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 електроутриМування як руШійна сила 
ЗлагодЖеноЇ роБоти енЗиМів на МеМБранаХ 

ЖивиХ клітин

Візуальне (за допомогою світлового мікроскопа) спостереження явища елек-
троутримування клітин мікроорганізмів та досліди з іммобілізації ензимів на 
колекторах в електричному полі дають підстави передбачити визначальну роль 
електроутримування у злагодженій роботі ферментних систем в клітинах будь-
якого живого організму завдяки транспорту (проходженню) крізь мембрану 
заряджених йонів, які створюють неоднорідне електричне поле, поляризують 
молекули ензимів, змушують їх до пульсуючого руху, що сприяє їх взаємному кон-
такту між собою і забезпечує узгоджене функціонування біологічного конвеєра 
з біотрансформації відповідних субстратів.

Ключові  слова: електроутримування, іммобілізація ензимів, функціонування 
ензимів на мембранах.

Cвого часу група дослідників ІКХХВ АН України (П.І. Гвоздяк, Т.П. Че-
хівська, В.Д. Гребенюк і Л.П. Кошечкіна) виявили надзвичайно цікаве явище, 
яке дістало назву «електроутримування» [1] та яке, на жаль, залишається поза 
увагою дослідників, зокрема, ензимологів, біофізиків, мембранологів та інш.

Суть електроутримування полягає у тому, що поміщені в електричне поле 
зернисті, пористі чи волокнисті діелектрики та провідники другого роду (ко-
лектори, загрузки) утримують з води, що протікає крізь них, і накопичують 
дисперсні, колоїдні та розчинені у воді заряджені, чи такі, що поляризуються, 
речовини (живі та мертві клітини мікроорганізмів, їх детрити, віруси, білки, 
нуклеїнові кислоти, інші біополімери, глинисті мінерали, пігменти, барвники 
та деякі інші органічні речовини тощо). Після зняття електричного поля ці 
речовини відділяються від колектора, деагрегуються, суспендуються і легко 
вимиваються проточною водою. Повторне накладання електричного поля на ко-
лектор знову затримує з води, що протікає, вказані об’єкти, і так без кінця [2–7].

Явище електроутримування та, зокрема його прикладна частина під на-
звою «електрофільтрування» [8, 9] стали предметом декількох кандидатських 
дисертацій [10-14], а найбільш детально описані в докторській дисертації [15].
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Цікаво, що при електроутримуванні на зернистому силікагелі як колекторі 
відомої мікробіологам «чудесної палички» – бактерії Serratia marcescens – при-
сутній у ній червоний пігмент продігіозин «вибивався» з бактеріальних клітин 
і сорбувався на силікагелі, забарвлюючи його в яскраво багряний колір [16]. 
Механізм цього явища не встановлено. 

Проте особливо сильне враження справив той факт, що при електроутри-
муванні ензимів вони не втрачали своїх каталітичних властивостей, і таким 
чином електроутримування виявилося четвертим методом іммобілізації ензимів 
[17–19].

До речі, майже через десятиліття після наших публікацій з приводу елек-
троутримування ферментів, відомий японський ензимолог, професор Токій-
ського університету Shintaro Furusaki опублікував статтю про «новий метод 
іммобілізації ензиму на основі сил Кулона» [20] без посилань на наші роботи. 
З’ясувалося, проф. Furusaki, не будучи знайомим з нашими публікаціями у 
провідних наукових журналах «Доклады Академии наук СССР», «Микро-
биология», «Прикладная биохимия и микробиология» фактично заново, са-
мостійно перевідкрив електроутримування. Невдовзі Токійський університет 
офіційно повідомив про включення ІКХХВ АН УРСР в число «500 кращих 
лабораторій світу».

У спеціалістів з колоїдної хімії та електрохімії виникало багато різноманіт-
них, часом доволі оригінальних, проте неадекватних, спекулятивних пояснень 
явища електроутримування.

Для візуалізації процесу вилучення з потоку водної суспензії клітин мікро-
організмів і затримки їх на зернах колекторів під впливом електричного поля 
виготовили спеціальну камеру [21] рис. 1.

