., Ìеëентьєв А.И. Некоторые 
биологи÷еские свойства штаììов Bacillus subtilis, выделенных из ÷ер-
нозеìа разли÷ных географи÷еских регионов. Ñборник ìатериалов VIII 
Ìеждун. конфер. 19–22 ноября 2012. Êиев: Ìикробные биотехнологии: 
актуальность и будущее. daRstim 2012. – Ñ. 299–300.

10.  Унифицированные ìетоды анализа вод / Под ред. Ю.Ю. Ëурье. 
– Ì.: Хиìия, 1971. – 207 с.

11.  Церковняк Л.С. Біологі÷но активні сполуки Azotobacter vinelandii 
IÌВ В-7076 і Bacillus subtilis IÌВ В-7023та їх вплив на рослини: Àвто-
реф. дис. канд. біол. наук. – Êиїв, 2011. – 23 с.

12.  Шакирова Ф.Ì. Неспеöифи÷еская устой÷ивость растений к 
стрессовыì фактораì и ее регуляöия. ÓФÀ: Гилеì, 2001. – 160 с.

13.  Штаркман И.Н., Гудков С.В., Черников А.В., Брусков В.И. 
Образование перекиси водорода и гидроксильных радикалов в водных 
растворах L-аìинокислот при воздействии рентгеновского излу÷ения и 
тепла // Биофизика. – 2008. – 53, вып. 1. – Ñ. 5–13.

14.  Bradford M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation 
of microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye 
binding // Anal. Biochem. – 1976. – 72. – P. 248–254.

15.  Folin O., Ciocalteu V. On tyrosine and tryptophane determinations 
in proteins // J. Biol. Chem. – 1927. – V. 73, ¹ 2. – P. 627–650.

16. Singleton V.L., Rossi J.A. Colorimetry of total phenolics with 
phosphomolybdic-phoungstic acid reagent // Am. J. Enol. Vitic. – 1965. 
– V. 16. – P. 144–158.

17.  Wrolstad R.E., Wiley V.L., Orthofer R., Lamuela-Raventos R.M. 
Analysis of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants 
by means of Folin-Ciocalteu Reagent // Methods in Enzymology. – 1999. 
– V. 299. – P. 152–178.

18.  Патент Óкраїни ¹ 54923 À. Штаì Bacillus subtilis для одержан-
ня бактеріального препарату для рослинниöтва / Êурдиш I.Ê., Ðой À.О. 
/ Опубл. 17.03 2003. Бюл. ¹ 3.

19. Патент RU 2178970, ÌÊÈ À 01 N 63/00. Штаìì Bacillus subtilis 
ÈБ-22 – продуöент öитокининов /Ìелентьев À.È., Êудоярова Г.Ð., Весе-
лов Ñ.Ю., Àрхипова Ò.Н., Гильванова Å.À., Óсанов Н.Г., Êузьìина Ë.Ю., 
Ñиìонян Ì.В., Бюл. ¹4, опубл. 10.02.2002.

Ñтаття надійшла до редакöії 17.04.2013 р.



Í.Ю. âасильєва, Í.â. Êоротаєва,  Ì.Ì. панченко, â.Î. iваниця

52 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2. С. 52–65

ÓÄÊ 579.852.11.24

Í.Ю. âасильєва, Í.â. Êоротаєва,  Ì.Ì. панченко, â.Î. iваниця 
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова.

вул. Äворянська, 2, Одеса, 65082, Óкраїна, тел. +38(0482)63 79 15,
e-mail: tatkamic@onu.edu.ua

ÌàÒÅÌàÒèЧÍèé àÍàËiЗ  Òà ÎпÒèÌiЗàÖiß 
сÊËàäу пÎЖèâÍÎÃÎ сÅÐÅäÎâèЩà äËß ШÒàÌу 

LACTOBACILLUS  PLANTARUM  onu87 

Мета. Оптимізація скëаду поживноãо середовища дëя куëьтивуван-
ня моëочнокисëиõ бактерій штаму L. plantarum ONU87 з одночас-
ним вивченням впëиву компонентів різниõ поживниõ середовищ на 
ростові õарактеристики і антаãоністичну активність циõ бактерій. 
Методи. Антаãоністичну активність штаму L. plantarum ONU87 по 
відношенню до Rhizobium radiobacter C58 in vitro визначаëи методом 
подвійниõ аãаровиõ шарів. Титр аãробактерій визначаëи методом 
серійниõ розведень з наступним висівом на щіëьне середовище MRS. 
Оцінку впëиву кожноãо чинника поживноãо середовища на показники, 
що перевіряëи,здійснюваëи за допомоãою неповної реãресійної модеëі. 
Оптимізація середовища базуваëася на пëануванні з використанням 
центраëьноãо композиційноãо ортоãонаëьноãо експерименту. Пара-
метром оптимізації сëуãував показник концентрації бактерій. Ре-
зультати. У резуëьтаті проведениõ досëіджень встановëено, що на 
накопичення бактерій та їõ антаãоністичну активність впëивають 
скëад компонентів поживниõ середовищ та їõ співвідношення, що буëо 
показано у одержаниõ математичниõ модеëяõ. Кінцевим  резуëьтатом 
проведениõ досëіджень є поживне середовище OLB (ãëюкоза – 22,5 ã/ë, 
пептон – 8,5 ã/ë, дріжджовий екстракт – 4,5 ã/ë, K2HPO4 – 6,0 ã/ë, 
Na цитрат – 2,0 ã/ë, CH3COONa½3H2O – 25,0 ã/ë, MgSO4 – 0,2 ã/ë, 
MnSO4 – 0,2 ã/ë та Fe SO4 –0,05 ã/ë), за росту на якому концентрація 
ëактобактерій у стаціонарній фазі росту зросëа до 3,5±0,1½1010 кë/
мë. Висновки. Ìатематичне пëанування експерименту дозвоëиëо 
при незначній зміні кіëькісноãо скëаду поживноãо середовища значно 
збіëьшити накопичення біомаси. 

Кëючов і  с ë о ва : Lactobacillus  plantarum, антаãоністична активність 
до Rhizobium radiobacter, оптимізація поживноãо середовища, матема-
тична модеëь, коефіцієнт реãресії, центраëьний композиційний орто-
ãонаëьний експеримент.

Ó попередніх дослідженнях було встановлено антагоністи÷ні влас-
тивості бактерій Lactobacillus  plantarum,  які є норìальниìи ìешкан-
öяìи філосфери та ризосфери рослин, до фітопатогенних бактерій [8]. 

© Н.Ю. Васильєва, Н.В. Êоротаєва,  Ì.Ì. Пан÷енко, В.О. Iваниöя, 2013
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Àнтагоністи÷на активність лактобактерій зуìовлена дією неспеöифі÷них 
(органі÷ні кислоти, низький окисно-відновний потенöіал, конкурентність 
за поживні ре÷овини) та спеöифі÷них (антибіотики та бактеріоöини) 
факторів [12]. На сьогодні, саìе використання пробіоти÷них бактерій є 
альтернативою хіìі÷ниì ìетодаì боротьби з фітопатогенаìи [11].

Äля розробки пробіоти÷них препаратів постає зада÷а оптиìізаöії 
складу поживного середовища, оскільки, кожен штаì бактерій ìає свої 
особливості  росту та хар÷ові потреби. Òрадиöійно склад поживного се-
редовища визна÷ається ìетодоì тривалого еìпіри÷ного підбору, в ході 
якого визна÷ається якісний і кількісний склад коìпонентів середовища. 
На сьогодні для полегшення öієї зада÷і все ÷астіше застосовують ìатеìа-
ти÷ний апарат [5, 7, 10]. Використання ìатеìати÷них ìетодів планування 
і обробки результатів експериìентів зна÷но скоро÷ує трудоìісткість і 
тривалість виконання öієї зада÷і. Планування експериìенту дозволяє 
варіювати одно÷асно важливі фактори і отриìувати кількісні оöінки як 
саìих факторів, так і ефектів взаєìодії ìіж ниìи [7]. Ìоло÷нокислі бак-
терії потребують складний набір ìінеральних і органі÷них коìпонентів 
середовища, що виìагає уважного та öілеспряìованого підходу до їх 
вибору та збалансування [1, 13].

Ìетою роботи були ìатеìати÷ний аналіз на підставі неповної лінійної 
регресії впливу коìпонентів поживних середовищ, їх суìісної дії на по-
казники росту та антагоністи÷ну активність штаìу L. plantarum ONU87 
та оптиìізаöія складу поживного середовища з застосуванняì ìетоду 
ìатеìати÷ного планування експериìенту на підставі öентрального коì-
позиöійного ортогонального плану.

Ìатеріали і методи
В роботі використовували штаì ìоло÷нокислих бактерій Lactobacillus 

plantarum ONU87 [8] та патогенний штаì Rhizobium radiobacter C58, що 
викликає бактеріальний рак винограду, люб’язно наданий Ф.I. Òовка÷еì 
з Iнституту ìікробіології і вірусології іìені Ä.Ê. Заболотного НÀНÓ. 

Äля культивування ìоло÷нокислих бактерій  використовували різні 
поживні середовища, які відрізняються якісниì і кількісниì складоì 
інгредієнтів (табл. 1). Поживні середовища були виготовлені на осно-
ві реöептур  фірìи HiMedia Laboratories Pvt. Limited (http://www.
himedialabs.ru/). 

Ëактобактерії культивували у колбах об’єìоì 250 ìл у 50 ìл серед-
овища за теìператури 37 °Ñ впродовж 60 год. Ñередовища засівали по-
сівниì ìатеріалоì, який вирощували на середовищі MRS протягоì 24 год.

Òитр лактобактерій визна÷али ìетодоì серійних розведень з наступ-
ниì висівоì на щільне середовище MRS [4, 6]. Äля розрахунку питоìої 
швидкості росту бактерій (m) і ÷асу подвоєння (Т) використовували 
стандартні ìетодики [4, 6].
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Àнтагоністи÷ну активність досліджуваного штаìу лактобаöил по 
відношенню до Rhizobium radiobacter C58 in vitro визна÷али ìетодоì 
подвійних агарових шарів на середовищі LB при 28 °Ñ [3, 12]. Ñтупінь 
антагоністи÷ної активності оöінювали за шкалою: «» – відсутність ан-
тагоністи÷ної активності (зони інгібування росту Rhizobium radiobacter 
C58 відсутні); «+»  – низька антагоністи÷на активність (діаìетр зони  
інгібування росту  – до 0,3 сì), «++» – середня антагоністи÷на актив-
ність (діаìетр зони інгібування росту – 0,3–0,5 сì); «+++» – висока 
антагоністи÷на активність (діаìетр зони інгібування росту більше 0,5 сì).

Äля розрахунку лінійної регресійної ìоделі використовували ìетод 
найìенших квадратів [2, 10]. Ñклад середовища оптиìізували за допо-
ìогою öентрального коìпозиöійного ортогонального експериìенту [7]. 
Êритерієì оптиìізаöії слугувала конöентраöія життєздатних бактерій.

Ìатеìати÷ну обробку результатів досліджень здійснювали за допо-
ìогою програì Microsoft Excel 2007 і MatLab R2009a.

Ðезультати та їх обговорення
За росту на середовищах різного складу було визна÷ено конöентраöію 

бактерій L. plantarum ONU87 на ìоìент виходу культури в фазу стаöі-
онарного росту, об÷ислено питоìу швидкість росту та період подвоєння 
бактерій (табл. 2).

Òаблиöя 2

показники характеристик росту штаму L. plantarum onu87 
на середовищах різного складу

Òable 2

indіcators of straіn  L. plantarum onu87 growth characterіstіcs  
on dіfferent medіa

середовище
питома швидкість 

росту, год-1

період 
подвоєння, год

Êонцентрація бактерій
 у фазі стаціонарного росту, 

ÊуÎ/мл

MRS 0,27 2,56 3,9±0,3½107

LP 048 0,21 3,30 9,1±0,1½108

LP 641 0,16 4,33 8,0±0,6½108

LP 927 0,16 4,33 4,4±0,1½106

LP 407 0,25 2,77 1,2±0,1½106

LP 1180 0,36 1,92 5,7±0,4½109

LP 2 0,12 5,77 4,1±0,1½108

LP 4 0,34 1,87 8,0±2,9½106

LP 7 0,12 5,57 4,1±0,1½108
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Як видно з наведених даних, ріст ìоло÷нокислих бактерій L. planta-
rum ONU87 законоìірно залежить від складу поживних середовищ, що 
відображається в відìінностях ìіж ростовиìи характеристикаìи. Òак, 
наприклад, ìаксиìальний показник  конöентраöії клітин у фазі стаöі-
онарного росту – 5,7±0,4½109 ÊÓО/ìл реєстрували за культивування 
штаìу на середовищі  LP 1180, а ìініìальне зна÷ення öього показника 
(1,2±0,1½106 ÊÓО/ìл) – на середовищі LP 407 (табл. 2, рис. 1).

Ñаìе на середовищі LP 1180 реєстрували найбільші зна÷ення питоìої 
швидкості росту (0,36 год-1) та короткий ÷ас подвоєння кількості клітин 
– 1,92  години (табл. 2). 

Ðис. 1. Êриві росту штаму L. plantarum onu87  на середовищах різного складу 

fіg. 1. the growth curves of straіn L. plantarum onu87on dіfferent medіa

Àналіз динаìіки кислотності середовища показав, що на відìіну від 
стріìкого зниження рН на середовищі MRS (до рН 3,0), при використанні 
середовищ  LP 1180, LP 407, LP 641 та LP 4 ìало ìісöе більш повільне 
зниження рН. Ó öих варіантах досліду після 36 години культивування 
показники кислотності середовища стабілізувалися на рівні рН 4,0 і до 
ìоìенту закін÷ення культивування (60 год) не зìінювалися.

Àнтагоністи÷ну активність L. plantarum ONU87 по відношенню до 
збудника бактеріального раку винограду R. radiobacter C58 визна÷али 
÷ерез 12, 20, 24, 36, 48, 60 годин культивування бактерій. Показано, що 
найвищу антагоністи÷ну активність L. plantarum ONU87 продеìонстрував 
на середовищах LÐ 1180, LÐ 641, LÐ 2, LÐ 407 та LÐ 4 (табл. 3). 
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Òаблиöя 3
àнтагоністична активність L. plantarum  onu87 до  R. radiobacter c58 

на  середовищах різного складу 
Table 3

antagonіstіc actіvіty of L. plantarum  onu87 growіng on dіfferent culture 
medіa compared wіth R. radiobacter c58

середовище
Час

12 год 20 год 24 год 36 год 48 год 60 год

MRS + + – – – –

LP 048 ++ +++ ++ + – –

LP 641 ++ +++ +++ +++ +++ ++

LP 927 ++ +++ +++ ++ + –

LP 407 ++ +++ +++ +++ ++ ++

LP 1180 ++ +++ +++ +++ +++ +++

LP 2 ++ +++ +++ +++ ++ –

LP 4 ++ +++ +++ ++ ++ –

LP 7 ++ ++ + + – –

Проведений однофакторний дисперсійний аналіз (рис. 2) статисти÷но 
підтвердив існування достовірного розходження ìіж показникаìи, що 
контролювали (табл. 2 і 3). Äостовірність підтверджена за допоìогою по-
рівняння табли÷ного і розрахованих зна÷ень критерію Фішера (Fтабл<Fфакт) 
і визна÷ення статисти÷ної зна÷иìості різниöі ìіж середніìи зна÷енняìи. 

Ðис. 2. Ðезультати однофакторного дисперсійного аналізу  
а – конöентраöія  бактерій,  ÊÓО/ìл, b – рівень антагоністи÷ної активності

fіg. 2. the results of sіngle-factor dіspersіon analysіs  
a – the concentration of bacteria, CFU/ml, b – the level of antagonistic activity

а      b
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При перевірöі  різниöі ìіж показникаìи конöентраöії ìоло÷нокис-
лих бактерій та рівняìи антагоністи÷ної активності підтверджено, що 
нерівність існує:  Ftab(19,16)<Fфакт(76,52) для показника ÊÓО/ìл та 
Ftab(19,16)  < Fфакт (58,52) для рівня антагоністи÷ної активності.

За оöінювання ступеня впливу кожного з коìпонентів поживних се-
редовищ на досліджувані показники за допоìогою неповної регресійної 
ìоделі, особливу увагу звертали на показники ìатеìати÷ного о÷ікування, 
зна÷ення якого, відповідно до закону норìального розподілу, повинно 

бути ìініìальниì (у найкращоìу випадку 0)ˆ( ≈uM ), на показники дис-
персії (sigma) і зна÷ення квадрата поìилки ìоделі (MSE), зна÷ення яких 
так саìо ìає бути ìініìальниì.

Вибір найбільш адекватної ìоделі серед усіх прорахованих, проводили 
на підставі отриìаних статисти÷них оöінок. Öе допоìогло визна÷ити вплив 
кожного коìпонента поживних середовищ, використаних у експериìенті 
на показник, що перевірявся.

Незалежниìи зìінниìи для побудови ìоделі вибрали: х1-пептон, 
х2  – дріжджовий екстракт, х3 – глюкоза, х4 – ì’ясо-пептонний бульйон, 
х5 – натрій оöтовокислий (CH3COONa х 3H2O), х6 – öитрат аìонію 
(C6H17O7N3), х7 – гідроортофосфат натрію (Na2HPO4), х8 –  гідроорто-
фосфат калію (K2HPO4).

Зна÷ення коефіöієнта регресії характеризує ступінь впливу відповід-
ного фактора на ріст і активність культури бактерії. Найбільш зна÷ущі 
розраховані ìоделі наведені у таблиöі 4.

Òаблиöя 4

Ìатематичні моделі, розраховані на підставі неповної регресії, та їх статистичні 
оцінки для показників, що перевіряли  

Table 4

the mathematіcal models, calculated on the basіs of іncomplete regressіon and 
statіstіcal estіmates for verіfіable bіologіcal іndіcators

Ìатематичні моделі по показнику загальної кількості клітин 

iндекс 
моделі

Ìодель sіgma Mse MaPe fst )ˆ(uM

à
Y= 2,015x1+0,52x2+0,26x3-
0,54x4 +0,057x5-1,80x6-1,05x7

0,102 0,022 0,015 521,54 -5,28e-013

b
Y= 1,03x1+0,32x3-0,067x5-0,45x6 
+0,86x8

0,16 1,40 0,43 252,54 -2,06e-013

Ìатематичні моделі по показнику рівня антагоністичної активності

à1
Y= 0,05x1-0,18x2+0,13x3-0,22x4 
+0,09x5-0,44x6+1,26x7

0,39 0,088 18,78 15,10 -4,78e-014

b1
Y= 0,14x1+0,078x3+0,07x5-
1,44x6+ 1,21x8

0,39 0,17 29,32 22,32 -1,95e-014
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Àналізую÷и наведені у таблиöі 4 ìоделі, ìожна дослідити законоìір-
ну зìіну коефіöієнтів регресії в залежності від кожного досліджуваного 
показника.

Наприклад, коефіöієнти регресії при зìінних х1 (пептон), х2 (дріж-
джовий екстракт)  та х3 (глюкоза ) були ìаксиìальниìи для ìоделей, 
що описують вплив коìпонентів поживних середовищ на конöентраöію 
бактерій (ìоделі À та В) (табл. 4). Проведена ìатеìати÷на обробка 
статисти÷но підтвердила, що дійсно, для росту культури ìоло÷нокислих 
бактерій необхідні середовища складного багатокоìпонентного складу. 
В даноìу випадку зна÷ення коефіöієнтів регресії зна÷но перевищували 
вели÷ину довір÷ого інтервалу (dbi = 0,005), що вказує на необхідність 
вклю÷ення до складу органі÷ної складової поживних середовищ для куль-
тивування ìоло÷нокислих бактерій усіх зазна÷ених факторів.

Вели÷ини коефіöієнтів  регресії при зìінних х5 (натрій оöтовокислий), 
х6 (öитрат аìонію), х7 (гідроортофосфат натрію) та  х8 (гідроортофосфат 
калію)  були незна÷ниìи, що свід÷ить про те, що öі коìпоненти пожив-
них середовищ ìенш пріоритетні для росту досліджуваних  бактерій, у 
порівнянні з вищезазна÷ениìи. Отриìані за допоìогою ìатеìати÷ного 
аналізу дані повністю співпадають з літературниìи джерелаìи [13, 9]. 
Ëактобактерії є ауксотрофниìи організìаìи і тоìу виìогливі до складу 
шту÷них поживних середовищ [9]. Äля їх росту в поживне середовище 
вносять різні добавки: дріжджовий екстракт, дріжджовий автолізат, які 
ìістять незаìінні аìінокислоти та вітаìіни.

I, навпаки, саìе зìінні х5, х6, х7 та х8 ìають більше зна÷ення для ан-
тагоністи÷ної активності штаìу L. plantarum ОНÓ87 (табл. 4). В ìоделях 
À1 і В1 виявлено зростання вели÷ин коефіöієнтів регресії при öих зìінних 
ìайже у 10 разів (табл. 4) у порівнянні з ìоделяìи À і В (табл. 4).

Пріоритетні для öих ìоделей фактори х7 (Na2HPO4) і х8 (K2HPO4) є 
джерелаìи фосфору, який необхідний ìікроорганізìаì для синтезу ряду 
найважливіших фосфатовìісних сполук. 

На підставі отриìаних даних (табл. 2 і 3) та результатів ìатеìати÷но-
го аналізу (табл. 4) ìожна зробити висновок, що найбільш сприятливиì 
середовищеì для культивування штаìу L. plantarum ONU87 є серед-
овище LB 1180, яке ìоже бути використане для подальшої оптиìізаöії за 
допоìогою öентрального ортогонального коìпозиöійного експериìенту.

Ґрунтую÷ись на отриìаних результатах, для подальшої  роботи 
з оптиìізаöії поживного середовища вибрали коìбінаöію з пептону, 
дріжджового екстракту  та глюкози, що позна÷атиìуться як ÷инники: 
х1 – глюкоза, х2 – пептон, х3 – дріжджовий екстракт. Êожен з öих фак-
торів досліджували на трьох рівнях (нижньоìу, середньоìу і верхньоìу) 
(табл. 5) та у «зоряних то÷ках» (табл. 6). Виходя÷и зі складу поживних 
середовищ, використаних в попередніх експериìентах, визна÷или верхні 
і нижні рівні зна÷ущих ÷инників (табл. 5). 



Í.Ю. âасильєва, Í.â. Êоротаєва,  Ì.Ì. панченко, â.Î. iваниця

60 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2. С. 52–65

 Òаблиöя 5
Îдиниці варіювання (λ) і концентрації компонентів середовищ  на нижньому 

(-1), середньому (0) і верхньому рівнях (+1)
Table 5

the varіatіon unіts (λ) and the concentratіon of medіa components on the bottom 
(-1), the mіddle (0) and upper levels (+1)

Чинники Фактор
Íижній 
рівень
(-1)

середній 
рівень
(0)

âерхній 
рівень
(+1)

Îдиниця 
варіювання

(λ)

Глюкоза х1 15,0 20,0 25,0 5,0

Пептон х2 7,0 10,0 13,0 3,0

Äріжджовий 
екстракт 

х3 2,5 5,0 7,5 2,5

Взагалі, розробка ìатеìати÷ної ìоделі у öентральноìу ортогонально-
ìу коìпозиöійноìу плані передба÷ає принöип від «простого до складно-
го». Ó вигляді поліноìа öей принöип озна÷ає перехід від поліноìа першо-

го порядку  

до поліноìа другого порядку

.
Проведення факторного експериìенту полягає у визна÷енні впливу 

обраного ÷инника на показник оптиìізаöії. При плануванні за такою 
схеìою реалізовані всі ìожливі коìбінаöії, які наведені у таблиöі 6.

Äля розрахунку пото÷ної дисперсії ( ) кожен дослід здійснювали 
у трьох повторах, на основі ÷ого отриìали необхідні для 5% рівня зна-
÷иìості результати, за якиìи визна÷али дисперсію їх відтворюваності, 
а з урахуванняì критерію Ñтьюдента  і ìежу зна÷ущості коефіöієнтів 
регресії (табл. 6).

На підставі коефіöієнтів регресії після проведення öентрального орто-
гонального коìпозиöійного експериìенту отриìана ìатеìати÷на ìодель 
залежностей конöентраöії бактерій штаìу L. plantarum ONU87 (Y) від 
конöентраöій у середовищі коìпонентів х1, х2, х3:  

Y=0,43-0,58x1+0,7x2+0,19x3+0,2x1x3+0,19x2x3+0,59x1
2+0,71x2

2+0,98x3
2, 

де x1 – глюкоза, x2 – пептон, x3 – дріжджовий екстракт, Y – конöен-
траöія бактерій.

Після знаходження коренів рівнянь, об÷ислювали пошукувані кон-
öентраöії факторів середовища використовую÷и форìулу:

ci=xiλ+c0i

де  хi – кодоване зна÷ення фактора (безрозìірна вели÷ина); ci  та 
c0i  – натуральні зна÷ення фактора (відповідно пото÷не зна÷ення і зна-
÷ення на нульовоìу рівні); λ – натуральне зна÷ення інтервалу варіювання 
факторів (ΔÑ) [7].
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За розрахунковиìи показникаìи оптиìізоване поживне середовище 
(середовище OLB) для збільшення загальної кількості бактерій L. plan-
tarum ONU87 ìає наступний склад (г/л): глюкоза – 22,5, дріжджовий 
екстракт – 4,5, пептон – 8,5, натрій оöтовокислий – 25,0, гідроортофос-
фат калію – 6,0, öитрат аìонію 3-х заìіщений  – 2,0, сульфат ìагнію, 
ìарганöю і заліза в слідових кількостях.

При перевірöі оптиìізованого середовища OLP, отриìаного за ре-
зультатаìи öентрального ортогонального коìпозиöійного експериìенту, 
показано, що конöентраöія бактерій штаìу L. plantarum ONU87 досягала 
зна÷ення 3,51±0,10½1010 кл/ìл у порівнянні з 5,7±0,4½109 кл/ìл на вихід-
ноìу середовищі.  При öьоìу питоìа швидкість росту складала 0,34 год-1.

Òакиì ÷иноì, за ìатеìати÷ного аналізу впливу складу поживних 
середовищ на показники конöентраöії бактерій  та рівня антагоністи÷ної  
активності, ìожна зробити висновок, що найбільш зна÷ущиìи для росту 
культури ìоло÷нокислих бактерій є глюкоза, дріжджовий екстракт та 
пептон. Äослідженняìи ìетодоì ìатеìати÷ного планування експери-
ìенту, з використанняì öентрального коìпозиöійного ортогонального 
експериìенту, оптиìізовано поживне середовище, яке дозволяє суттєво 
підвищити врожай бактерій пробіоти÷ного штаìу L. plantarum ONU87.
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ÌàÒÅÌàÒèЧÅсÊèé àÍàËèЗ  è ÎпÒèÌèЗàÖèß сÎсÒàâà 
пèÒàÒÅËьÍÎé сÐÅäЫ äËß ШÒàÌÌà   LACTOBACILLUS 

PLANTARUM onu87

Ðеферат

Öель. Öелью данной работы была оптиìизаöия состава питатель-
ной среды для культивирования штаììа ìоло÷нокислых бактерий 
L. plantarum ONU87 с одновреìенныì изу÷ениеì влияния коìпонентов 
разли÷ных питательных сред на ростовые характеристики и антаго-
нисти÷ескую активность этих бактерий. Ìетоды. Àнтагонисти÷ескую 
активность штаììа лактобаöилл относительно Rhizobium radiobacter 
C58 in vitro определяли ìетодоì двойных агаровых слоев. Òитр агро-
бактерий определяли ìетодоì серийных разведений с последующиì 
высевоì на плотную среду MRS. Оöенку влияния каждого фактора 
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питательных сред на исследуеìые показатели проводили с поìощью не-
полной регрессионной ìодели. Оптиìизаöия среды проведена с исполь-
зованиеì öентрального коìпозиöионного ортогонального экспериìента. 
Параìетроì оптиìизаöии служил показатель конöентраöии бактерий. 
Ðезультаты. В результате проведенных исследований показано, ÷то на 
накопление бактерий и их антагонисти÷ескую активность влияет состав 
коìпонентов питательных сред и их соотношение, ÷то было доказано с 
поìощью полу÷енных ìатеìати÷еских ìоделей. Êоне÷ныì результатоì 
проведенных исследований являлась  питательная среда OLB (глюкоза – 
22,5 г/л, пептон – 8,5 г/л, дрожжевой экстракт – 4,5 г/л, K2HPO4 – 6,0 
г/л, Na öитрат – 2,0 г/л, CH3COONa ½ 3H2O – 25,0 г/л, MgSO4 – 0,2 г/л, 
MnSO4 – 0,2 г/л и FeSO4  0,05 г/л), при росте на которой конöентраöия 
лактобактерий в стаöионарной стадии роста возросла до 3,51±0,10½1010 
кл/ìл. âыводы. Ìатеìати÷еское планирование экспериìента позволило 
при незна÷ительноì изìенении коли÷ественного состава питательной 
среды, зна÷ительно увели÷ить накопление биоìассы. 

Êлю÷евые  слова : Lactobacillus  plantarum, антагонисти÷ес-
кая активность к Rhizobium radiobacter, оптиìизаöия питательной 
среды, ìатеìати÷еская ìодель, коэффиöиент регрессии, öентральный 
коìпозиöионный ортогональный экспериìент.
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MatheMatical analysis and oPtiMiZation of 
the culture MediuM for strain LACTOBACILLUS 

PLANTARUM onu87

summary

aіm. The aim of this work was to optimize the composition of the nu-
trient medium for cultivation the strain L. plantarum ONU87 of lactic acid 
bacteria while studying the impact of various components of culture media 
on the growth characteristics and antagonistic activity of these bacteria. 
Methods. The antagonistic activity of the strain L. plantarum ONU87 
relatively to Rhizobium radiobacter C58 in vitro was determined by the 
double agar layer. The titer was determined by method of  serial delutions 
of Rhizobium radiobacter C58 followed by plating on solid medium MRS. 
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Methodological basis for the work were well-known methods, which allowed 
determine the quantitative values of the index CFU/ml and antagonistic 
activity. Assess the impact of each factor of the growth media on verifiable 
indicators was performed using the partial regression model. Optimization 
of culture medium was performed using the central composite orthogonal 
design. The indicator of bacterial concentration served as a parameter opti-
mization. results. The studies show that the accumulation of bacteria and 
their antagonistic activity depends on the components of culture media and 
their relationship, which was proved by mathematical models. The final result 
of the research was the new culture medium  – OLB (glucose – 22.5 g/l, 
peptone – 8.5 g/l, yeast extract – 4.5 g/l, K2HPO4 – 6.0 g/l, Na citrate  – 
2.0 g/l, CH3COONa ½ 3H2O – 25.0 g/l, MgSO4 – 0.2 g/l, MnSO4  – 0.2 g/l 
FeSO4 – 0.05 g/l) by using it the concentration of lactic acid bacteria in the 
stationary phase of growth increased to 3.51±0.10½1010  CFU/ml.  conclu-
sіon. It has been shown that the mathematical design of the experiments, 
allows with little change in the quantitative composition of the culture 
medium, significantly increase the accumulation of biomass.

K e y  w o r d s :  Lactobacillus  plantarum, culture media, antagonistic 
activity, optimization, the mathematical model, the regression coefficients, 
the central composite orthogonal design.
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ШÅсÒèâàËÅÍÒÍÎÃÎ ÕÐÎÌу

Мета роботи. Вивчити морфо-фізіоëоãічні та біоõімічні особëивості 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій, стійкиõ до підвищениõ концентрацій 
Cr (VI) та досëідити природу донорів та акцепторів еëектронів дëя ниõ. 
Методи. Бактерії куëьтивуваëи у середовищаõ Постãейта В та Пост-
ãейта С за температури 30 °С у пробіркаõ об’ємом 25 мë, за анаеробниõ 
умов. Біомасу визначаëи турбідиметрично на фотоеëектрокоëориметрі 
КФК-3. Концентрацію Cr (VI) визначаëи спектрофотометрично 
дифеніëкарбазидним методом. Дëя визначення Cr (III) використову-
ваëи õромазуроë S. Вміст суëьфатів визначаëи турбідиметрично пісëя 
їõ осадження барій õëоридом. Результати. Кëітини бактерій мають 
оваëьну або паëичкоподібну форму. Видіëені суëьфатвідновëюваëьні 
бактерії здійснюють неповне окиснення орãанічниõ споëук до ацета-
ту, не утворюють спор, ãрамнеãативні, обëіãатні анаероби, мезофіëи. 
Оптимаëьною температурою дëя росту є 27–35 °С, рН = 7. Як кінцевий 
акцептор еëектронів суëьфатвідновëюваëьні бактерії використову-
ють суëьфат. За відсутності суëьфату в середовищі, бактерії вико-
ристовують еëементну сірку, фумарат, Cr (VI), Fe (III), нітрат як 
кінцеві акцептори еëектронів. За наявності суëьфатів у середовищі 
куëьтивування усі куëьтури, як джереëо карбону, використовують 
ëактат, фумарат, піруват, сукцинат, маëат, фруктозу, ãëюкозу, 
цитрат. Ацетат, етаноë, бутаноë, пропіонат, ãëіцерин не забез-
печуваëи їõ росту. Досëіджено впëив різниõ концентрацій õромату 
на ріст суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій. Показано закономірності 
використання õромату бактеріями та відновëення високотоксичноãо 
Cr (VI) до менш токсичноãо Cr (III). Висновок. Видіëені бактерії буëи 
ідентифіковані як Desulfomicrobium sp. Ці суëьфатвідновëюваëьні 
бактерії, на нашу думку, можуть бути використані дëя очистки во-
дноãо середовища від суëьфатів, нітратів та соëей важкиõ метаëів 
і в першу черãу шестиваëентноãо õрому.

Кëючові сëова: õромрезистентні суëьфатвідновëюваëьні бактерії, 
Cr  (VI), суëьфат.

© Ê.В. Шоляк, Ò.Б. Перетятко, Ñ.П. Гудзь, 2013
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Ñульфатвідновлювальні бактерії öе облігатні анаероби, які здійсню-
ють окиснення органі÷них субстратів в проöесі анаеробного сульфатного 
дихання, використовую÷и сульфат як кінöевий акöептор електронів [5].

Äеякі представники сульфатвідновлювальних бактерій як акöептор 
електронів ìожуть використовувати, кріì сульфатів, Cr (VI), Pd (II), 
Mn (IV), Tc (VI), Fe (III), U (VI) та інші йони ìеталів, а також нітрити 
і нітрати з такиì же виходоì енергії і навіть більшиì, ніж при редукöії 
сульфатів [5, 6]. 

Ñубстратоì для живлення сульфатвідновлювальних бактерій ìожуть 
бути різні органі÷ні сполуки (етанол, лактат, пропіонат, бутират, глу-
таìат, серин, аланін, аргінін та інші аìінокислоти тощо) [9]. Êінöевиì 
продуктоì окиснення органі÷них субстратів у одних видів сульфатвід-
новлювальних бактерій є аöетат (такий шлях окиснення характерний 
для представників родів Desulfobulbus, Desulfomicrobium, Desulfomonas, 
Desulfovibrio, Termodesulfobacterium), у інших (Desulfotomaculum, 
Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonile, 
Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfurella, Desulfuromonas) органі÷ні 
субстрати окиснюються повністю до ÑО2 і Н2О  [5].

Продуктоì відновлення сульфатів є гідроген сульфід, який з одно-
го боку, як відновник стиìулює ріст анаеробів, а з другого – взаєìодіє 
з йонаìи ìеталів, утворюю÷и нероз÷инні сульфіди [6, 8]. В öей спосіб 
знешкоджуються йони ртуті, срібла, ìіді, кадìію, хроìу, кобальту та ін.

Недавно показано [7] здатність сульфатвідновлювальних бактерій 
Desulfovibrio desulfurіcans ya-11 за відсутності сульфатів у середовищі 
використовувати як акöептор електронів шестивалентний хроì Cr (VI). 