рис. 1. камера для спостереження електроутримування мікроорганізмів  
під оптичним мікроскопом

fig. 1. the chamber for monitoring the electroretention of microorganisms  
under the optical microscope
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Основою камери слугувала пластинка 1 із органічного скла розмірами 75  х 
28 х 4 мм. В бокових стінках пластинки з протилежних сторін висвердлено 
канали 2 і 3, що сягають 3/4 її ширини, з виходом у вигляді тонких отворів 4 
на верхню площину. Ці канали з отворами призначені для підводу і відводу 
суспензії. В отвори (5 і 6), що так само виходять на поверхню пластинки, про-
сунуто дротики (7 і 8), які служили електродами. Зверху на пластинку покладена 
рамка (9) з тонкої (0,6 мм) еластичної листової гуми. Камеру, що утворилася, 
розмірами 15×15×0,6 мм заповнювали шаром кулькоподібних зерен силікагелю 
10, діаметром 0,5 мм і накривали покривним скельцем (11), яке притискали за 
допомогою шурупів (12) до гуми (9) рамкою (13) з тонкого органічного скла. 
Камеру поміщали на предметний столик мікроскопа, забезпечували протік 
суспензії за бажанням справа наліво або зліва направо і спостерігали за пове-
дінкою клітин мікроорганізмів при різних напруженостях електричного поля 
на електродах. Досліди проводили з суспензіями клітин різних мікроорганіз-
мів на дистильованій воді. Для більшої чіткості зображення брали забарвлені 
фуксином і метиленовим синім силікагель і дріжджі, а спостереження вели в 
площині, що проходила через діаметр кульок заповнювача. 

При протіканні суспензії через камеру без накладення електричного поля 
тільки окремі клітини адсорбуються на поверхні силікагелю, а основна кіль-
кість мікроорганізмів виноситься потоком рідини (рис. 2а). Вмикання струму 
приводить мікробні клітини в рух, відмінний від напрямку течії суспензії. При 
малій загальній напруженості електричного поля (близько до 5 В/см) цей рух 
не дуже інтенсивний, більш-менш упорядкований і направлений у бік анода. 
Клітини притягуються до поверхні зерен силікагелю, та особливо велика кіль-
кість їх накопичується в місцях контакту зерен між собою. На зверненій до 
катоду стороні поверхні силікагелю виникають численні ланцюжки з мікробних 
клітин, і якщо, наприклад, у випадку Saccharomyces cerevisiae кількість клітин 
в ланцюжку становить 3–7 (рис. 2 b) то у Bacillus subtilis сягає двадцяти і біль-
ше особин у кожній. У просторі між зернами силікагелю спостерігається ледь 
помітний рух клітин по колу, який посилюється зі збільшенням напруженості 
електричного поля (рис. 2 c).

 В більших об’ємах, створених 4-5 зернами силікагелю, можна спостерігати 
по два-три центри, навколо яких обертаються клітини мікроорганізмів (рис. 2c).

Характерно, що, якщо навколо одного центру клітини рухаються за го-
динниковою стрілкою, то навколо сусіднього – проти годинникової стрілки. 
Припинення протоку суспензії або повільна зміна його на зворотній не по-
значається на напрямку обертання мікроорганізмів, зате зміна полярності 
на електродах призводить до негайної зміни напрямку обертання клітин на 
протилежний. При подальшому збільшенні напруженості електричного поля 
(порядку 70–200  В/ см) клітини мікроорганізмів накопичуються в основному на 
стиках зерен силікагелю (рис. 2d), їх рух по колу пригнічується, і в міжзерно-
вому просторі переважає інтенсивний поступальний рух в напрямку до аноду.
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рис. 2. поведінка дріжджових клітин під час руху суспензії  
між зерен силікагелю при напруженості електричного поля (в/см):
а – 0; b – 5; c – 20; d – 150; е – після вимкнення електричного струму.  
Масштабна лінійка 50 мкм. (мікрофотографії оптичної мікроскопії)

fig. 2. the behaviour of yeast cells during suspension movement  
between the granules of silica gel in the electric field (v/cm):

a – 0; b – 5; c – 20; d – 150; e – after switching off the electric current.  
Scale bar 50 µm, (photomicrographs of optical microscopy)

Після відключення струму клітини мікроорганізмів, що брали участь в 
обертальному русі, та основна маса клітин, що накопичилися на поверхні 
силікагеля, захоплюються потоком рідини (рис. 2e). При цьому ланцюжкові 
агрегати і конгломерати клітин тут же розсипаються.