Широке використання сполук хроìу у різних галузях проìисловості 
(гальвані÷ні і фарбувальні öехи, текстильні підприєìства, шкірзаводи, 
підприєìства хіìі÷ної проìисловості тощо) призводить до нагроìадження 
зна÷ної кількості öього ìеталу в навколишньоìу середовищі. Останніìи 
рокаìи кількості хроìу з викидаìи зростають, що дає підстави розглядати 
його як один з найбільших забруднюва÷ів навколишнього середовища 
[7, 10]. Äля о÷истки від хроìату застосовують різні ìетоди (ìехані÷ні, 
фізи÷ні та хіìі÷ні). Найбільш перспективниì в останній ÷ас вважають 
біологі÷ні, які виявилися більш ефективниìи, ніж фізи÷ні та хіìі÷ні. 
Особливої уваги заслуговує використання резистентних до хроìу штаìів 
бактерій, які ìожна іììобілізувати на відповідних носіях. Однак високі 
конöентраöії Cr (VI) пригні÷ують ріст ìікроорганізìів, що перешкоджає 
їхньоìу використанню для о÷ищення навколишнього середовища, за-
брудненого йонаìи öього ìеталу [10].

Ìетою öієї роботи було вив÷ити ìорфо-фізіологі÷ні та біохіìі÷ні 
особливості сульфатвідновлювальних бактерій, стійких до підвищених 
конöентраöій Cr (VI) та дослідити природу донорів та акöепторів елек-
тронів для них.
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Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували ÷отири штаìи сульфатвідновлювальних 

бактерій Desulfomicrobium sp. (ÑrR1, ÑrR2, ÑrR3, ÑrR4), виділені з 
о÷исних споруд ì. Ëьвова [11].

Бактерії культивували у середовищах Постгейта В та Постгейта Ñ  [8] 
за теìператури 30 °Ñ у пробірках об’єìоì 25 ìл, за анаеробних уìов. 
Напіврідкі середовища ìістили 0,8% агару.

При дослідженні впливу шестивалентного хроìу на бактерії їх куль-
тивували у ìодифікованоìу середовищі Постгейта Ñ такого складу (г/л): 
калій дигідрофосфат – 0,5; аìоній хлорид – 1,0; натрій хлорид – 3,7; 
кальöій хлорид гексагідрат – 0,06; ìагній хлорид гексагідрат – 0,055; 
натрій лактат – 6; дріжджовий екстракт – 1; феруì хлорид тетрагідрат  – 
0,004; натрій öитрат дигідрат – 0,3; рН середовища – 7,6. 

Cr (VΙ) вносили після стерилізаöії у форìі водного роз÷ину K2Cr2O7 
у конöентраöії 1 ìÌ.

Ó дослідах з вив÷ення здатності бактерій використовувати Cr (VI) 
як кінöевий акöептор електронів із середовища виклю÷али cульфати.

Äля вив÷ення здатності бактерій засвоювати різні джерела карбону до 
середовища Постгейта Ñ, заìість натрій лактату у еквіìолярній кількості 
додавали фуìарат, піруват, сукöинат, аöетат, етанол, бутанол, пропіонат, 
гліöерин, ìалат, фруктозу, глюкозу, öитрат. Äля дослідження здатності 
сульфатвідновлювальних бактерій використовувати різні акöептори елек-
тронів, у середовище Постгейта Ñ заìість сульфатів вносили елеìентну 
сірку (10 г/л), K2Cr2O7 та Fe (III) öитрат у конöентраöіях 1 ìÌ, натрій 
нітрат та фуìарат у конöентраöіях 12 ìÌ.

Біоìасу визна÷али турбідиìетри÷но на фотоелектроколориìетрі ÊФÊ-
3 (λ=340 нì, кювета 3 ìì).

Вìіст аöетату у культуральній рідині визна÷али титруванняì 0,1 н 
NaOH до появи рожевого забарвлення, як індикатор використовували 
роз÷ин фенолфталеїну [1].

Äля електронноìікроскопі÷них досліджень використовували 48-годинну 
культуру. Êлітини відìивали дистильованою водою і осаджували öентри-
фугуванняì при 8000 g впродовж 20 хв. Êлітини фіксували протягоì 20 хв 
в 1,5% водноìу роз÷ині KMnO4 при кіìнатній теìпературі. Постфіксаöію 
проводили з використанняì 1% OsO4 у какодилатноìу буфері протягоì 
90 хв при 0 °Ñ. Фіксовані клітини проìивали, обезводнювали в роз÷инах із 
зростаю÷иìи конöентраöіяìи етанолу і оксиду пропілену. Зразки переносили 
в епоксидну сìолу Epon 812. Óльтратонкі зрізи отриìували за допоìогою 
ультраìікротоìа ÓÌÒП-6 і контрастували плюìбуì öитратоì [15]. Пере-
гляд і фотографування зразків проводили на електронноìу трансìісійноìу 
ìікроскопі ПÅÌ-100 за прискорювальної напруги 7 кВ. 

Êонöентраöію Cr (VI) визна÷али спектрофотоìетри÷но (λ= 540 нì, 
кювета 10 ìì) дифенілкарбазидниì ìетодоì [13]. Äля визна÷ення Cr (III) 
використовували хроìазурол S (λ= 590 нì, кювета 10 ìì) [12]. Вìіст 
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сульфатів визна÷али турбідиìетри÷но (λ =520 нì, кювета 10 ìì) після 
їх осадження барій хлоридоì. В ролі стабілізатора суспензії використо-
вували гліöерин [2]. 

Ñтатисти÷не опраöювання результатів проводили за Ëакіниì [4].

Ðезультати та їх обговорення
Ñульфатвідновлювальні бактерії за уìов росту на середовищі з суль-

фатоì утворюють гідроген сульфід, який, взаєìодію÷и з йонаìи Fe2+, 
що ìістяться у середовищі, утворює феруì (II) сульфід (FeS) ÷орного 
кольору, тиì саìиì спри÷иняю÷и спеöифі÷не забарвлення колоній ìікро-
організìів. Здійснюють неповне окиснення органі÷них сполук до аöетату, 
не утворюють спор, граìнегативні. Êлітини бактерій ìають овальну або 
пали÷коподібну форìу (рис. 1, À) довжиною 2,5 – 4,0 ìкì і шириною 
0,7 – 1,0 ìкì. 

Ðис. 1. Ìорфологія клітин штамів хромрезистентних  
сульфатвідновлювальних бактерій

À – без Cr (VI), Б – з Cr (VI). (х 10 тис. електронна ìікроскопія)

fіg. 1. Morphology of cell cultures of chromіum resіstant sulfate-reducіng bacterіa 
A – without Cr (VI), B – with Cr (VI). (x 10 000 electron microscopy)

За уìов росту сульфатвідновлювальних бактерій у середовищі з 
Cr (VI) клітини набувають видовженої форìи (рис. 1, Б). Про подібні 
зìіни в ìорфології клітин при рості бактерій у середовищі з Cr (VI) по-
відоìляли Ìіхель та співавт. [14]. 

В клітинах наявні öитоплазìати÷ні вклю÷ення, які не забарвлюються 
суданоì ÷орниì, öе свід÷ить про відсутність гранул полі-β-оксиìасляної 
кислоти.

Виділені бактерії – облігатні анаероби, ìезофіли. Оптиìальний ріст 
та утворення гідроген сульфіду  спостерігається в діапазоні теìператур 
27–35 °Ñ та рН 7,0. Не виявляють додаткової потреби у вітаìінах групи В.
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Äонороì електронів для сульфатвідновлювальних бактерій у серед-
овищі з сульфатоì слугують різні органі÷ні сполуки [9]. Найкращий ріст 
виділених штаìів сульфатвідновлювальних бактерій спостерігається у 
середовищі з лактатоì. Ìалат, глюкоза, фуìарат, піруват, сукöинат, 
öитрат, етанол та фруктоза забезпе÷ували зна÷но ìенший приріст біо-
ìаси. Àöетат, пропіонат, гліöерин і бутанол досліджуваниìи бактеріяìи 
не використовуються (табл. 1). 

Òаблиöя 1

Ðіст штамів сульфатвідновлювальних бактерій у середовищі з різними джерелами 
вуглецю як донорами електронів

Table 1

growth of sulfate-reducіng bacterіa straіns іn medіum wіth dіfferent carbon 
sources as electron donors

äжерело 
вуглецю

Áіомаса г/л

crr1 crr2 crr3 crr4

Êонтроль* 0,24±0,03 0,27±0,04 0,28±0,03 0,28±0,05

Àöетат 0,32±0,03 0,34±0,04 034±0,03 0,35±0,05

Пропіонат 0,37±0,07 0,37±0,08 0,39±0,08 0,40±0,11

Гліöерин 0,21±0,11 0,21±0,10 0,23±0,11 0,21±0,11

Åтанол 0,91±0,02 1,1±0,01 0,80±0,02 0,93±0,02

Бутанол 0,39±0,02 0,41±0,01 0,38±0,00 0,36±0,03

Ìалат 2,01±0,08 2,09±0,11 2,17±0,07 2,34±0,22

Ëактат 3,24±0,11 3,84±0,09 4,21±0,12 3,76±0,10

Піруват 2,06±0,03 2,08±0,07 2,17±0,15 2,24±0,09

Фруктоза 0,78±0,02 0,88±0,03 0,72±0,18 0,86±0,13

Фуìарат 1,47±0,07 1,48±0,04 1,51±0,09 1,58±0,09

Ñукöинат 2,58±0,23 2,38±0,11 2,56±0,09 2,73±0,17

Öитрат 2,26±0,58 2,31±0,46 2,44±0,39 2,40±0,42

Глюкоза 2,14±0,31 1,5±0,63 3,19±0,26 1,12±0,74

* Êонтроль – середовище Постгейта Ñ без донора електронів

Виділені штаìи сульфатвідновлювальних бактерій здатні викорис-
товувати широкий спектр ре÷овин в ролі акöепторів електронів, нагро-
ìаджую÷и зна÷ну біоìасу протягоì сеìи діб культивування (табл. 2). 
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Як кінöевий акöептор електронів бактерії ефективно використову-
ють сульфати, відновлюю÷и їх до гідроген сульфіду, але за відсутності 
сульфату ростуть у середовищі, у якоìу єдиниì акöептороì електронів 
є Cr (VI), Fe (III), нітрат, фуìарат або елеìентна сірка.

Òаблиöя 2

Ðіст сульфатвідновлювальних бактерій за наявності в середовищі різних 
акцепторів електронів  

Table 2

growth of sulfate-reducіng bacterіa at presence іn medіum of dіfferent electron 
acceptors 

àкцептор 
електронів

Áіомаса г/л

crr1 crr2 crr3 crr4

Êонтроль* 0,22±0,09 0,23±0,05 0,24±0,07 0,22±0,06

Ñульфат 3,24±0,11 3,84±0,09 4,21±0,12 3,76±0,10

Åлеìентна сірка 1,56±0,02 1,45±0,18 1,54±0,03 1,63±0,04

Cr (VI) 3,28±0,19 3,15±0,15 3,77±0,27 3,6+0,03

Fe (III) 2,02±0,13 1,52±0,06 1,07±0,02 1,95±0,11

Нітрат 2,79±0,05 2,80±0,15 2,95±0,07 2,86±0,13

Фуìарат 1, 98±0,41 1,87±0,56 2,06±0.05 2,11±0,09

* Êонтроль – середовище Постгейта Ñ без акöептора електронів 

Òакиì ÷иноì за ìорфологі÷ниìи ознакаìи та фізіологі÷ниìи власти-
востяìи, досліджувані сульфатвідновлювальні бактерії, згідно визна÷ника 
Берджі, належать до роду Desulfomicrobium [5].

Встановлено, що найвищий рівень нагроìадження біоìаси за різних 
конöентраöій Cr (VI) спостерігається за уìов внесення 0,5–1 ìÌ Cr 
(VI ) (рис. 2). Їх біоìаса у середовищі була такою ж як у середовищі з 
сульфатоì, що слугувало контролеì. Збільшення конöентраöії Cr (VI) 
до 2–3 ìÌ спри÷иняло нагроìадження приблизно у 3–6 разів ìеншої 
біоìаси штаìів сульфатвідновлювальних бактерій порівняно з контролеì. 
За наявності у середовищі 5 та 10 ìÌ Cr (VI) бактерії не ростуть.

Òакиì ÷иноì, виділені бактерії ìожна вважати резистентниìи до 
шестивалентного хроìу. Їх резистентність обуìовлена, з одного боку, 
здатністю використовувати Cr (VI) як акöептор електронів, а з друго-
го – бактерії за наявності сульфатів продукують гідроген сульфід, який 
хіìі÷но відновлює Cr (VI) [7].

Оскільки, найкращий ріст досліджуваних бактерій у середовищі з 
різниìи акöептораìи електронів спостерігався у штаìу CrR3, то він був 
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обраний для подальших досліджень. Äинаìіка використання Cr (VI) як 
кінöевого акöептора електронів штаìоì CrR3 за конöентраöії 1 ìÌ у 
середовищі показана на рис. 3.

 

Ðис. 3. Ðіст і використання сr (vi), нагромадження сr (iii), штамом crr3 
Desulfomicrobium sp. у середовищі постгейта с без сульфатів

fіg. 3. growth and consumptіon of cr (vi), accumulatіon of cr (iii) by crr3 
straіn Desulfomicrobium sp. іn medіum of Postgate c wіthout sulfate
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Ðис. 2. Íагромадження біомаси виділеними штамами сульфатвідновлювальних 
бактерій Desulfomicrobium sp. за різних концентрацій cr (vi) у середовищі 
постгейта с без сульфатів. Êонтроль – середовище без cr (vi) з сульфатом

fіg. 2. accumulatіon of bіomass by іsolated straіns of sulfate-reducіng bacterіa 
Desulfomicrobium sp. under dіfferent concentratіons of cr (vi) іn medіum 

Postgate c wіthout sulfate. control іs the medіum wіthout cr (vi) wіth sulfate
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Як видно з рис. 3, протягоì перших двох діб культивування відбувається 
інтенсивне збільшення біоìаси бактерій та зниження конöентраöії Cr (VI).

По÷инаю÷и з третьої доби, бактерії дещо сповільнювали ріст. Öе 
ìоже бути зуìовлено утворенняì токси÷ного інтерìедіату, якиì є 
п’ятивалентний хроì Ñr (V), що є сильниì інгібітороì росту бактерій. 
Подібні результати отриìані Êшеìінською та співавт. [3] при дослідженні 
впливу Ñr (VI) на дріжджі Pichia guilliermondii. По÷инаю÷и з другої доби 
культивування, в середовищі відбувається нагроìадження Ñr (III). На 
п’яту добу культивування спостерігається відновлення росту культури 
та зростання вìісту Ñr (III) у середовищі. Òака тенденöія простежується 
до десятої доби культивування, коли із середовища практи÷но повністю 
використовується Ñr (VI) і нагроìаджується Ñr (III).

Отриìані результати дають підставу вважати, що виділені культури 
сульфатвідновлювальних бактерій здатні використовувати високотокси÷-
ний Cr (VI) як кінöевий акöептор електронів, відновлюю÷и його до Cr (III). 

За уìов росту сульфатвідновлювальних бактерій у середовищі з Cr 
(VI), як єдиниì акöептороì електронів, їхня біоìаса досягала такого ж 
рівня як і в середовищі з сульфатоì, що свід÷ить про високий вихід енергії 
в проöесі анаеробного окиснення органі÷них сполук і високоефективне 
використання Cr (VI) як акöептора електронів.

Отже, виділені наìи сульфатвідновлювані бактерії виявилися ак-
тивниìи хроìатвідновлюва÷аìи. Як і в більшості хроìатрезистентних 
ìікроорганізìів їхня ìаксиìальна хроìатредуктазна активність спосте-
рігається за теìператури 30 °Ñ. Вони використовують різні органі÷ні 
ре÷овини (вуглеводи, спирти, жирні кислоти тощо), як донори електронів 
для відновлення Ñr (VI). Êріì того вони здатні в анаеробних уìовах ви-
користовувати як акöептори електронів сульфати та нітрати, наявність 
яких в середовищі ìоже негативно впливати на хроìатредукöію, тоìу 
питання взаєìодії бактерій та інших коìпонентів середовища потребує 
більш глибокого вив÷ення.

Виділені бактерії, на нашу дуìку, ìожуть бути використані для о÷ист-
ки водного середовища від сульфатів, нітратів та солей важких ìеталів 
і в першу ÷ергу шестивалентного хроìу.
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sulfate-reducing bacteria resistant to 
increased levels of hexavalent chroMiuM

summary 

The aіm of this work was to study the morpho-physiological and bio-
chemical properties of chromium-resistant sulfate-reducing bacteria and to 
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investigate the nature of electron donors and their acceptors. Methods. 
Bacteria were cultivated in  Postgate B and Postgate C media at tempera-
ture 30 °C in 25 ml tubes under the anaerobic conditions. Biomass was 
determined turbidimetrically using the photoelectrocolorimeter CPK-3 
The concentration of Cr (VI) was determined spectrophotometrically by 
the diphenylcarbazide method. Chromazurol S was used for Cr (III) deter-
mination. The sulphates content was determined turbidimetrically after 
their precipitation by barium chloride. results. Bacterial cells are oval or 
rod-shaped. Derived sulfate-reducing bacteria hold incomplete oxidation of 
organic compounds with acetate formation and do not form spores, gram-
negative, mesophillous obligate anaerobes. The optimum temperature for 
growth is 27–35 °C, pH=7. As a final electron acceptor sulfate-reducing 
bacteria use sulfate. Bacteria use elemental sulfur, fumarate, Cr (VI), Fe 
(III), nitrate as a terminal electron acceptor under absence of sulfate in 
the environment. In presence of sulfate in culture medium all cultures as 
a source of carbon, used lactate, fumarate, pyruvate, succinate, malate, 
fructose, glucose, citrate. Acetate, ethanol, butanol, propionate, glycerol did 
not provide their growth. The effect of different concentrations of chromate 
on the growth of sulfate-reducing bacteria have been investigated. There 
were  shown the patterns of use of chromate by bacteria, and reduction 
highly toxic Cr (VI) to less toxic Cr (III). conclusіons. Isolated bacteria, 
were identified as Desulfomicrobium sp. These sulfate-reducing bacteria, in 
our opinion, can be used for treatment of water environment from sulfates, 
nitrates and salts of heavy metals and especially hexavalent chromium.

K e y  w o r d s :  chromium-resistant sulfate-reducing bacteria, Ñr (VI), 
sulfate.
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сÒÎéÊèÅ Ê  пÎâЫШÅÍÍЫÌ ÊÎÍÖÅÍÒÐàÖèßÌ 

ШÅсÒèâàËÅÍÒÍÎÃÎ  ÕÐÎÌà

Ðеферат

Öелью работы было изу÷ить ìорфо-физиологи÷еские и биохиìи÷еские 
особенности сульфатредуöирующих бактерий, устой÷ивых к повышенныì 
конöентраöияì Cr (VI) и исследовать для них природу доноров и акöеп-
торов электронов. Ìетоды. Бактерии культивировали в средах Постгейта 
В и Постгейта Ñ при теìпературе 30 °Ñ в пробирках объеìоì 25 ìл, 
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в анаэробных условиях. Биоìассу определяли турбидиìетри÷ески на 
фотоэлектроколориìетре ÊФÊ-3. Êонöентраöию Cr (VI) определяли 
спектрофотоìетри÷ески дифенилкарбазидниì ìетодоì. Äля определения 
Cr (III) использовали хроìазурол S. Ñодержание сульфатов определяли 
турбидиìетри÷ески после их осаждения барий хлоридоì. Ðезультаты. 
Êлетки бактерий иìеют овальную или пало÷ковидную форìу. Выделенные 
сульфатредуöирующие бактерии осуществляют неполное окисление орга-
ни÷еских соединений до аöетата, не образуют спор, граìотриöательные, 
облигатные анаэробы, ìезофилы. Оптиìальной теìпературой для роста 
является 27–35 °Ñ, рН = 7. Êак коне÷ный акöептор электронов сульфа-
тредуöирующие бактерии используют сульфат. При отсутствии сульфата 
в среде, бактерии используют элеìентную серу, фуìарат, Cr(VI), Fe (III), 
нитрат как коне÷ные акöепторы электронов. При нали÷ии сульфатов в 
среде культивирования все культуры, как исто÷ник углерода, исполь-
зуют лактат, фуìарат, пируват, сукöинат, ìалат, фруктозу, глюкозу, 
öитрат. Àöетат, этанол, бутанол, пропионат, глиöерин не обеспе÷ивали 
их рост. Èсследовано влияние разли÷ных конöентраöий хроìата на рост 
сульфатредуöирующих бактерий. Показано законоìерности исполь-
зования хроìата бактерияìи и восстановление высокотокси÷ного Cr 
(VI) до ìенее токси÷ного Cr (III). âывод. Выделенные бактерии были 
идентифиöированы как Desulfomicrobium sp. Эти сульфатредуöирующие 
бактерии, по нашеìу ìнению, ìогут быть использованы для о÷истки 
водной среды от сульфатов, нитратов и солей тяжелых ìеталлов, в тоì 
÷исле и от соединений шестивалентного хроìа.

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а :  хроìрезистентные сульфатредуöирующие 
бактерии, Cr (VI), сульфат.
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ÐÎсÒÎâЫÅ ÕàÐàÊÒÅÐèсÒèÊè  
ЭÍäÎФèÒÍЫÕ  è ФèÒÎпàÒÎÃÅÍÍЫÕ ШÒàÌÌÎâ 

ALTERNARIA ALTERNATA è CERATOCySTIS sP.

Цель иссëедования – сравнитеëьное изучение ростовыõ õарактеристик 
и особенностей потребëения ãëюкозы эндофитными и фитопатоãен-
ными штаммами A. alternata и Ceratocystis sp. Методы. В работе ис-
поëьзованы общепринятые микробиоëоãические методы иссëедований, 
проведена статистическая обработка данныõ. Результаты. Раз-
ница в значенияõ удеëьной скорости роста между фитопатоãенными 
и эндофитными штаммами одноãо вида оказаëась недостоверной. 
Уровень накопëения биомассы эндофитноãо штамма Ceratocystis sp. 
быë на 56,3% выше, чем фитопатоãенноãо, при этом дëя штаммов 
A. alternata набëюдаëась противопоëожная тенденция – у фитопа-
тоãена он быë на 11,7% выше, чем у эндофита. Дëя экономическоãо 
коэффициента иссëедованныõ штаммов Ceratocystis sp. и A. alternata 
установëена противопоëожная закономерность: он быë на 38,5% ниже 
у фитопатоãена Ceratocystis sp. и на 40,7% – у эндофита A. alternata. 
Эндофитный штамм A. alternata и фитопатоãенный Ceratocystis sp. 
õарактеризоваëись высокой скоростью потребëения ãëюкозы (0,019 и 
0,017 ч-1 соответственно). Значения метабоëическоãо коэффициента 
быëи ниже у штаммов с высокими экономическими коэффициентами  – 
фитопатоãена A. alternata и эндофита Ceratocystis sp. Таким образом, 
по ростовым õарактеристикам фитопатоãенныõ и эндофитныõ 
штаммов Ceratocystis sp. и A. alternata установëены противопоëожные 
закономерности.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а :  Alternaria alternata, Ceratocystis sp., удеëьная 
скорость роста, экономический коэффициент, эндофит, фитопатоãен.

В последние десятилетия зна÷ительно возросло коли÷ество исследо-
ваний, посвященных изу÷ению видового разнообразия и физиологи÷еских 
особенностей группы эндофитных грибов, а также их биологи÷еской 
роли, которая до настоящего вреìени выяснена недостато÷но [3, 18]. 
При изу÷ении видового состава эндофитных грибов ìхов, кустарни÷ков 
порядка Ericales и других растений ìезоолиготрофных и олиготрофных 
болот Ðовенской и Æитоìирской областей наìи выявлены общие для 
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этих растений виды грибов-эндофитов [3]. Äля дальнейших исследований 
были отобраны доìинирующие и ÷асто встре÷ающиеся виды эндофитов 
Ceratocystis sp., Penicillium funiculosum, Alternaria alternata, Fusarium 
poae, а для сравнения – штаììы соответствующих видов ìикроскопи-
÷еских грибов – патогенов растений и по÷венных сапрофитов.

Большинство видов Alternaria – сапрофиты, обитающие обы÷но 
в по÷ве или на разлагающихся растительных остатках. Они полу÷ают 
исто÷ники питания и энергии за с÷ет гидролиза öеллюлозосодержащих 
субстратов и встре÷аются в разных ìестообитаниях как убиквисты. 
Некоторые виды являются патогенаìи растений и возбудителяìи ла-
тентной инфекöии [16, 19].

Виды рода Ceratocystis обнаруживаются при сосудистоì ìикозе 
древесных растений, однако не существует единого ìнения относительно 
патогенных свойств представителей этого рода [12, 14, 17]. Виды рода 
Ceratocystis были выделены наìи с высокой ÷астотой как эндофиты 
болотных растений, а также среди коìплекса патогенных видов при 
ìассовоì усыхания дубрав Óкраины [3, 5].

Особенности роста A. alternata и Ceratocystis sp. представлены лишь 
в едини÷ных работах [15, 16, 19]. Ê сожалению, отсутствуют данные отно-
сительно ростовых характеристик штаììов разных трофи÷еских групп 
исследуеìых видов как интегрального показателя их общего физиологи-
÷еского состояния. Öель данного исследования – сравнительное изу÷ение 
ростовых характеристик и особенностей потребления глюкозы эндофитныìи 
и фитопатогенныìи штаììаìи A. alternata и Ceratocystis sp.

Ìатериалы и методы
Объектаìи исследования были 2 штаììа: эндофит A. alternata 16801 

(стебель сабельника, Ðовенская обл., 2002), фитопатоген A. alternata 
16819 (плоды тоìата, Херсонская обл., 2009); а также эндофитный штаìì 
Ceratocystis sp. 16871 (верхушка сабельника, Æитоìирская обл., 2010) и 
фитопатогенный штаìì Ceratocystis sp.16872 (ветка дуба, Æитоìирская 
обл., 2012), которые поддерживаются в коллекöии культур грибов отдела 
физиологии и систеìатики ìикроìиöетов Èнститута ìикробиологии и 
вирусологии НÀН Óкраины.

Посевныì ìатериалоì служила стандартная суспензия (1 х 106 ко-
нидий/ìл) 10-суто÷ной культуры грибов, которую вносили в коли÷естве 
10% (об/об) в среду Чапека, содержащую 20 г/л глюкозы [10]. Êультиви-
рование исследованных штаììов проводили в те÷ение 10 суток в колбах 
Эрленìейера еìкостью 0,75 л, содержащих 0,2 л среды, на ка÷алках 
(232 об/ìин, теìпература 26–28 °Ñ), рН среды 4,7.

Накопление биоìассы определяли гравиìетри÷ески после высуши-
вания до постоянного веса при 70 °Ñ, конöентраöию глюкозы в среде 
– ìодифиöированныì ìетодоì Бертрана [9, 10].
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Óдельную скорость роста (m) в экспоненöиальной фазе, эконоìи÷еский 
(Y) и ìетаболи÷еский (q) коэффиöиенты в стаöионарной фазе расс÷итывали 
в соответствии с общепринятыìи форìулаìи [11].

Полу÷енные результаты были обработаны статисти÷ески (сред-
ние зна÷ения, ошибки средних, средние квадрати÷ные отклонения 
для n=9 при уровне зна÷иìости Ð=0,95), представлены графи÷ески и 
проанализированы с приìенениеì пакета STATISTICA 6.0 и Microsoft 
Excel.

Ðезультаты и их обсуждение
Все штаììы A. alternata и Ceratocystis sp. на питательной среде 

с глюкозой характеризовались ìиöелиальныì ростоì и в общеì росли 
ìедленнее, ÷еì изу÷енные ранее штаììы Fusarium poae и Penicillium 
funiculosum из разных ìестообитаний [8]. Log-фаза у всех изу÷енных 
штаììов наступала ÷ерез 24–36 ÷асов после на÷ала культивирования, 
ее продолжительность достигала 48 ÷асов у эндофитных штаììов и 
12–24 ÷аса – у фитопатогенных (табл.; рис.). Êак правило, все штаììы 
выходили на стаöионарную фазу роста к 7–9 суткаì.

Òаблиöа

Ðостовые характеристики и потребление глюкозы штаммами Alternaria alternata 
и Ceratocystis sp.

Table

growth characterіstіcs and glucose utіlіzatіon by Alternaria alternata and 
Ceratocystis sp. straіns

Штамм m, час-1

log 
фаза, 
час

Ãлюкоза на 
10 сут, г/л

q, час-1 Áиомасса, 
г/л

y, %

Alternaria 
alternata 16801

0,150 ± 
0,022

48
3,10 ± 
0,90

0,019 ± 
0,0007

3,760 ± 
0,633

27,70 ± 
0,94

Alternaria 
alternata
16819

0,130 ± 
0,032

24
6,50 ± 
0,09

0,013 ± 
0,0014

4,260 ± 
1,867

46,70 ± 
4,83

Ceratocystis sp.
16871

0,210 ± 
0,089

48
3,10 ± 
0,80

0,010 ± 
0,0009

5,420 ± 
1,491

44,40 ± 
3,81

Ceratocystis sp.
16872

0,170 ± 
0,014

12
11,60 ± 

0,31
0,017 ± 
0,0006

2,370 ± 
0,139

27,30 ± 
0,34

Óдельная скорость роста была ìаксиìальной у эндофитного штаììа 
Ceratocystis sp., несколько ниже – у фитопатогенного и еще ниже – у 
эндофитного и фитопатогенного штаììов A. alternata. Ñледует отìетить 
тот факт, ÷то разниöа ìежду фитопатогенныìи и эндофитныìи штаììаìи 
одного вида оказалась недостоверной (табл.).

Ìаксиìальный и ìиниìальный уровни накопленной биоìассы в ста-
öионарной фазе роста были отìе÷ены у штаììов Ceratocystis sp., при-
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÷еì фитопатоген образовывал на 56,3% ìеньше биоìассы, ÷еì эндофит 
(табл.). Óровень биоìассы штаììов A. alternata из разных ìестообитаний 
был ниже, ÷еì у эндофитного штаììа Ceratocystis sp. 16871, при этоì 
наблюдалась противоположная тенденöия – у фитопатогена он был на 
11,7% выше, ÷еì у эндофита.

Ó эндофитного штаììа Ceratocystis sp.  16871 при ìаксиìальных 
уровнях биоìассы и удельной скорости роста эконоìи÷еский коэффиöиент 
составлял 44,4 ± 3,81% и был практи÷ески такиì же, как и у фито-
патогена A. alternata 16819 с ìиниìальной среди изу÷енных штаììов 
удельной скоростью роста (табл.).

Ðис. Íакопление биомассы штаммами Alternaria alternata (à) 
и  Ceratocystis sp.  (Á): х – биомасса, г/л

fіg. bіomass accumulatіon by Alternaria alternata (a) and Ceratocystis sp. 
(b)  straіns: x – bіomass, g/l
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В öелоì, для исследованных штаììов разных видов были установлены 
противоположные законоìерности: для Ceratocystis sp. эконоìи÷еский 
коэффиöиент был в 1,6 раза выше у эндофита, для A. alternata – в 1,7 
раза выше у фитопатогена. Зна÷ения ìетаболи÷еского коэффиöиента были 
ниже у штаììов с ìаксиìальныìи эконоìи÷ескиìи коэффиöиентаìи  – 
фитопатогена A. alternata и эндофита Ceratocystis sp.

Ìаксиìальная скорость потребления глюкозы была отìе÷ена 
у эндофитного штаììа A. alternata и фитопатогенного Ceratocys-
tis sp. (табл.), при÷еì эконоìи÷еские коэффиöиенты этих штаììов 
были ìиниìальныìи среди всех изу÷енных. При этоì ìетаболи÷еские 
коэффиöиенты фитопатогена A. alternata и эндофита Ceratocystis sp. 
характеризовались ìиниìальныìи зна÷енияìи при ìаксиìальных уровнях 
накопления биоìассы и эконоìи÷еского коэффиöиента. Ñледует отìе-
тить, ÷то эндофиты A. alternata и Ceratocystis sp. потребляли глюкозу 
активнее, ÷еì фитопатогены этих же видов – остато÷ная конöентраöия 
глюкозы в среде на 10 сутки у эндофитных штаììов составила 15,5% от 
на÷ального содержания, в то вреìя как у фитопатогена A. alternata она 
достигала 32,5% и еще выше у фитопатогена Ceratocystis sp. – 59,5% 
(табл.).

При культивировании штаììов A. alternata рН среды изìенялось 
от исходного 4,6–4,7 в щело÷ную сторону: до 7,6 у эндофита и до 8,0 у 
фитопатогена. Èзу÷енные штаììы Ceratocystis sp. также подщела÷ивали 
среду в проöессе роста: эндофит – до 7,7 и фитопатоген – до 7,0.

Òакиì образоì, полу÷енные наìи данные сравниìы с результатаìи, 
известныìи для других видов грибов, обладающих высокой скорос-
тью роста. Òак, удельная скорость роста двух ìорфофизиологи÷еских 
форì (пеллеты и гифы) Thielavia sp. на среде с глюкозой не зависела 
от ìиöелиальной структуры и составляла в первой экспоненöиальной 
фазе 0,306 ÷-1  (пеллеты) и 0,349 ÷-1 (гифы). Зна÷ения эконоìи÷еского 
коэффиöиента достигали 30,5 и 43,6% для пеллет и гиф, соответственно. 
При пеллетной форìе роста Thielavia sp. эконоìи÷еский и ìетаболи-
÷еский коэффиöиенты свидетельствовали о преобладании в их ìета-
болизìе катаболи÷еских проöессов. Äля штаììа T. terrestris вели÷ина 
эконоìи÷еского коэффиöиента также была выше у гифальной форìы 
(45,3% на стадии ветвления ìиöелия и 53,3% – набухания конидий) [1].

Ðанее наìи было установлено, ÷то штаììы F. poae и P. funiculosum, 
выделенные из разных ìестообитаний, разли÷ались по ростовыì ха-
рактеристикаì [8]. Òак, удельная скорость роста эндофитного штаììа 
F. poae была ìаксиìальной (0,38 ÷-1), ниже – у фитопатогенного (0,30 ÷-1) 
и наиìеньшей – у по÷венного штаììа (0,18 ÷-1). Однако для изу÷енных 
штаììов A. alternata и Ceratocystis sp. из разных ìестообитаний раз-
ниöа в зна÷ениях удельной скорости роста была не достоверной (табл.).

Óровень накопления биоìассы F. poae был ìаксиìальныì у по-
÷венного и ìиниìальныì – у фитопатогенного штаììов, в то вреìя как 
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эндофит заниìал проìежуто÷ное положение [8]. Òакая же законоìерность 
была установлена для изу÷енных штаììов Ceratocystis sp. Однако, для 
фитопатогена A. alternata был характерен более высокий уровень на-
копления биоìассы, ÷еì для эндофита.

При изу÷ении штаììов F. poae было установлено, ÷то эконоìи÷еский 
коэффиöиент фитопатогена был выше, ÷еì у эндофита. Äля штаììов 
A. alternata установлена аналоги÷ная законоìерность – эконоìи÷еский 
коэффиöиент эндофита был на 40,7% ниже, ÷еì у фитопатогена. Про-
тивоположная тенденöия отìе÷ена для штаììов Ceratocystis sp.  – у 
фитопатогена его зна÷ение было на 38,5% ниже, ÷еì у эндофита. 
Ó  изу÷енного ранее по÷венного штаììа P. funiculosum эконоìи÷еский 
коэффиöиент был на 55,8% ниже по сравнению с эндофитныì. Òакие 
разли÷ия в зна÷ениях эконоìи÷еского коэффиöиента характерны для 
грибов и ранее были установлены для других видов. Òак, для Phoma 
solanicola вели÷ина эконоìи÷еского коэффиöиента составляла 25%, для 
штаììов F. sporotrichiella она варьировала в пределах 23–57%, P. spi-
nulosum – 38–55%, P. westlingii – 14–40%, а для P. aurantiogriseum 
в среднеì составляла 41% [2, 13].

В результате изу÷ения ростовых характеристик эндофитных и 
фитопатогенных штаììов A. alternata и Ceratocystis sp. были сделаны 
следующие выводы:

– штаììы A. alternata и Ceratocystis sp., выделенные из разных 
ìестообитаний, росли ìедленнее, ÷еì изу÷енные ранее штаììы F. poae 
и P. funiculosum; 

– удельная скорость роста эндофитных штаììов Ceratocystis sp. и 
A. alternata была выше, ÷еì у фитопатогенов этих же видов, однако, 
в отли÷ие от F. poae, эта разниöа была зна÷ительно ìенее выражена и 
практи÷ески не выходила за пределы статисти÷еской ошибки;

–  по вели÷ине эконоìи÷еского коэффиöиента для исследованных 
штаììов Ceratocystis sp. и A. alternata установлены противоположные 
законоìерности: для Ceratocystis sp. он был на 38,5% ниже у фитопа-
тогена, а для A. alternata – на 40,7% ниже у эндофита;

– зна÷ения ìетаболи÷еского коэффиöиента были ниже у штаììов 
с ìаксиìальныìи эконоìи÷ескиìи коэффиöиентаìи – фитопатогена 
A. alternata и эндофита Ceratocystis sp.