Важливу роль у забезпеченні ефекту утримування мікроорганізмів відіграє, 
очевидно, електростатична взаємодія клітин з поляризованими полем матеріала-
ми. Для підтвердження факту існування такої взаємодії проводили безпосереднє 
спостереження за поведінкою мікробних клітин в присутності частинок різно-
манітних матеріалів в електричному полі [22, 23]. Ми використовували гранич-
но просту установку, схему якої представлено на рис. 3. Плоскопаралельний 
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скляний капіляр Перфільєва [24] (1) з’єднували зі скляними трубочками (2) за 
допомогою двох шматочків тонкого гумового шлангу (3). Комірку заповнювали 
суспензією клітин мікроорганізмів у суміші з частинками досліджуваного ма-
теріалу, та за допомогою спеціального тримача кріпили до столика мікроскопа. 
В скляні трубочки поміщали електроди (4) і (5) та мікроскопіювали препарат 
за різних режимів електричного живлення. Досліджувавали поведінку клітин 
Bacillus subtilis 21 (деструктор капролактаму та гексаметилендіаміну) в при-
сутності частинок глинистих мінералів (монтморилоніту, каоліну, вермикуліту, 
палигорскіту), ґрунту, піску, силікагелю (марки КСМ-2,5 та КСМ-5), аеросилу 
A-175 , скла (у тому числі кварцового), азбесту, йонообмінних смол (AВ-I7 і 
КУ-2), поліуретану, тефлону, графіту, активованого вугілля, заліза, міді, а також 
волокон целюлози, бавовни, вовни, шовку, капрону, нейлону та деяких інших 
під впливом постійного електричного струму.

. 

рис. 3. камера для дослідження поведінки клітин мікроорганізмів в електричному 
полі в присутності окремих частинок різноманітних матеріалів 

(1 – капіляр Перфільєва; 2 – скляні трубки; 3 – з’єднувальні шланги;  4 і 5 – електроди).

fig. 3 the chamber for the optical microscopic examination of the behavior of microbial 
cells in an electric field in the presence of the individual particles of various materials

(1 – Perfilev’s capillary; 2 – glass tubes; 3 – connecting hoses; 4 and 5 – electrodes).

Взаємодія мікробних клітин з різноманітними матеріалами в постійному 
електричному полі зумовлюється природою цього матеріалу. Так, при одна-
кових значеннях напруженості електричного поля і однієї і тієї ж суспензії 
мікроорганізмів дуже велика кількість клітин накопичується на частках ані-
оніту, глинистих мінералів, аеросилу, катіоніту, йонообмінних волокон, шовку. 
Провідники першого роду (вугілля, метали) абсолютно не взаємодіють з кліти-
нами мікробів, які переміщаються в постійному електричному полі до аноду, 
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обходячи і протікаючи мимо цих частинок. Решта досліджуваних матеріалів 
займають проміжну позицію.

На рис. 4 наведено фотографії, що ілюструють поведінку клітин однодо-
бової культури Bacillus subtilis в присутності частинок глинистого мінералу 
монтморилоніту. В звичайних умовах (без накладення електричного поля) тіль-
ки деякі клітини контактують з поверхнею глини (рис. 4 а): частинка мінералу 
має однойменний з клітинами від’ємний заряд, а суспензія приготовлена на 
дистильованій воді, яка не містить достатньої кількості катіонів, що сприяли 
б адсорбції. Окрема частинка мінералу в капілярі не може служити бар’єром 
для мікробних клітин, і вони її легко обходять при рухові суспензії відносно 
частинки (чого можна легко досягнути зміною рівня рідини в одній із скляних 
трубочок). Однак достатньо накласти на систему електричне поле постійного 
струму, як клітини збираються у значних кількостях на звернутій до катоду 
стороні поверхні глинистого мінералу та інтенсивно притягуються до нього 
(рис. 4b). Після відключення поля бактеріальні клітини залишають глину, 
утворюючи рівномірну суспензію. Повторне накладання електричного поля 
знову призводить до накопичення клітин на частинці; при зміні полярності на 
електродах всі мікробні клітини різко відштовхуються від цієї частини поверхні 
мінералу, а до протилежної сторони притягуються інші (рис. 4c). 

Різниці у взаємодії клітин мікроорганізмів з поверхнею різноманітних 
матеріалів в електричному полі зумовлені не тільки природою цих матеріалів, 
але й їх станом, зокрема, гідрофільністю. Це можна продемонструвати на при-
кладі глинистих мінералів, гідрофільність яких знижується з підвищенням 
температури випалу. 

Ми проводили досліди з природним монтморилонітом Черкаського родови-
ща. Відомо, що при температурі 130–140 °C монтморилоніт втрачає сорбційно 
зв’язану воду (зворотний процес); при 550–575 °C відбувається незворотна 
дегідратація мінералу – він позбавляється кристалізаційної (структурної) во-
логи; при 850 °C змінюється кристалізаційна структура мінералу, з’являється 
альбіт, далі шпінель та інші високотемпературні кристалічні фази. У цій серії 
дослідів застосовували мінерали, нагріті до 100–1000 °C та охолоджені разом 
з муфелем. Монтморилоніт, що спікся, дробили, відбирали фракції з розміром 
частинок 30–40 мкм і змішували з суспензією мікроорганізмів у дистильованій 
воді. Використовували інтактні добові культури Saccharomyces cerevisiae, що 
виросли на сусло-агарі (СА) (клітини овальної форми, розміром 4,0 × 11,0  мкм), 
і Bacillus subtilis, що виросли на м’ясо-пептонному агарі (МПА) (палички 
1,5–3,0 х 0,5–0,8 мкм). Концентрація мікроорганізмів у суспензії становила 
106–108 клітин/мл. Для порівняння інтенсивності взаємодії мікробних клітин з 
окремими частинками глини, які піддавалися різній температурній обробці, у 
кожній серії дослідів користувалися однією і тією ж суспензією мікроорганіз-
мів, а для спостереження вибирали більш-менш однакові за розміром частинки 
монтморилоніту. На електроди протягом однакового проміжку часу подавали 
випрямлений діодами струм. Картину фіксували на фотоплівці, здійснювали 
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зміну полярності і знову через певний час фотографували поле зору. В камері 
створювали напруженість електричного поля 15–25 В/см.

Відносно великі та масивні частинки монтморилоніту за такої напруженості 
поля не зрушувалися з місця, а клітини інтенсивно зміщувалися в напрямку 
аноду. Однак, як тільки вони наближалися до поляризованої часточки глини, 
то відразу ж притягувалися звернутою до катоду стороною поверхні, накопи-
чувалися на ній та утворювали численні ланцюгові агрегати і нагромадження.

На рис. 4 приведено фотографії, на яких зафіксовано результат двохвилин-
ної взаємодії клітин Bacillus subtilis з частинками монтморилоніту без випалу 
та різного ступеню (температури) випалу, в електричному полі, напруженість 
якого становила 25 В/см.

рис. 4. поведінка клітин bacillus subtilis в присутності частинок глинистого 
мінералу монтморилоніту:

без накладення електричного поля (а), в електричному полі постійного струму (b) 
та після зміни полярності на електродах (c); в електричному полі невипаленого  

монтморилоніту (d); після випалу глини при 500 °С (e);  
та після випалу глини при 800 °С (f).

fig. 4. the behavior of bacillus subtilis cells in the presence of particles of a clay mineral 
montmorillonite:

without the imposition of an electric field (a), in electric field of direct current (b) and after 
change of the polarity on the electrodes (c); in electric field of not scorched montmorillonite 