Òакиì образоì, ростовые параìетры фитопатогенных штаììов Cera-
tocystis sp. и F. poae более сходны ìежду собой (ìеньшая удельная ско-
рость роста, уровень биоìассы, более ìедленное потребление глюкозы) 
отли÷аются от таковых, полу÷енных для штаììов A. alternata [4, 6, 7].
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Ðеферат

Ìета досліджень – порівняльне вив÷ення ростових характеристик 
та особливостей споживання глюкози ендофітниìи і фітопатогенниìи 
штаìаìи A. alternata та Ceratocystis sp. Ìетоди. В роботі викорис-
тані загальноприйняті ìікробіологі÷ні ìетоди досліджень, проведена 
статисти÷на обробка даних. Ðезультати. Ðізниöя у вели÷инах питоìої 
швидкості росту ìіж ендофітниìи та фітопатогенниìи штаìаìи одного 
виду виявилася недостовірною. Ðівень накопи÷ення біоìаси ендофітного 
штаìу Ceratocystis sp. був на 56,3% вищиì, ніж у фітопатогенного, при 
öьоìу для штаìів A. alternata спостерігалася протилежна тенденöія – у 
фітопатогена він був на 11,7% вищиì, ніж у ендофіта. Äля еконоìі÷ного 
коефіöієнта досліджених штаìів Ceratocystis sp. і A. alternata встанов-
лена протилежна законоìірність: він був на 38,5% ниж÷иì у фітопато-
гена Ceratocystis sp. і на 40,7% – у ендофіта A. alternata. Åндофітний 
штаì A. alternata і фітопатогенний Ceratocystis sp. характеризувалися 
високою швидкістю споживання глюкози (0,019 і 0,017 год-1 відповідно). 
Зна÷ення ìетаболі÷ного коефіöієнта були ниж÷иìи у штаìів з високи-
ìи еконоìі÷ниìи коефіöієнтаìи – фітопатогена A. alternata і ендофіта 
Ceratocystis sp. Òакиì ÷иноì, за ростовиìи характеристикаìи фітопато-
генних та ендофітних штаìів Ceratocystis sp. і A. alternata встановлені 
протилежні законоìірності.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : Alternaria alternata, Ceratocystis sp., питоìа 
швидкість росту, еконоìі÷ний коефіöієнт, ендофіт, фітопатоген.
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growth characteristics of endoPhytic and 
Plant Pathogenic ALTERNARIA ALTERNATA and 

CERATOCySTIS sP. strains

summary

The aіm of our investigation – a comparative study of growth 
characteristics and peculiarities of glucose utilization by endophytic and 
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plant pathogenic A. alternata and Ceratocystis sp. strains. Methods. The 
standard methods of microbiological research were used; statistical analysis 
of the data was carried out. results. The difference in specific growth rate 
between plant pathogenic and endophytic strains of the same species was 
not significant. Biomass accumulation level of endophytic Ceratocystis sp. 
strain was by 56.3% higher than of plant pathogenic ones, while the op-
posite trend observed for A. alternata strains – it was by 11.7% higher 
for plant pathogen than for endophyte. The opposite regularity in economic 
coefficient was established for Ceratocystis sp. and A. alternata strains. 
It was by 38.5% lower for plant pathogenic Ceratocystis sp. strain and by 
40.7% – for endophytic A. alternata ones. Endophytic A. alternata and 
plant pathogenic Ceratocystis sp. strains characterized by high rate of glu-
cose utilization (0.019 and 0.017 h-1 respectively). The metabolic coefficient 
values were lower for strains with the high economic coefficients – plant 
pathogenic A. alternata and endophytic Ceratocystis sp. Thus, the opposite 
regularities in growth characteristics of plant pathogenic and endophytic 
Ceratocystis sp. and A. alternata strains were established. 

K e y  w o r d s : Alternaria alternata, Ceratocystis sp., specific growth 
rate, economic coefficient, endophyte, plant pathogen.
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âèâЧÅÍÍß ÁiÎËÎÃiЧÍèÕ âËàсÒèâÎсÒÅé 
пËiâÊÎуÒâÎÐЮâàËьÍèÕ 

i  ÍÅпËiâÊÎуÒâÎÐЮâàËьÍèÕ ШÒàÌiâ 
STAPHyLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

Мета. Вивчення біоëоãічниõ вëастивостей штамів Staphylococcus 
epidermidis, їõ здатності до пëівкоутворення, факторів патоãенності 
та рівнів чутëивості до антибіотиків та до комерційниõ препаратів 
бактеріофаãів. Методи. Використовуваëи мікробіоëоãічні та фізіоëоãо-
біоõімічні методи. Результати. В õоді досëіджень буëо видіëено 122 
штами стафіëококів, 37 з якиõ ідентифіковані як S. epidermidis. 
З ниõ 20 штамів буëи здатні утворювати пëівку. Встановëено, 
що біëьшість штамів S. epidermidis  (15 пëівкоутворюваëьниõ і 12 
непëівкоутворюваëьниõ) чутëиві до дії «Бактеріофаãа стафіëококовоãо 
рідкоãо». Всі видіëені штами S. epidermidis виявиëися чутëивими до 
õіноëонів друãоãо покоëіння – офëоксацину та ципрофëоксацину. Також 
біëьшість (17 пëівкоутворюваëьниõ та 15 непëівкоутворюваëьниõ) 
штамів буëи чутëиві до ãентаміцину, який наëежить до аміноãëікозидів. 
Висновок. Iз 20 пëівкоутворюваëьниõ штамів S. epidermidis – 75% 
буëи чутëивими до дії «Бактеріофаãа стафіëококовоãо рідкоãо» та 
всі 100% штамів – чутëиві до фторõіноëонів. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : біопëівка, пëівкоутворюваëьні штами, 
непëівкоутворюваëьні штами, Staphylococcus epidermidis. 

Відоìо, що стафілококи є збудникаìи зна÷ної ÷астини позалікар-
няних та нозокоìіальних інфекöій [11]. Основні ураження викликають 
Staphylococcus aureus і S. epidermidis [5, 9]. Останній, що най÷астіше 
колонізує шкіру та слизові оболонки, характеризується слабкою віру-
лентністю, більшість викликанних ниì інфекöій носить нозокоìіальний 
характер, їх ÷астіше спостерігають у паöієнтів зі зниженниì іìунітетоì. 
Äля S. epidermidis типовиìи є ураження, пов’язані з колонізаöією різних 
поверхонь, в тоìу ÷ислі протезів, катетерів, дренажів, або геìатогенне 
розповсюдження після хірургі÷ного втру÷ання, а також інфекöійні ура-
ження шкіри та ì’яких тканин, кісток, суглобів. Äоволі ÷асто епідерìальні 
стафілококи викликають ураження се÷овидільної систеìи, особливо у 
людей старше 50 років з різниìи форìаìи уропатологій [12]. 

© О.I. Ñідашенко, О.Ñ. Воронкова, Ò.Ì. Полішко, À.I. Вінніков, 2013
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Необхідність вив÷ення інфекöій, що викликані граìпозитивниìи ìікро-
організìаìи, особливо штаìаìи із ìножинною резистентністю до анти-
біотиків, визнається у всьоìу світі [14]. Ðозповсюдження стафілококів, 
резистентних до ìетиöиліну або оксаöиліну, і стафілококів зі зниженою 
÷утливістю до ванкоìіöину є проблеìою в су÷асній ìедиöині [13]. Òакі 
особливості стафілококів стають при÷иною обìеженого вибору антибак-
теріальних препаратів для лікування інфекöій, викликаних öиìи штаìаìи 
ìікроорганізìів. Äля епідерìального стафілокока згадана проблеìа є 
актуальною, адже, саìе серед коагулазонегативних стафілококів доволі 
поширениì явищеì є антибіотикорезистентність. Ðозповсюдження таких 
штаìів зуìовлює необхідність використання поряд із антибіотикаìи інших 
протибактеріальних препаратів. Одниì з ефективних ìетодів у коìплексі 
із застосуванняì антибіотиків ìоже стати використання бактеріофагів 
для лікування ряду інфекöійних проöесів. 

Ìетою роботи було відібрати штаìи S. epidermidis, вив÷ити їх 
здатність до плівкоутворення, фактори патогенності, рівні ÷утливості 
до антибіотиків та ÷утливість до коìерöійних препаратів бактеріофагів. 

Ìатеріали та методи
Всього було ідентифіковано 122 кліні÷них штаìи стафілококів, що 

були отриìані із лабораторії ìікробіології та іìунології ÄÓ Iнститут 
гастроентерології НÀÌН Óкраїни. 

Äля подальших досліджень необхідно було відібрати штаìи S. epider-
midis. 

Iдентифікаöію отриìаних штаìів проводили відповідно до ознак, на-
ведених у визна÷нику бактерій Берджі [8]. Äля визна÷ення приналежності 
до роду Staphylococcus на сольовий агар (10% NaCl) пересівали всі куль-
тури, у яких при ìікроскопії спостерігали граìпозитивні коки, зібрані у 
грона. Належниìи до виду S. еpidermidis вважали коагулазонегативні 
штаìи, що утворювали кислоту з сахарози та ìальтози в анаеробних 
уìовах, відновлювали нітрати, ферìентували глюкозу і лактозу, давали 
ріст на середовищі Гіса з ìанітоì без утворення кислоти в анаеробних 
уìовах, ÷утливі до новобіоöину (ìініìальна пригні÷увальна конöентра-
öія <1,6 ìкг/ìл). Äиференöіаöію стафілококів на коагулазопозитивні та 
коагулазонегативні проводили з використанняì сухої öитратної плазìи 
кролика (ЗÀÒ «Біолік», Óкраїна) в реакöії плазìокоагуляöії. Облік ре-
зультатів здійснювали ÷ерез 2-; 3-; 18- та 24 годин. Візуально визна÷али 
утворення згустків плазìи. 

Вив÷ення здатності до плівкоутворення перевіряли у експрес-тесті: у 
кожну лунку 96-лункового стерильного іìунологі÷ного планшета (Sarstedt, 
Ніìе÷÷ина) вносили 0,2 ìл ì’ясо-пептонного бульона (ÌПБ) та засіва-
ли 50 ìкл суспензії клітин добової культури стафілококів, що ìістила 
3,2½104 клітин/ìл. За плівкоутворенняì спостерігали протягоì 72 годин. 
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По закін÷енню інкубаöії залишки живильного середовища обережно від-
бирали шприöоì. Якщо на стінках лунок планшета залишалася біоплівка, 
то штаì вважали плівкоутворювальниì [4, 10]. 

Äля вив÷ення динаìіки приросту біоплівок на дно флаконів поìіщали 
покривні скельöя, вносили 0,4 ìл бульйонної культури (3,5½106 ÊÓО/
ìл), інкубували в терìостаті 3 год при 37 °Ñ. Після ÷ого додавали 1,6 ìл 
свіжого ì’ясо-пептонного бульйону до загального об’єìу 2,0 ìл. Флакони 
знову поìіщали в терìостат при 37 °Ñ [10]. 

Через одну, дві та три доби визна÷али кількість ÊÓО/ìл у зìитій з 
покривного скла в стерильну пробірку біоплівöі, яку гоìогенізували в 
1 ìл ізотоні÷ного роз÷ину (0,5% натрію хлориду). 

Ó досліджуваних штаìів проводили визна÷ення і порівняння тестів 
патогенності таких, як геìоліти÷на активність на кров’яноìу агарі, ліпазна 
та леöитиназна активність на жовтково-сольовоìу агарі [7]. 

Чутливість до антибіотиків визна÷али з використанняì диск-
дифузійного ìетоду. Було використано диски з антибіотикаìи: öефтри-
аксон, öефтазидиì, öефуроксиì, азтреонаì, тетраöиклін, доксиöиклін 
гідрохлорид, сизоìіöин, пеніöилін, олеандоìіöин, оксаöилін, öипрофлок-
саöин, офлоксаöин, гентаìіöин, еритроìіöин (Himedia Laboratories Prv. 
Limited, Iндія). Àнтибіотики обирали серед найбільш застосовуваних у 
кліні÷ній практиöі з урахуванняì ìеханізìу їх дії згідно Наказу ÌОЗ 
Óкраїни ¹  167 від 05.04.2007 «Про затвердження ìетоди÷них вказівок 
щодо визна÷ення ÷утливості ìікроорганізìів до антибактеріальних пре-
паратів» [6]. 

Визна÷али ÷утливість до таких коìерöійних препаратів бактеріофа-
гів: «Iнтесті-бактріофаг рідкий» (Ìікроген, ÐФ), «Ñекстафаг» (Ìікроген, 
ÐФ), «Бактеріофаг стафілококовий рідкий» (Ìікроген, ÐФ). Äля öього на 
÷ашки Петрі з ÌПÀ засівали 0,1 ìл бактеріальної суспензії, яка ìістила 
1,5½108 кл/ìл. Ðозтирали шпателеì і підсушували в терìостаті протягоì 
30 хв при 37 °Ñ. Потіì на ÷ашку з засівоì наносили по 0,05 ìл препаратів 
бактеріофагів. Чашки інкубували в терìостаті при 37 °Ñ 24  год. Через 
добу враховували результати. Чутливиìи вважали ізоляти, на газоні яких 
виявляли бляшки (негативні колонії). 

Ðезультати досліджень обробляли статисти÷но з використанняì 
критерію Ñтьюдента.

Ðезультати та їх обговорення
Ñеред досліджених 122 кліні÷них штаìів стафілококів, що були 

отриìані із лабораторії ìікробіології та іìунології ÄÓ Iнститут гастроен-
терології НÀÌН Óкраїни до коагулазопозитивних належали 67 штаìів, 
а до коагулазонегативних – 55. За результатаìи вив÷ення фізіолого-
біохіìі÷них властивостей, а саìе анаеробного утворення кислоти з саха-
рози та ìальтози, відновлення нітратів, ферìентаöії глюкози та лактози, 
відсутності утворення кислоти з ìаніту у анаеробних уìовах, ÷утливості 
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до новобіоöину (ÌПÊ<1,6 ìкг/ìл) встановлено, що 37 штаìів (30,3 %) 
належали до виду S. epidermidis. 

Однією з біологі÷них властивостей багатьох бактерій є здатність 
до плівкоутворення і такі штаìи привертають особливу увагу, оскільки 
відоìо, що в плівöі антибіотикорезистентність вища, ніж у планктонних 
культурах. Визна÷ено, що 54% досліджених штаìів S. epidermidis плів-
коутворювальні. Плівка форìувалася протягоì трьох діб, осідала на дно 
лунок планшета, за характероì росту була тоненькою, гладкою, ìала 
білуватий колір. 

Основний приріст біоплівки спостерігали протягоì перших двох діб, 
в середньоìу кількість клітин збільшувалася у  7,1½105 разів. Протягоì 
третьої доби кількість ÊÓО/ìл збільшилася у 1,2½103 разів порівняно з 
другою добою. 

Äля всіх ідентифікованих штаìів вив÷али прояв факторів патоген-
ності та визна÷али ÷утливість до антибіотиків. При вив÷енні факторів 
патогенності виявилося, що повний геìоліз (діаìетр зони 18±0,3 ìì) на 
кров’яноìу агарі та ліпазну (діаìетр зони 5±0,3 ìì) активність на ÆÑÀ 
виявляли всі плівкоутворювальні штаìи S. epidermidis, леöитиназну 
активність спостерігали у 80% (діаìетр зони 6±0,3 ìì) плівкоутворю-
вальних штаìів. Ñеред неплівкоутворювальних штаìів повний геìоліз 
та ліпазну активність спостерігали у 89% (діаìетр зони 11±0,3 ìì) та 
леöитиназну – у 71% (діаìетр зони 5±0,3 ìì). Òакиì ÷иноì, ìожна від-
ìітити, що ÷астка штаìів із проявоì факторів патогенності вище серед 
плівкоутворювальних штаìів. 

Встановлення стійкості до антибіотиків проводили відповідно до 
критеріїв рівнів стійкості/÷утливості [6]. 

Вив÷ення стійкості до антибіотиків показало, що використання 
фторхінолонів другого покоління (офлоксаöину, öипрофлоксаöину), які 
виявляють бактериöидний ефект, пригні÷ую÷и два важливих ферìенти 
ìікробної клітини – ÄНÊ-гіразу і топоізоìеразу IV, внаслідок ÷ого по-
рушується синтез ÄНÊ, були ефективниìи проти всіх 37 штаìів S. epi-
dermidis у планктонній культурі (рис. 1, 2). Поìірно÷утливих та стійких 
як плівкоутворювальних, так і неплівкоутворювальних серед досліджених 
штаìів стафілококів не виявлено. 

На відìіну від фторхінолонів, до тетраöикліну серед 20 плівкоутво-
рювальних штаìів S. epidermidis (рис. 1) стійкиìи виявилося 8 штаìів, 
а до доксиöиклін гідрохлориду – 7. Ñеред 17 неплівкоутворювальних 
штаìів S. epidermidis (рис. 2) стійкиìи до тетраöикліну було 2 штаìи, 
а до доксиöиклін гідрохлориду – 3 штаìи. При використанні дисків з 
сизоìіöиноì стійкість виявили 10 плівкоутворювальних штаìів, а серед 
неплівкоутворювальних – 5 штаìів. Öі антибіотики належать до тетра-
öиклінів, які зв’язуються з 30S-субодиниöею рибосоìи та пригні÷ують 
синтез білка. Òакож порушують синтез білка і аìіноглікозиди, серед яких 
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стійкість визна÷ено до гентаìіöину. Ñтійкиìи виявилися 3 плівкоутво-
рювальних та 2 неплівкоутворювальні штаìи. 