(d); after firing the clay at 500 ºC (e); after firing the clay at 800 °C (f). Scale bar 1 µm, 
(photomicrographs of optical microscopy)
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Проведені дослідження показали, що частинки необробленого глинисто-
го мінералу та зразки, випалені за температури нижчої за 500-600 °С, при дії 
електричного поля постійного струму інтенсивно накопичують на своїй звер-
нутій до катоду поверхні мікробні клітини. Зміна полярності на електродах 
призводить до різкого обопільного відштовхування частинок глини та клітин 
мікроорганізмів. У цей момент при значному скупченні мікробних клітин на 
поверхні мінералу, чого можна досягти збільшенням часу подачі напруги або 
застосовуванням більш густої суспензії, спостерігається різке зміщення час-
тинки глини у бік, протилежний до напрямку руху клітин. Такого самого роду 
сили відштовхування діють і між окремими клітинами мікроорганізмів під 
час зміни полярності. Після вимкнення струму клітини з часом знову розпо-
діляються рівномірно по всьому об'єму камери, не утворюючи конгломератів 
або скупчень.

Така поведінка частинок глини та клітин мікроорганізмів свідчить про 
суттєву роль подвійного електричного шару (ПЕШ) в їх поляризації. Відомо, 
що частинки глинистого мінералу та мікробні клітини мають у воді певні по-
двійні електричні шари, зовнішня обкладинка яких представлена позитивно 
зарядженими йонами (рис. 5а). Ця обставина перешкоджає клітинам мікробів 
інтенсивно адсорбуватися на поверхні частинки природної глини. Накладан-
ня постійного електричного поля призводить до зміщення ПЕШ, поляризації 
частинок, в результаті чого клітини підтягуються до частинки на близьку від-
стань (рис. 5b). При відключенні електричного поля подвійні електричні шари 
частинок мінералу і мікроорганізмів повертаються у вихідне, «нормальне» 
положення та перекриваються (рис. 5c) і, будучи однойменно зарядженими, 
викликають різке взаємне відштовхування частинок і клітин одне від одного 
(рис. 5d). Це одне з проявів відомих електрокінетичних явищ.

Таким чином, ефект електроутримування зв’язаний, очевидно,з поляриза-
цією речовин в електричному полі, перерозподілом зарядів, електростатичною, 
диполь-дипольною взаємодією матеріалів (колекторів) і мікробних клітин, які, 
як відомо, мають у водному середовищі значний дипольний момент. Така вза-
ємодія визначальним чином забезпечує утримування дисперсних часток різни-
ми зернистими, пористими і волокнистими матеріалами в електричному полі.

Процеси електроутримування мікробних клітин, що спостерігаються без-
посередньо за допомогою світлового мікроскопа, можуть служити моделлю тих 
процесів, які поки-що неможливо експериментально побачити: йдеться, зокре-
ма, про іммобілізацію ензимів на колекторах, розміщених в електричному полі.

Як колектор ензимів використовували вату або знежирену хлороформом 
овечу шерсть. Через таку загрузку, поляризовану електричним полем постійного 
струму, пропускали розчини кристалічної бактеріальної амілази (Daiwa Kasei 
К.К.), очищеного амілолітичного ферментного препарату із гриба Aspergillus 
awamori (УкрНДІ Харчової промисловості, Харків), амілосубтиліну ГЗх–1 
(Вільнюський завод ферментних препаратів) або безклітинний екстракт куль-
тури Bacillus subtilis 21, що містить дезаміназу гексаметилендіаміну (ГМД) – 
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токсичної синтетичної речовини, що знаходиться у стічних водах виробництва 
анідного волокна.

Через загрузку з закріпленим на ній за принципом електроутримування 
ензимом пропускали розчин відповідного субстрату в дистильованій воді – 
1  % розчин оклейстеризованого водорозчинного картопляного крохмалю або 
0,1 % розчин ГМД.

рис. 5. схема взаємодії мікробної клітини з частинкою глинистого мінералу 
у  водній суспензії – а; при накладанні електричного поля – b;  

після відключення поля  – c і d

fig. 5. the scheme of interaction of microbial cell with a clay mineral particle in an 
aqueous suspension – a; in imposing electric field – b; after disabling the field- c and d

Показано, що утримувані поляризованим колектором кристалічна і технічна 
амілази гідролізують крохмаль до декстринів, які не забарвлюються йодом, а 
також до мальтози і глюкози. Експерименти тривали до 12 тижнів без суттєвої 
втрати активності ензимів.

а

b

c 
 
 
 
 
 
 
 
d
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Іммобілізовані в електричному полі ферментні системи з Bacillus subtilis 
розкладали ГМД практично повністю. Експеримент тривав протягом 2 тижнів 
[25, 26 ].

Отже, ензими, що утримуються в електричному полі, здійснюють відповід-
ні перетворення субстратів. Слід зазначити, що при виключенні поля ензими 
вимиваються потоком рідини з об’єму загрузки. При цьому вони не втрачають 
своїх каталітичних властивостей і можуть бути повторно іммобілізовані.

Встановлення факту зберігання активності ензимів при їх електроутри-
муванні відкриває перспективу для використання цього явища в біотехнології 
при іммобілізації ензимів а також при розробці методів очистки і виділення 
ензимів з біологічних сумішей.

Закріплення ензимів за типом електроутримування має переваги порівняно 
з іншими типами іммобілізації. Так, для його здійснення не потрібно спеціаль-
но підготовлених колекторів і будь-яких реактивів; джерелами придатних до 
закріплення ензимів можуть бути як чисті кристалічні, так і технічні препара-
ти, навіть безклітинні екстракти; ензими можна легко зняти з колектора (для 
цього досить відключити електричне поле і промити систему водою), а потім 
використати його для закріплення тих самих або інших ензимів; є можливість 
іммобілізувати комплекс ензимів або суміш різноманітних мікробних культур 
та ензимів; електроутримування зводить до мінімуму небезпеку мікробного 
псування іммобілізованих ензимів.

Істотним обмеженням і недоліком електроіммобілізації ензимів є те, що 
систему весь час необхідно тримати під напругою, а це утруднює роботу у ви-
падках, коли субстрат чи продукт реакції дуже рухливі в електричному полі, 
або коли для проведення ферментативної реакції необхідне середовище з ви-
сокою йонною силою.

Описана іммобілізація ензимів аналогічна, очевидно, електроутримуванню 
мікроорганізмів і реалізується завдяки електростатичній і диполь-дипольній 
взаємодіям між поляризованими частинками колектора і молекулами білка, 
що несуть відповідний заряд і мають в електричному полі, як відомо, великий 
дипольний момент. Через те що матеріал колектора має відмінну від рідини 
діелектричну проникливість і поляризується, електричне поле в об’ємі робочої 
камери різко неоднорідне, з численними градієнтами потенціалу. Це створює 
умови для діелектрофоретичного переміщення білків-диполів у зони більшої 
напруженості поля, і ензими до поверхні колектора доставляються за раху-
нок електро- та діелектрофорезу. При вимкненні електричного поля диполь-
дипольна взаємодія зникає, і білок вимивається з колектора.

Як відомо, ензими у будь-якій живій клітині об’єднані на різноманітних 
мембранах в ансамблі з чіткою просторовою організацією і фіксацією, причому 
всі ензими ансамблю працюють злагоджено у просторі та часі, здійснюючи по-
ступово, по-стадійно, як на конвеєрі, перетворення хімічних сполук: продукт 
однієї ензиматичної стадії служить субстратом наступної. Деякі ензими такого 
конвеєру вмонтовані в тіло мембрани, пронизують її, фіксовані в ній і не мо-
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                Розріз                   План

рис. 6 Фрагментарна схема  функціонування ансамблю ензимів на мембрані живої 
клітини за принципом електроутримування.

1 – мембрана; 2 – йонний канал; 3 – гідратований (нейтралізований) катіон;  
4 – «голий» катіон; Е1, Е2, Е3 – ензими ансамблю; S, P – субстрати і продукти відповідних 

ензиматичних реакцій; Р1=S2, Р2=S3. І, ІІІ – ситуація за відсутності неоднорідного 
електричного поля; ІІ – ситуація за наявності неоднорідного  

електричного поля.
fig. 6. fragmentary scheme of the function of the enzyme ensemble on the membrane 

of  a living cell on the basis of electroretention.
1 – membrane; 2 – ion channel; 3 – hydrated (neutralized) cation; 4 – «naked» cation;  

E1, E2, E3 – enzymes of the ensemble; S, P – substrates and the respective products 
of enzymatic reactions; P1=S2, P2=S3. I, III – the situation in the absence of inhomogeneous 

electric field II – the situation in the presence of an inhomogeneous electric field.
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жуть інтенсивно переміщатися у мембрані, інші ж – розміщені на мембрані та 
мають можливість латерально рухатися (звісно, у певних межах) по її поверхні.