Äо öефалоспоринів, що пригні÷ують синтез клітинної стінки бактерій 
належать öефтриаксон, öефуроксиì та öефтазидиì. Äо öефтриаксону 
стійкість спостерігали у 4 плівкоутворювальних штаìів, а серед неплів-
коутворювальних – 5 штаìів. Äо öефуроксиìу стійкість виявили 12, а 
до öефтазидиìу – 11 плівкоутворювальних штаìів. Ñеред неплівкоутво-
рювальних штаìів стійкість до öефуроксиìу виявляли 10 штаìів, а до 
öефтазидиìу – 7 штаìів. 

При вив÷енні ÷утливості до азтреонаìу, який є антибіотикоì з класу 
ìонобактаìів, що порушують синтез клітинної стінки, стійкість виявили 
12 плівкоутворювальних та 3 неплівкоутворювальні штаìи. 

Найìенша кількість досліджуваних, як плівкоутворювальних так 
і неплівкоутворювальних штаìів S. epidermidis виявилася стійкою до 
еритроìіöину, пеніöиліну, оксаöиліну та олеандоìіöину. Ñтійкість до 
еритроìіöину, що належить до ìакролідів, антиìікробний ефект яких 
зуìовлений порушенняì синтезу білка на рибосоìах ìікробної клітини, 
виявляли 14 плівкоутворювальних та 11 неплівкоутворювальних шта-
ìів. Ñтійкість до пеніöиліну виявили 17 плівкоутворювальних та 12 не-
плівкоутворювальних штаìів, до оксаöиліну стійкість визна÷ено для 15 
плівкоутворювальних та до 11 неплівкоутворювальних штаìів, а до оле-
андоìіöину стійкі – 16 плівкоутворювальних та 9 неплівкоутворювальних 
штаìів. Поìірної ÷утливості не спостерігали. Оксаöилін, олеандоìіöин 
та пеніöилін відносяться до β-лактаìів, які порушують синтез клітинної 
стінки бактерій. 

Òакиì ÷иноì, як для плівкоутворювальних, так і неплівкоутворю-
вальних штаìів S. epidermidis найбільш ефективною ìішенню дії анти-
біотиків виявилися ферìенти, які беруть у÷асть у проöесах, пов’язаних 
з синтезоì ÄНÊ, – öе ÄНÊ-гіраза та топоізоìераза, що пригні÷ується 
фторхінолонаìи, та 30S-субодиниöя бактеріальної рибосоìи, ÷ерез вплив 
на яку пригні÷ується синтез білка тетраöиклінаìи та аìіноглікозидаìи. 
Найìенш ефективниì виявився вплив β-лактаìних антибіотиків, що 
пригні÷ують синтез клітинної стінки бактерій та ряду ìакролідів, які 
порушують синтез білка на рибосоìах ìікробної клітини внаслідок вза-
єìодії з 50S-субодиниöею, що було показано як для плівкоутворювальних, 
так і неплівкоутворювальних штаìів. Останнє дозволяє припустити, що 
форìування біоплівки підвищує стійкійсть ìікроорганізìів лише до ан-
тибактеріальних препаратів, ìішені дії яких ìають внутрішньоклітинну 
локалізаöію. Òобто плівкова організаöія культури, вірогідно дозволяє 
затриìувати проникнення антибіотиків всередину клітини. 

Здатність до плівкоутворення є додатковиì фактороì патогенності 
різних штаìів ìікроорганізìів. Відоìо, що ìікроорганізìи, які здатні до 
плівкоутворення ìають додаткові гени та є носіяìи плазìід, які роблять 
їх стійкиìи до більшості антибіотиків. Êлітини стафілокока, які несуть 
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плазìіди стійкості до антибіотика, синтезують ферìенти, що інактиву-
ють ÷и ìодифікують ìолекулу антибіотика [1, 3]. Ó зв’язку зі стійкістю 
серед досліджуваних плівкоутворювальних та неплівкоутворювальних 
штаìів до пеніöиліну – 85% і 71%, оксаöиліну – 75% і 65%, олеандо-
ìіöину – 80% і 53% та еритроìіöину – 70% і 65%, відповідно, ìожна 
припустити наявність плазìідних або хроìосоìних детерìінант стійкості 
до öих антибіотиків у вив÷ених штаìів.

Òакиì ÷иноì, до використаних антибіотиків більше стійких штаìів 
було серед плівкоутворювальних штаìів S. epidermidis. Найìенша кіль-
кість досліджуваних штаìів S. epidermidis виявилася стійкою до анти-
біотиків з класів ìакролідів, які порушують синтез білка на рибосоìах, 
та β-лактаìів, що впливають на синтез клітинної стінки бактерій.

Поширення антибіотикорезистентності серед кліні÷них штаìів пере-
шкоджає коìплексноìу використанню антибіотиків. Òоìу проводили 
вив÷ення ÷утливості до коìерöійних препаратів бактеріофагів. Ëізис 
клітин S. epidermidis під дією «Бактеріофага стафілококового рідкого» 
спостерігали у 15 плівкоутворювальних та 12 неплівкоутворювальних 
штаìів, під дією «Iнтесті-бактеріофага рідкого» – у 12 плівкоутворюваль-
них та 11 неплівкоутворювальних штаìів. Всі 37 штаìів S. epidermidis 
виявилися стійкиìи до дії препарату «Ñекстафаг». 

Виділені плівкоутворювальні та неплівкоутворювальні штаìи S. epi-
dermidis виявилися ÷утливиìи до препарату «Бактеріофаг стафілококо-
вий рідкий», що свід÷ить про ìожливість коìплексного використання 
бактеріофагів у лікуванні захворювань, зуìовлених як стійкиìи, так і 
÷утливиìи до антибіотиків штаìаìи ìікроорганізìів. 

Визна÷ено, що із 122 досліджених кліні÷них штаìів стафілококів 37 
штаìів належали до S. epidermidis, з них 20 були плівкоутворювальни-
ìи та 17 неплівкоутворювальниìи. Повний геìоліз на кров’яноìу агарі 
та ліпазну активність на ÆÑÀ виявляли всі плівкоутворювальні штаìи 
S. epidermidis, леöитиназну активність спостерігали у 80% плівкоутво-
рювальних штаìів. Ñеред неплівкоутворювальних штаìів повний геìоліз 
та ліпазну активність спостерігали у 89% та леöитиназну – у 71%.

Основний приріст біоплівки спостерігався протягоì перших двох діб: 
в середньоìу кількість клітин збільшувалася у 7,1½105 разів. Протягоì 
третьої доби кількість ÊÓО/ìл збільшилася у 1,2½103 разів порівняно з 
другою добою. 

При дослідженні ÷утливості до антибіотиків показано, що всі ви-
ділені штаìи S. epidermidis були ÷утливиìи до фторхінолонів другого 
покоління – офлоксаöину та öипрофлоксаöину. Чутливість відìі÷ено до 
гентаìіöину у 17 плівкоутворювальних та 15 неплівкоутворювальних 
штаìів, до öефтриаксону у 16 плівкоутворювальних та 12 неплівкоут-
ворювальних штаìів, до тетраöикліну – 12 плівкоутворювальних та 15 
неплівкоутворювальних штаìів, до доксиöиклін гідрохлориду у 13 плів-
коутворювальних та 14 неплівкоутворювальних штаìів. 
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Встановлено, що ÷утливість до дії «Бактеріофага стафілококового 
рідкого» виявили 15 плівкоутворювальних і 12 неплівкоутворювальних 
штаìів S. epidermidis, до «Iнтесті-бактеріофага рідкого» – 12 плівкоут-
ворювальних та 11 неплівкоутворювальних штаìів. Всі 37 штаìів S. epi-
dermidis були стійкиìи до фагів з препарату «Ñекстафаг». 

Встановлено, що 100% плівкоутворювальних штаìів виявилися ÷ут-
ливиìи до фторхінолонів другого покоління, 85% виявили ÷утливість до 
гентаìіöину та 80% – до öефтриаксону, при öьоìу 80% були стійкиìи 
до β-лактаìних антибіотиків і 70% – до еритроìіöину. 
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èЗуЧÅÍèÅ ÁèÎËÎÃèЧÅсÊèÕ сâÎéсÒâ 
пËÅÍÊÎÎÁÐàЗуЮЩèÕ è ÍÅпËÅÍÊÎÎÁÐàЗуЮЩèÕ 

ШÒàÌÌÎâ STAPHyLOCOCCUS EPIDERMIDIS 

Ðеферат

Öель. Èзу÷ение биологи÷еских свойств штаììов Staphylococcus 
epidermidis, их способности к пленкообразованию, факторов патоген-
ности и ÷увствительности к антибиотикаì и к коììер÷ескиì препа-
ратаì бактериофагов. Ìетоды. Èспользовали ìикробиологи÷еские и 
физиолого-биохиìи÷еские ìетоды. Ðезультаты. В ходе исследований были 
выделены 122 штаììа стафилококков, 37 из которых идентифиöированы 
как S. epidermidis. Èз них 20 штаììов – пленкообразующие, а 17 – 
непленкообразующие. Óстановлено, ÷то наибольшее коли÷ество штаì-
ìов S. epidermidis – и 12 непленкообразующих были ÷увствительны к 
действию «Бактериофага стафилококкового жидкого». Все выделенные 
штаììы S. epidermidis оказались ÷увствительныìи к хинолонаì второго 
поколения – офлоксаöину и öипрофлоксаöину. Òакже для 12 пленкообра-
зующих и 14 непленкообразующих штаììов наблюдалась ÷увствитель-
ность к гентаìиöину. âыводы. Òакиì образоì, 75% пленкообразующих 
штаììов S. epidermidis были ÷увствительны к действию «Бактериофага 
стафилококкового жидкого» и все 100%  штаììов – ÷увствительны к 
фторхинолонаì. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : биопленка, пленкообразующие штаììы, не-
пленкообразующие штаììы, Staphylococcus epidermidis.



ВÈВЧÅННЯ БIОËОГIЧНÈХ ВËÀÑÒÈВОÑÒÅÉ ПËIВÊОÓÒВОÐЮВÀËÜНÈХ ...

95ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2. С. 86–96

o.i. sіdashenko, o.s. voronkova, t.M. Polіshko, a.i. vіnnіkov

Dnepropetrovsk National University of Oles Gonchar
Avenue Gagarin, 72, Dnipropetrovsk, Ukraine

e-mail: microb_sidashenko@mail.ru

biological ProPerties of filM-forMation and 
non-filM-forMation strains of STAPHyLOCOCCUS 

EPIDERMIDIS studying

summary

The aіm was to select the strains of S. epidermidis, to test their abil-
ity to film formation, to study biofilm growth, pathogenicity factors and 
sensitivity to antibiotics, to investigate the sensitivity to commercial bacte-
riophage preparations. Methods. The studies used the microbiological and 
biochemical methods. results. 122 strains of Staphylococci were identified, 
37 of which were identified as S. epidermidis. 20 of these strains were film-
forming and 17 – non-film-forming. 15 film-forming and 12 non-film-forming 
strains of S. epidermidis were sensitive to “Staphylococcal bacteriophage 
liquid”. All of isolated strains of S. epidermidis were sensitive to quinolones 
of second generation – ofloxacin and ciprofloxacin. Also, 12 film-forming 
and 14 non-film-forming strains had sensitivity to gentamicin. conclusіon. 
Thus, 75% of film-forming strains of S. epidermidis have been sensitive to 
“Staphylococcal bacteriophage liquid” and 100% strains were susceptible 
to fluoroquinolones.

K e y  w o r d s :  biofilm, film-forming strains, non-film-formation strains, 
S. epidermidis. 
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â ÃуÌÎâié пÐÎÌèсËÎâÎсÒi

Мета. Досëідження фунãіцидної активності новиõ перспективниõ до 
застосування в ãумовій промисëовості речовин, що маëи робочі назви 
J1 та Ì1 щодо мікроміцетів-деструкторів ãумотеõнічниõ матеріаëів 
(ГТÌ). Методи. Визначення фунãіцидної активності проводиëи за 
допомоãою методу дифузії в аãар за діаметром зон затримки росту 
мікроскопічниõ ãрибів. Результати. Показано, що речовина J1 маëа 
активність ëише щодо 5 ізоëятів на відміну від Ì1, яка викëикаëа 
значне приãнічення росту всіõ мікроскопічниõ ãрибів, використаниõ в 
даній роботі. Досëіджена фунãіцидна активність різниõ концентрацій 
Ì1 (0,5; 1,0; 3,0 та 5,0%). Встановëено, що в концентрації 3,0% ре-
човина Ì1 маëа високу фунãіцидну активність щодо всіõ досëіджениõ 
ізоëятів (зони затримки росту 27,8±0,8 – 87,8±3,2 мм), та помірну – 
щодо A. flavus F-41432 (зона затримки росту 21,1±0,4 мм). Відмічено 
посиëення інтенсивності утворення піãментів у ізоëятів A. alternata 
F-41431, A. flavus F-41432, A. ustus F-41437, C. cladosporioides F-41436, 
C. sphaerospermum F-41404 та F. poae F-41416 під впëивом досëіджениõ 
споëук, що моãëо бути пов’язано з активацією одноãо з компонентів 
їõ заõисниõ систем. Висновки. Показано перспективність застосу-
вання речовини Ì1 у концентрації 3,0% дëя заõисту ãумотеõнічниõ 
матеріаëів від пошкоджень мікроскопічними ãрибами. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  ãрибостійкість, ãумотеõнічні матеріаëи, 
мікроскопічні ãриби, фунãіциди, поëіãуанідини.

Пошкодження гуìотехні÷них ìатеріалів (ГÒÌ) ìікроскопі÷ниìи гри-
баìи ÷асто відбувається при їх зберіганні, експлуатаöії в уìовах підви-
щеної відносної вологості повітря (90% і вище) та введенні до їх складу 
технологі÷но необхідних коìпонентів (пластифікаторів, прискорюва÷ів та 
активаторів вулканізаöії, антипіренів, барвників та ін.), які ìають низьку 
грибостійкість [15].

Одниì із засобів захисту гуìи та виробів на її основі є введення до її 
складу фунгіöидів. Захист ГÒÌ фунгіöидаìи – відносно складна зада÷а, 
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так як такі ре÷овини ìожуть бути токси÷ниìи для людини та забрудню-
вати навколишнє середовище. Äеякі фунгіöиди, зокреìа сполуки ìіді, у 
поєднанні з коìпонентаìи гуìової суìіші досить ÷асто втра÷ають свої 
властивості, або погіршують фізико-ìехані÷ні властивості гуìи [3].

Останніì ÷асоì увагу віт÷изняних та зарубіжних дослідників [5, 9, 
12] привертає застосування як фунгіöидів похідних гуанідину, зокреìа 
їх олігоìерів, що ìістять різні хіìі÷ні групи. Відìі÷ено позитивний вплив 
похідних гуанідину на фізико-ìехані÷ні властивості гуìотехні÷них ìате-
ріалів, а також зниження ÷асу їх вулканізаöії [1]. Òакі ре÷овини ìають 
широкий спектр дії, відносно низьку собівартість, безпе÷ні для здоров’я 
людини. Ìеханізì їх фунгіöидної дії пов’язаний з руйнаöією біополіìерів, 
які входять до складу клітинної ìеìбрани, що призводить до порушення 
її функöій [10].

Ñлід звернути увагу, що для ефективного вибору засобу захисту 
ГÒÌ від грибного ураження необхідно враховувати особливості видового 
складу ìікроскопі÷них грибів, що викликали їх пошкодження.

Ìетою даної роботи було дослідження фунгіöидної активності нових 
перспективних до застосування в гуìовій проìисловості ре÷овин, щодо 
ìікроìіöетів-деструкторів ГÒÌ.

Ìатеріали та методи
Об’єктаìи дослідження були ìікроскопі÷ні гриби, виділені наìи з 

гуìотехні÷них ìатеріалів та їх коìпонентів [14]: Alternaria alternata (Fr.: 
Fr.) Keissl. F-41431, Aspergillus flavus Link: Fr. F-41432, A. fumigatus 
Fresen. F-41489, A. niger van Tieghem F-41456, A. sydowii (Bainier 
et Sartory) Thom et al. F-41420, A. ustus (Bainier) Thom et Church 
F-41437, Cladosporium cladosporioides (Fresen.) de Vries F-41436, 
C. sphaerospermum Penz. F-41404, Fusarium poae (Peck) Wollenw. 
F-41416, Mucor racemosus Fresen. F-41411, Penicillium chrysogenum 
Thom F-41427, Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) S. Hughes F-41410 та 
Trichoderma viride Pers.: Fr. F-41409.

Ðе÷овинаìи, фунгіöидна активність яких досліджувалася в даній 
роботі, були олігоìерні похідні гуанідину гідрохлориду, що ìали робо÷і 
назви: J1 та Ì1 (рис. 1).

Äля визна÷ення фунгіöидної активності даних сполук, готували їх 
водні роз÷ини, що ìістили об’єìні ÷астки дію÷их ре÷овин, відповідні 
такиì, що використовуються під ÷ас проöесу вулканізаöії гуìи. Äля J1 
вона становила 3%, а для Ì1 – 0,5; 1,0; 3,0; та 5,0%, відповідно. Як 
еталон фунгіöидної активності використовували 3%-ий водний роз÷ин 
форìальдегіду.

Ìікроскопі÷ні гриби вирощували та готували суспензію їх конідій 
згідно ГОÑÒ 9.048-89 [4].

Фунгіöидну активність визна÷али ìетодоì дифузії в агар [8]. За діа-
ìетроì зони затриìки росту тест-культур оöінювали їх ÷утливість щодо 
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досліджених сполук: > 25 ìì – висока; ≤ 25 ìì – середня; < 15 ìì – 
низька; 0 ìì – відсутня [6]. Äосліди проводили в трикратній повторності, 
результати експериìенту оброблено ìетодаìи ìатеìати÷ної статистики 
з використанняì коìп’ютерної програìи Microsoft Excel 2010, різниöю 
ìіж середніìи вели÷инаìи вважали достовірною за Ð < 0,05 [2].

Ðезультати та їх обговорення
Наші випробування показали, що діаìетр зон затриìки росту штаìів 

A. niger F-41456, C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404, 
F. poae F-41416 та T. viride F-41409 під впливоì ре÷овини J1 становив 
відповідно 5,0±0,2; 23,3±0,6; 31,1±1,0; 5,5±0,7 та 44,4±1,5 ìì. Ðе÷овина 
Ì1 на відìіну від J1 більше пригні÷увала ріст всіх штаìів грибів, що 
були досліджені наìи (табл. 1).

Ðе÷овина J1 виявилаcь неактивною по відношенню до 8 штаìів 
грибів, ìала низьку фунгіöидну дію щодо A. niger F-41456 та F. poae 
F-41416, середню – щодо C. cladosporioides F-41436 та високу щодо 
C. sphaerospermum F-41404 та T. viride F-41409.

На відìіну від J1 ре÷овина Ì1 проявляла високу активність щодо 
всіх досліджених ізолятів, окріì A. flavus F-41432, що характеризувався 

 
 

         
 

а 

б 

m = 5 – 6 

n = 4

Ðис. 1. структурні формули досліджених сполук: а). J1; б). Ì1

fіg. 1. structural formulae of іnvestіgated compounds: а). J1; б). Ì1
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поìірною ÷утливістю. Найбільше пригні÷ення росту спостерігали у ізоля-
тів C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404, S. chartarum 
F-41410 та T. viride F-41409, що становило 87,8±3,2; 62,2±2,0; 60,0±1,4 
та 73,33±1,6 ìì, відповідно.

Òаблиöя 1

Фунгіцидна активність 3%-их водних розчинів досліджених сполук 
Table 1

fungіcіdal actіvіty of 3% water solutіons of іnvestіgated compounds 

Штам
äіаметр зони затримки росту, мм

M1 J1
Åталон 

(формальдегід)

A. alternata F-41431 55,5±2,0 0,0 90,0±0,3

A. flavus F-41432 21,1±0,4 0,0 90,0±0,5

A. fumigatus F-41489 36,7±0,7 0,0 90,0±0,2

A. niger F-41456 46,7±1,0 5,0±0,2 90,0±0,1

A. sydowii F-41420 44,4±2,0 0,0 90,0±0,5

A. ustus F-41437 31,1±1,5 0,0 85,0±2,0

C. cladosporioides F-41436 87,8±3,2 23,3±0,6 90,0±0,2

C. sphaerospermum F-41404 62,2±2,0 31,1±1,0 69,3±3,2

F. poae F-41416 36,7±1,2 5,5±0,7 21,6±1,2

M. racemosus F-41411 27,8±0,8 0,0 90,0±0,2

P. chrysogenum F-41427 30,0±0,6 0,0 90,0±0,1

S. chartarum F-41410 60,0±1,4 0,0 90,0±0,2

T. viride F-41409 73,33±1,6 44,4±1,5 90,0±0,4

Ðоз÷ин форìальдегіду у конöентраöії 3% повністю пригні÷у-
вав ріст всіх досліджених грибів за виняткоì A. ustus F-41437, 
C.  sphaerospermum F-41404 та F. poae F-41416. На нашу дуìку, öе ìоже 
бути пов’язано з адаптивниìи властивостяìи досліджених ізолятів, зо-
креìа здатністю до посиленого утворення пігìентів [13].

Cильний фунгіöидний ефект ре÷овини Ì1, йìовірно, пов’язаний з 
наявністю у її складі дифенілпропанової групи. Відоìо, що в ìолекулах 
органі÷них ре÷овин під впливоì наявних в них різних за своєю природою 
атоìів або атоìних груп відбувається перерозподіл електронної густини 
хіìі÷них зв’язків (позитивний або негативний індукöійний ефект). На-
явність дифенілпропанової групи в ìолекулі Ì1 спри÷иняє негативний 
індукöійний ефект – заìісник зìеншує електронну густину на тоìу атоìі 
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вуглеöю, з якиì він зв’язаний. При öьоìу заìісник набуває ÷асткового 
негативного заряду (δ-), а атоì вуглеöю – ÷асткового позитивного за-
ряду (δ+) [7]. За даниìи літератури, вели÷ина (δ+) ìоже бути одниì 
з факторів, що підсилює взаєìодію фунгіöидних ре÷овин з клітинною 
стінкою грибів [11]. 

Äо складу сполуки J1 входить оксиізопропіленова група, що проявляє 
позитивний індукöійний ефект. При öьоìу такий заìісник набуває ÷астко-
вого позитивного заряду (δ+), а атоì вуглеöю – ÷асткового негативного 
заряду (δ) [7], що в свою ÷ергу ìоже знижувати ефективність фунгіöиду 
внаслідок зìеншення його взаєìодії з грибниì ìіöелієì.

Відоìо, що ìакроìолекули гуанідинових поліìерів адсорбуються на 
негативно зарядженій поверхні клітини, блокую÷и тиì саìиì проöеси 
дихання та живлення (транспорту ìетаболітів ÷ерез клітинну стінку та 
öитоплазìати÷ну ìеìбрану). Вони дифундують ÷ерез клітинну стінку, 
спри÷иняю÷и незворотні пошкодження всередині клітини та інактиваöію 
ряду ферìентів [10].

Одно÷асно з вив÷енняì фунгіöидної активності спостерігали посилен-
ня пігìентаöії у штаìів A. alternata F-41431, A. flavus F-41432, A. ustus 
F-41437, C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404 та 
F. poae F-41416, що ìоже бути пов’язано з їх реакöією на несприятливі 
уìови довкілля (а саìе дію фунгіöиду) шляхоì посилення синтезу піг-
ìентів, як одного з коìпонентів захисної систеìи ìікроìіöетів. Останнє 
узгоджується зі спостереженняìи Ñухареви÷а зі співавт. [13], що напо-
лягали на обережноìу використанні фунгіöидів у проìисловості, так як 
при розвитку грибів-деструкторів на ìатеріалі, попередньо обробленоìу 
фунгіöидоì, ефект їх пошкодження зна÷но посилюється.

Наступниì етапоì досліджень був підбір оптиìальної дію÷ої конöен-
траöії ре÷овини Ì1 для подальшого застосування в гуìовій проìисловості 
(табл. 2).

Найефективнішою виявилася 3%-ва конöентраöія ре÷овини Ì1. 
Ìенші її конöентраöії – 0,5 та 1% ìали ниж÷у фунгіöидну активність, 
а підвищення її до 5% призводило до зростання інгібування лише трьох 
штаìів – A. sydowii F-41420, A. ustus F-41437, S. chartarum F-41410. 
На штаìи A. alternata F-41431, A. flavus F-41432, F. poae F-41416 та 
P. chrysogenum F-41427 підвищення конöентраöії Ì1 з 3 до 5% не впли-
вало. Ó інших шести штаìів (A. fumigatus F-41489, A. niger F-41456, 
C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404, M. racemosus 
F-41411 та T. viride F-41409) при збільшенні конöентраöії Ì1 фунгіöидна 
активність знижувалася. На нашу дуìку таке явище пояснюється знижен-
няì роз÷инності фунгіöиду Ì1 у воді з підвищенняì його конöентраöії та 
як наслідок – послабленняì дифузії його в агар і, відповідно, зìеншенняì 
його потрапляння до конідій ìікроскопі÷них грибів, що проростали. Окріì 
того введення даної ре÷овини до складу гуìової суìіші у конöентраöії 
вище 3% є технологі÷но не вигідниì.
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Òаблиöя 2

Фунгіцидна активність різних концентрацій речовини Ì1* 
Table 2

fungіcіdal actіvіty of dіfferent concentratіons of substance M1* 

Штам
Êонцентрація Ì1, %

0,5 1,0 3,0 5,0

A. alternata F-41431 24,4±1,0 40,0±1,5 55,5±2,0 55,5±2,0

A. flavus F-41432 11,1±0,4 21,1±0,4 21,1±0,4 21,1±0,4

A. fumigatus F-41489 11,1±0,4 31,1±1,5 36,7±0,7 28,9±1,5

A. niger F-41456 11,1±0,4 26,7±1,2 46,7±1,0 18,9±0,5

A. sydowii F-41420 28,9±1,5 40,0±2,8 44,4±2,0 62,2±2,4

A. ustus F-41437 20,0±1,0 31,1±1,5 31,1±1,5 43,3±1,8

C. cladosporioides F-41436 33,3±0,4 51,1±2,5 87,8±3,2 58,9±2,7

C. sphaerospermum F-41404 33,3±0,4 70,0±2,8 62,2±2,0 53,3±2,5

F. poae F-41416 25,6±0,8 36,7±0,5 36,7±1,2 36,7±2,1

M. racemosus F-41411 11,1±0,4 38,9±0,6 27,8±0,8 25,6±0,3

P.chrysogenum F-41427 11,1±0,4 28,9±1,7 30,0±0,6 30,0±0,8

S. chartarum F-41410 50,0±2,4 54,4±2,2 60,0±1,4 67,8±1,9

T. viride F-41409 31,1±1,1 73,3±2,6 73,33±1,6 50,0±0,7

*Приìітки: діаìетр зони затриìки росту ìікроскопі÷них грибів, ìì
*Notes: diameter of zone of inhibition of fungal growth, mm

Òакиì ÷иноì, ре÷овина Ì1 у конöентраöії 3% проявляла ìаксиìаль-
ний фунгіöидний ефект до всіх досліджених наìи грибів (окріì A. flavus 
F-41432) та ìоже бути використана як засіб захисту гуìотехні÷них ìа-
теріалів від грибного ураження.
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fungicidal activity of guanidine-containing 
oligoMers, PersPective for using in rubber 

Manufacturing 

summary

The aіm of the work was to research fungicidal activity of the new 
substances, perspective for the using in rubber industry, and has work 
names J1 and M1, for the microscopic fungi that are destructors of rubber. 
Methods. Definition of fungicidal activity was explored by the method of 
diffusion to agar for the diameter of zones of growth inhibition of microscopic 
fungi. results. It has been shown that substance J1 was active only for 
five strains, in difference of Ì1, which caused significant oppression of all 
investigated microscopic fungi. It had been studied fungicidal activity of 
different concentrations of M1 (0.5; 1.0; 3.0 and 5.0 %). It was concluded 
that in concentration 3.0% substance M1 had high fungicidal activity for 
all explored strains (zones of growth inhibition 27.8±0.8 – 87.8±3.2 mm) 
and middle – for A. flavus F-41432(zones of growth inhibition 21.1±0.4 
mm). It was marked increasing of intensity of the formation of pigments 
at strains A. alternata F-41431, A. flavus F-41432, A. ustus F-41437, 
C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404 and F. poae 
F-41416 under influence of investigated substances that may be linked with 
activation of some components of their adaptive systems. conclusіons. The 
results of the study showed the perspectivity of using of substance M1 in 
concentration 3.0% for the protection of rubber technical materials from 
the deterioration caused by microscopic fungi. 

K e y  w o r d s :  resistance to fungal action, rubber technical materials, 
microscopic fungi, fungicides, polyguanidine.
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ФуÍÃèÖèäÍàß àÊÒèâÍÎсÒь пÐÎèЗâÎäÍЫÕ 
ÃуàÍèäèÍсÎäÅÐЖàЩèÕ ÎËèÃÎÌÅÐÎâ, пÅÐспÅÊÒèâÍЫÕ 

äËß пÐèÌÅÍÅÍèß â ÐÅЗèÍÎâÎé пÐÎÌЫШËÅÍÍÎсÒè

Ðеферат

Öель. Èсследование фунгиöидной активности новых перспективных к 
использованию в резиновой проìышленности веществ, иìеющих рабо÷ие 
названия J1 и Ì1, относительно ìикроìиöетов-деструкторов резинотех-
ни÷еских ìатериалов. Ìетоды. Определение фунгиöидной активности 
проводили при поìощи ìетода диффузии в агар по диаìетру зон задержки 
роста ìикроскопи÷еских грибов. Ðезультаты. Показано, ÷то вещество J1 
проявило активность лишь по отношению к 5 изолятаì, в отли÷ие от Ì1, 
которое вызывало зна÷ительное угнетение роста всех ìикроскопи÷еских 
грибов, использованных в данной работе. Была исследована фунгиöидная 
активность разных конöентраöий Ì1 (0,5;1,0;3,0 и 5,0%). Óстановлено, 
÷то в конöентраöии 3,0% вещество Ì1 иìело высокую фунгиöидную ак-
тивность по отношению ко всеì исследованныì изолятаì (зоны задержки 
роста 27,8±0,8 – 87,8±3,2 ìì), и уìеренную – к A. flavus F-41432 (зона 
задержки роста 21,1±0,4 ìì). Отìе÷ено усиление интенсивности обра-
зования пигìентов у изолятов A. alternata F-41431, A. flavus F-41432, 
A. ustus F-41437, C. cladosporioides F-41436, C. sphaerospermum F-41404 
та F. poae F-41416 под влияниеì исследованных соединений, ÷то ìогло 
быть связано с активаöией одного из коìпонентов их защитных систеì. 
âыводы. Показана перспективность использования вещества Ì1 в 
конöентраöии 3,0% для защиты резинотехни÷еских ìатериалов от по-
вреждений ìикроскопи÷ескиìи грибаìи.

Êлю÷ е вые  с л о в а : грибостойкость, резинотехни÷еские ìатериалы, 
ìикроскопи÷еские грибы, фунгиöиды, полигуанидины.
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viii ËiÒÍß ШÊÎËà  
«ÌÎËÅÊуËßÐÍà ÌiÊÐÎÁiÎËÎÃiß i ÁiÎÒÅÕÍÎËÎÃiß»

З 27 травня по 14 ÷ервня 2013 року на кафедрі ìікробіології, віру-
сології та біотехнології та Біотехнологі÷ного науково-нав÷ального öен-
тру Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова спільно 
з Iнститутоì ìікробіології і вірусології іìені Ä.Ê. Заболотного НÀН 
Óкраїни, за підтриìки Òовариства ìікробіологів Óкраїни іìені Ñ.Ì. Ви-
ноградського та Ñпілки біологів і біотехнологів Одеси проходила VIII 
Ëітня школа «Ìолекулярна ìікробіологія і біотехнологія». 

Ñеред слуха÷ів Ëітньої школи були ìолоді в÷ені та аспіранти з уні-
верситетів та наукових закладів з Êиєва, Чернівöів, Ñуì, Ñіìферополя, 
Чернігова, Харкова, Одеси, Ìінська, Ñанкт-Петербурга, Ñаратова, Òю-
ìені і Êазані. 

Ëекöійний курс VIII Ëітньої школи з ìолекулярної ìікробіології і 
біотехнології висвітлював питання ìолекулярної генетики і ìікробіоло-
гії, бактеріальної геноìіки, еволюöії і спеöифі÷ності геноìу, надвидових 
генети÷них систеì, ìолекулярно-генети÷них аспектів ìікробно-рослинної 
взаєìодії, ìетагеноìіки ìікробних угруповань ́ рунту, кластерного аналізу 
і нуìери÷ної таксоноìії та ін. Ëекöії ÷итали: заступник директора IÌВ 
НÀНÓ завідува÷ відділоì ìолекулярної генетики бактеріофагів, д.б.н. 
Òовка÷ Федір Iванови÷, акад. НÀÀНÓ Ñиволап Юрій Ìихайлови÷ керівник 
Південного біотехнологі÷ного öентру в рослинниöтві НÀÀНÓ, співро-
бітники Äержавної наукової установи Всеросійський науково-дослідний 
інститут сільськогосподарської ìікробіології ÐÀÑГН, ì. Ñанкт-Петербург: 
директор, д.б.н., проф., акадеìік ÐÀÑГН та НÀÀНÓ Òихонови÷ Iгор 
Àнатолійови÷; заст. директора , д.б.н. Проворов Ìикола Олександрови÷; 
с.н.с. лабораторії селекöії і генетики ìікроорганізìів к.б.н. Оніщук Ольга 
Петрівна; зав. лабораторії ìікробіологі÷ного ìоніторингу та біореìедіаöії 
´рунтів к.б.н. Àндронов Євген Євгенови÷; зав. лабораторії ризосферної 
ìікрофлори, д.б.н. Беліìов Àндрій Олексійови÷; зав. лабораторії техноло-
гії ìікробних препаратів, к.б.н. Чеботарь Володиìир Êузьìи÷; професор 
кафедри генетики Ñ.-Петербурзького державного університету, д.б.н., 
Ëутова Ëюдìила Олексіївна; провідний науковий співробітник Iнституту 
біохіìії і фізіології рослин і ìікроорганізìів ÐÀН д.х.н., проф. Êаìнєв 
Олександр Àнатолійови÷, ì. Ñаратов; завідува÷ лабораторії ìолекулярної 
біології Êазанського інституту біохіìії та біофізики ÐÀН, к.б.н. Гоголєв 
Юрій Вікторови÷. 

Практи÷ні заняття на Ëітній школі вели наукові співробітники кафе-
дри ìікробіології, вірусології та біотехнології і Біотехнологі÷ного ННÖ 
Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова – с.н.с., к.б.н. 
Ñергєєва Æ.Ю., н.с. к.б.н. Êрилова Ê.Ä., доö., к.б.н. Ëіìанська Н.В., 
с.н.с., к.б.н. Васильєва Н.Ю., асп. Êоротаєва Н.В., Iнституту ìікробіології 
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і вірусології іìені Ä.Ê. Заболотного НÀНÓ – завідува÷ лабораторії, к.б.н. 
Остап÷ук À.Ì., асп. Êороль Н.À. та співробітник коìпанії БіоÐад доктор 
Гюла Шанаді (Óгорщина). 

Впродовж трьох тижнів на практи÷них заняттях у÷асники VIII Ëітньої 
школи опанували су÷асні ìетоди рідинної та газової хроìатографії, виді-
лення бактеріальної та фагової ÄНÊ і білків, ìетод поліìеразної ланöю-
гової реакöії, рестрикöійний аналіз, електрофорез в поліакрилаìідноìу 
та агарозноìу гелях, ìетоди титрування та препаративного отриìання 
бактеріофагів, здійснювали трансфорìаöію бактерій плазìідною ÄНÊ, 
ознайоìилися з основниìи ìетодаìи біоінфорìатики та ідентифікаöії 
ìікроорганізìів за спектроì жирних кислот з використанняì газової 
хроìатографії.

Під ÷ас перерв та у вихідні дні у÷асники школи відвідали Палеонто-
логі÷ний, Зоологі÷ний та Ìінералогі÷ний ìузеї Одеського наöіонального 
університету іìені I.I. Ìе÷никова. 

На уро÷истоìу закритті у÷асники VIII Ëітньої школи з ìолекулярної 
ìікробіології і біотехнології отриìали посвід÷ення, які вру÷ав керівник 
Ëітньої школи, проректор з наукової роботи, завідува÷ кафедри ìікробі-
ології, вірусології та біотехнології Одеського наöіонального університету 
професор, д.б.н. В.О. Iваниöя та заступник директора IÌВ НÀНÓ завід-
ува÷ відділоì ìолекулярної генетики бактеріофагів, д.б.н. Òовка÷ Ф. ². 

Організатори Ëітньої школи з ìолекулярної ìікробіології і біотехно-
логії запрошують аспірантів та ìолодих у÷ених взяти у÷асть у IХ Ëітній 
школі, яка відбудеться у травні-÷ервні 2014 року! 

Òелефон: (0482) 68-79-64
Åлектронна адреса: sergeeva.zh@onu.edu.ua.

Відповідальний секретар 
Ëітньої школи 

к.б.н. Ñергєєва Æанна Юріївна
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iÍФÎÐÌàÖiéÍÅ пÎâiäÎÌËÅÍÍß äËß àâÒÎÐiâ

Науковий журнаë «Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія» запрошує Вас 
до співпраці з питань висвітëення резуëьтатів науковиõ досëіджень 
у ãаëузі мікробіоëоãії і біотеõноëоãії. 

програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових дослі-
джень у галузі ìікробіології та біотехнології, об’єктаìи яких є прокаріотні 
(бактерії, архебактерії) та еукаріотні (ìікроскопі÷ні гриби, ìікроскопі÷ні 
водорості, найпростіші) ìікроорганізìи, віруси.

Òематична спрямованість: ìікробіологія, вірусологія, іìунологія, 
ìолекулярна біотехнологія, створення та селекöія нових штаìів ìікро-
організìів, ìікробні препарати, антиìікробні засоби, біосенсори, діагнос-
тикуìи, ìікробні технології в сільськоìу господарстві, ìікробні технології 
у хар÷овій проìисловості; захист та оздоровлення навколишнього серед-
овища; отриìання енергоносіїв та нових ìатеріалів тощо.

Ìова (мови) видання: українська, російська, англійська.
Ðубрики журналу: «Оглядові та теорети÷ні статті», «Åкспериìентальні 

праöі», «Äискусії», «Êороткі повідоìлення», «Хроніка наукового життя», 
«Ñторінки історії», «Ювілеї і дати», «Ðеöензії», «Êнижкова полиöя».

Äо статті додається рекоìендаöія установ, організаöій, у яких ви-
конувалася робота, за підписоì керівника та письìова згода керівників 
установ, організаöій, де праöюють співавтори.

âимоги до оформлення статей, які подаються до редакції журналу:
Ñтаття ìає відповідати теìати÷ноìу спряìуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВÀÊ Óкраїни від 15.01.2003 р. ¹7-05/1, вклю÷ати 
такі структурні елеìенти: постановка проблеìи у загальноìу вигляді та 
її зв’язок із важливиìи науковиìи ÷и практи÷ниìи завданняìи; аналіз 
останніх досліджень і публікаöій, в яких запо÷атковано вирішення даної 
проблеìи і на які опирається автор; виокреìлення раніше не вирішених 
÷астин загальної проблеìи, котриì присвя÷ується стаття; форìулюван-
ня öілей статті (постановка завдання); виклад основного ìатеріалу до-
слідження з повниì об´рунтуванняì наукових результатів; висновки з 
даного дослідження і перспективи подальших пошуків у даноìу напряìі.

Äо друку прийìаються статті (2 приìірники) обсягоì не більше 8 
сторінок (з урахуванняì рисунків, таблиöь і підписів до них, анотаöії, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., реöензії – до 3 стор., 
короткі повідоìлення – до 2 стор.

Äо рукопису додається електронний варіант статті на дискові (шрифт 
Times New Roman, кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків 
на сторінöі, поля по 2 сì).

  при написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
– індекс ÓÄÊ у лівоìу верхньоìу кутку першого аркуша;
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– прізвища та ініöіали автора (авторів) ìовою оригіналу, ìісöе ро-
боти кожного автора; повна поштова адреса установи (за ìіжнародниìи 
стандартаìи); телефон, електронна адреса (e-mail). Прізвища авторів та 
назви установ, де вони праöюють, позна÷ають одниì і тиì саìиì öиф-
ровиì індексоì (вгорі);

– назва статті великиìи літераìи;
– анотаöія із зазна÷енняì новизни дослідження (200–250 слів);
– клю÷ові слова (не більше п’яти);
Òекст статті має включати такі складові:
вступ; ìатеріали і ìетоди; результати та їх обговорення; висновки; 

література.
Äо кожного приìірника статті додається анотаöія ìовою оригіналу 

та реферати українською / російською (в залежності від ìови оригіналу 
статті), та англійською ìоваìи (кожен реферат на окреìоìу аркуші). Осо-
бливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською ìовою. 
Äля öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих спеöіалістів-
лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту автороì(-аìи). 
Перед словоì «реферат» необхідно написати прізвища та ініöіали авторів, 
назви установ, повну назву статті відповідною ìовою. Ðеферат обсягоì 
200—250 слів ìає бути структурованиì: ìета (÷ітко сфорìульована), 
ìетоди дослідження, результати дослідження (стисло), узагальнення або 
висновки. Після тексту реферату з абзаöу розìіщуються клю÷ові слова. 

Ó кінöі тексту статті указати прізвища, іìена та по батькові усіх 
авторів, поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденöії).

Ñтаття ìає бути підписана автороì (усіìа автораìи) з зазна÷енняì 
дати на останній сторінöі.

Àвтори несуть повну відповідальність за бездоганне ìовне офорìлен-
ня тексту, особливо за правильну наукову терìінологію (її слід звіряти 
за фаховиìи терìінологі÷ниìи словникаìи). 

Ëатинські біологі÷ні назви видів, родів подаються курсивоì латини-
öею. 

Якщо ÷асто повторювані у тексті словосполу÷ення автор вважає за 
потрібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обуìовлюють 
у дужках. Наприклад: поліìеразна ланöюгова реакöія (ПËÐ).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, öифраìи у ква-
дратних дужках, згідно з порядковиì ноìероì у списку літератури.

Òаблиöі ìають бути коìпактниìи, ìати порядковий ноìер; графи, 
колонки ìають бути то÷но визна÷ениìи логі÷но і графі÷но. Ìатеріал та-
блиöь (як і рисунків) ìає бути зрозуìілиì і не дублювати текст статті. 
Öифровий ìатеріал таблиöь слід опраöювати статисти÷но. 

Ðисунки виконуються у вигляді ÷ітких креслень (за допоìогою 
коìп’ютерного графі÷ного редактора у форìаті Word, TIF, JPG). Осі 
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координат на графіках ìають бути позна÷ені. Ðисунки розìіщуються у 
тексті статті та дублюються окреìиì файлоì на CD.

Ðозділ «Ðезультати досліджень та їх обговорення» ìає бути написаний 
коротко: необхідно ÷ітко викласти виявлені ефекти, показати при÷инно-
результативні зв’язки ìіж ниìи, порівняти отриìану інфорìаöію з даниìи 
літератури, дати відповідь на питання, поставлені у вступі.

Ñписок літератури складається за алфавітно-хронологі÷ниì порядкоì 
(спо÷атку кирилиöя, потіì латиниöя) і розìіщується в кінöі статті. Якщо 
перший автор у декількох праöях один і той саìий, то праöі розìіщуються 
у хронологі÷ноìу порядку. Ñписок посилань треба пронуìерувати, а у 
тексті посилатися на відповідний ноìер джерела літератури (у квадрат-
них дужках).

Ó посиланні пишуть прізвища усіх авторів. В експериìентальних 
праöях ìає бути не більше 15 посилань літературних джерел.

Патентні докуìенти розìіщуються у кінöі списку посилань.
 
ЗÐàЗÊè пÎсèËàÍь ËiÒÅÐàÒуÐè

Íа книги
Векірчик К.Ì. Ìікробіологія з основаìи вірусології. – Ê.: Ëибідь, 

2001. – 312 с. 
Патика В.П., Тиõонович I.А. Ìікроорганізìи і альтернативне зеì-

леробство. – Ê.: Óрожай, 1993. – 176 с. 
Промышëенная ìикробиология / Под ред. Н.Ñ. Åгорова. – Ì.: Высш. 

шк., 1989. – 688 с.
Ìетоды общей бактериоëоãии: В 3 т. / Под ред. Ф. Герхардта. – 

Ì.: Ìир, 1983. – Ò. 1. – 536 с.; Ò. 2. – 470 с.; – Ò. 3. – 263 с.
Шëеãеëь Г. Общая ìикробиология. – Ì.: Ìир, 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.

Íа журнальні статті
Подãорский В.С. Ñистеìати÷еское положение, экологи÷еские аспекты 

и физиолого-биохиìи÷еские особенности ìикроорганизìов, иìеющих 
проìышленное зна÷ение // Ìікробіол. журн. – 1998. – 60, ¹ 5. – 
Ñ.  27-42.

Aндреюк Е.И., Козëова И.А., Рожанская А.Ì. Ìикробиологи÷еская 
коррозия строительных ìатериалов // Биоповреждения в строитель-
стве.  – Ì.: Ñтройиздат, 1984. – Ñ. 209-221.

Гëоба Л.I., Подорван Н.I. Біотехнологія о÷ищення забрудненої при-
родної води // Вісник ОНÓ. – 2001. – т. 6, в. 4. – Ñ. 65-67. 



112 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2.  

Eaton R.W., Ribbons D.V. Utilization of phtalate esters by micrococci  // 
Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185-188.

Íа тези доповідей
Ìацеëюõ Б.П. Ðозробка біотехнології одержання ландоìіöину Å  // 

Ìіжнародна наук. конф. „Ìікробні біотехнології» (Одеса, вересень, 
2006  р.): тез. доп. – О.: „Àстропринт», 2006. – Ñ. 17.

Íа депоновані наукові роботи
1. Лопатина Н.В., Терентьев А.Н., Натаëич Л.А., Янãуëов Ш.У. 

Оптиìизаöия питательной среды для культивирования вакöинного штаì-
ìа ÷уìного ìикроба с приìенениеì ìетода ìатеìати÷еского планирования 
экспериìента / Ðедкол. «Ìикробиол. журн.» – Ê., 1991. – 7 с. – Äеп. 
в ВÈНÈÒÈ 03.01.92, ¹ 1-В92.

Íа стандарти
ГОСТ 20264.4-89. Препараты ферìентные. Ìетоды определения 

аìилолити÷еской активности. – Ì.: Èзд-во стандартов, 1989. – 17 с.

Íа автореферати дисертацій
Онищенко О.Ì. Òаксоноìія і антибіоти÷на активність Alteromonas-

подібних бактерій Чорного ìоря: Àвтореф. дис. ... канд. біол. наук. Ê., 
2003. – 21 с.

Äатою надходження статті вважають день, коли до редколегії надій-
шов остато÷ний варіант тексту статті після реöензування.

Після одержання коректури статті автор повинен виправити лише 
поìилки (÷ітко, синьою або ÷орною ру÷кою неправильне закреслити, а 
поряд з öиì на полі написати правильний варіант) і терìіново відіслати 
статтю на адресу редколегії або повідоìити про свої правки по телефону 
÷и електронною поштою.

Ó разі затриìки редакöія, додержую÷ись графіка, залишає за со-
бою право здати коректуру до друкарні (у виробниöтво) без авторських 
правок.

Підпис автора у кінöі статті озна÷ає, що автор передає права на ви-
дання своєї статті редакöії. Àвтор гарантує, що стаття оригінальна; ні 
стаття, ні рисунки до неї не були опубліковані в інших виданнях.

Відхилені статті не повертаються.
Ðедакöія прийìає до друку на сторінках і обкладинках журналу 

платні реклаìні оголошення біотехнологі÷ного та ìеди÷ного напряìів; 
виробників лабораторного обладнання, диагностикуìів, реактивів тощо 
для наукових досліджень.



113ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2    

instructіons for the authors

Scientific journal «Microbiology and Biotechnology» invites you to 
spotlight the results of scientific investigations in the field of microbiology 
and biotechnology

 
aіms. Journal «Microbiology and Biotechnology» publishes primary 

research papers on microbiology and biotechnology of prokaryotic 
(bacteria, archaea) and eucaryotic (fungi, microscopic algae, protozoans) 
microorganisms, viruses.

topіcs: microbiology, virology, molecular biotechnology, development 
and selection of new microbial strains, microbial preparations, antimicrobial 
preparations, biosensors, diagnosticums, microbial technologies in 
agriculture, microbial technologies in food production, environment 
protection and enhancement, development of energy vectors and new raw 
materials, etc.

languages: Ukrainian, Russian, English.
types of publіcatіons: «Reviews», «Experimental works», «Reviews», 

«Original Research Papers», «Discussions», «Short communications», «Con-
ferences, congresses, trend schools», «Scientific life chronicles», «Pages of 
history», «Anniversaries», «Book reviews», «Bookshelf».

The manuscript should be accompanied with a letter from an institution 
expert commission that should state that the paper is suitable for publication 
in MSM, and comprise a recommendation of the institution where the 
research was carried out, signed by the chief and a signed agreement of 
institution leader. 

artіcle appearance:
The manuscript should satisfy journal topics and according to Resolution 

of Higher Attestation Commission of Ukraine (15.01.2003, ¹ 7-05/1, 
p. 3) must contain the following elements: problem definition with the 
reference to main scientific and practical tasks; analysis of recent studies 
and publications that form a basis for problem decision; highlighting of 
main unsolved tasks; article task; narrative of main results with their full 
substantiation; conclusions and main challenges in given area of focus. 

The following articles are accepted: 
– original research papers – at most 10 pages (with pictures, tables, 

and captions, summary, bibliography)
– reviews – at most 15 pages
– book reviews – at most 3 pages
– short communications – at most 2 pages.



114 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2.  

The manuscript should be given in 2 carbon copies with an electronic 
variant on CD (Word, font Times New Roman, 14, line spacing automatic, 
at most 30 lines per page, page margins – 2 cm on all sides). 

While writing the manuscript the author(s) have to keep the following 
plan :

– UDC index on the first page top left;
– author(s) full name(s) in source language, name(s) of institution(s), 

institution postal address (in international format), contact phone number, 
e-mail address. Authors names and institutions they represent should be 
clearly stated by using superscript numbers;

– article title uppercase;
– article abstract (200–250 words);
– key words pertaining to the subject matter (5 maximum).

The manuscript should be divided into the following sections: 
Introduction, Materials and methods, Resuts and discussion, Concluding 
remarks, and References.

Abstracts in source language, Ukrainian/Russian (depending on article 
language) and English (each one on a single page) should be attached to 
every copy of an article. author(s) name(s), іnstіtutіon(s) and artіcle 
tіtle should be followed by word «Abstract», abstract itself and key words 
(new paragraph).

Particular attention should be given to writing the abstract to the 
manuscripts written in English. For this purpose the author(s) should use 
the services of the qualified linguists with further scientific editing the 
text by the author (s). Before the word «Abstract» it should be written the 
names and initials of the authors , name of the scientific establishment, 
full title of the article in the appropriate language. Abstract volume of 200-
250 words should be structured: the goal (articulated), research methods, 
findings (briefly), synthesis and conclusions. After the text of the abstract 
there should be given the key words.

Next to the article text the contact details should be set: names of all 
the authors, institution names, postal address, phone/fax number, e-mail.

The manuscript should be signed by the author (all the authors) and 
dated on the last page. 

Manuscripts must be grammatically and linguistically correct.
Biological taxonomic names must be given in Latin, italics. 
Repeated word-combinations can be abbreviated. An abbreviation is set 

in brackets when first introduced, e. g. polimerase chain reaction (PCR). 
Bibliography references should be numeral and are given in the text in 

square brackets according to their order in the bibliography list. 
Tables should be compact, and numbered with Arabic numerals; all 

columns and rows should be arranged in logical and graphical order. All 



115ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2    

material presented in the tables (figures) should be clear and should not 
duplicate an article text. Results should be processed statistically.

All pictures should be presented in TIFF or JRG format, axes named. 
Figures should be placed in article body with electronic copies on CD in 
separate file. 

Section «Results and Discussion» should clearly state revealed effects, 
cause-effect relations, compare obtained data with literature data and give 
the answers on questions specified in the introduction. 

References should be numbered sequentially in alphabetical-chronological 
order (Cyrillic first, then Latin) at the end of the manuscript. If the first 
author in several references is the same, all these references are arranged 
in chronological order. Reference list should be numbered. The numbers 
should be set in square brackets in the text, i. e. [2, 15]. 

References should contain all the authors’ names. Original research 
papers should contain at most 15 references. Patent documents should be 
mentioned at the end of the list. 

 
books
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.

Journals
Eaton R.W., Ribbons D.V. Utilization of phtalate esters by micro-

cocci  // Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185 – 188.

theses of reports
deposіted scіentіfіc works
standards
thesіs abstracts 
onlіne resources
http://www.foodnetwork.com/article/perfect_souffle. 20 February 2013.

The date of article acceptance is that one when the final variant comes 
to the publisher after a prepublication review. 

After obtaining the proof sheet the author should correct mistakes 
(clearly cancel incorrect variant with blue or black ink and put the correct 
variant on border) and send the revised variant to the editor (by post, 
e-mail or phone). 

In case of delays, editors keeping to the schedule have a right to publish 
the revised variant without author’s proofreading. 



116 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 2.  

Author’s signature vouches that author grants a copyright to the 
publisher. Author vouches that the work has not been published elsewhere, 
either completely, or in part and has not been submitted to another journal. 

Not accepted manuscripts will not be returned.
The publisher accepts paid-for advertisement on biotechnology, 

medicine, laboratory equipment, research diagnosticums, tests, reagents 
for publication on the cover or journal pages.



Óвага: передрук, усі види копіювання та відтворення ìатеріалів, 
що надруковані у журналі «Ìікробіологія і біотехнологія», 
ìожливі лише за уìови посилання на джерело інфорìаöії 

та з дозволу редакöійної колегії. 
Óсі права захищені згідно законодавства Óкраїни.

Ìакет В.Г. Вітвиöька
Заì. ¹ 685. Òираж 100 приì.

Видавеöь та виготовлюва÷
 Oдеський наöіональний університет іìені ².². Ìе÷никова

Ñвідоöтво суб’єкта видавни÷ої справи ÄÊ ¹ 4215 від 22.11.2011. 
65082, ì. Одеса, вул. Єлісаветинська, 12,  Óкраїна

Òел.: +38 (048) 723 28 39