Процеси, описані у явищі електроутримування, забезпечують механіку пе-
реміщення та злагодженої взаємодії ензимів у їх ансамблях на (у) мембранах, що 
дозволяє запропонувати нову гіпотезу біофізичного механізму  функціонування 
ланцюгів ензиматичних реакцій. Саме неоднорідне електричне поле точкових 
зарядів катіонів, що проходять крізь мембрану під впливом трансмембранного 
потенціалу, примушує локалізовані у мембранах ензими поляризуватися, утво-
рюючи тимчасові диполі, а розміщені на мембранах ензими не тільки поляри-
зуватися, а ще й переміщатися у напрямку більш напруженого електричного 
поля і таким чином вступати у безпосередній фізичний контакт з відповідними 
сусідами ензиматичного ансамблю (рис. 6), під час якого й здійснюється пере-
дача хімічних сполук – продукту попереднього ензиму біоконвеєра як субстрату 
до наступного ензиму і т.д. Після зникнення електричного поля в результаті 
гідратації йону (наприклад, К+) чи його нейтралізації протийоном (наприклад, 
Сl-), молекули ензимів позбавляються дипольного статусу, відновлюють свій 
нормальний подвійний електричний шар (чи гідратну оболонку), і це призво-
дить до їх розштовхування, роз’єднання, повернення у вихідне положення на 
мембрані; ензими здійснюють притаманні їм трансформації хімічних сполук 
і чекають появи наступного неоднорідного електричного поля, зумовленого 
появою на внутрішній стороні мембрани чергового дегідратованого («голо-
го») йона, яке знову спричиняє утворення диполів на ензимах і забезпечує рух 
і фізичний контакт між ними для злагодженої передачі проміжних продуктів 
чергового ензиматичного акту.

Цей йон при виході на поверхню мембрани (байдуже з якого боку – внут-
рішньоклітинної, чи зовнішньої) створює об’ємне неоднорідне електричне 
поле, яке викликає поляризацію і спричиняє взаємодію, рух та контакт між 
собою ензимів, що розташовані на/в мембрані навколо йонного каналу, тобто 
один йон може «обслуговувати» не один, а декілька ансамблів ензимів, роз-
ташованих з усіх сторін поблизу йонного каналу. 

До речі, запропонована гіпотеза пояснює також, для чого молекули фер-
ментних білків мають значно більші розміри, ніж це потрібно для здійснення 
суто ензиматичних реакцій: великий розмір молекули ферментного білку ство-
рює можливість більшої її поляризації, утворення потужнішого дипольного 
моменту, так необхідного для переміщення в неоднорідному електричному полі.

Таким чином, ферментативні реакції в клітині чітко організовані та керовані 
і детермінуються проходженням йонів крізь мембрану. Субстрати – продукти 
багатоступеневих ензиматичних реакцій передаються від ензиму до ензиму при 
їх безпосередньому контакті, що здійснюється за принципом явища електро-
утримування.

Цією публікацією автор має на меті привернути увагу наукової спільно-
ти і запросити фахівців до дискусії щодо запропонованої гіпотези про роль 
електроутримування в узгодженому функціонуванні комплексів ензимів.
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ЭлектроудерЖивание как двиЖуЩая сила 
слаЖенной раБотЫ ЭнЗиМов на МеМБранаХ 

ЖивЫХ клеток

реферат
Визуальное (с помощью светового микроскопа) наблюдение явления электроудер-
живания микробных клеток и опыты по иммобилизации энзимов на коллекторах, 
помещенных в электрическое поле, дают основания предположить опреде-
ляющую роль электроудерживания в слаженной работе ферментных систем 
в клетках любого живого организма благодаря транспорту (прохождению) 
через мембрану ионов, которые создают неоднородное электрическое поле, 
поляризуют молекулы энзимов и приводят их в пульсирующее движение, что 
способствует их взаимному контактированию между собой и обеспечивает со-
гласованное функционирование биологического конвейера по биотрансформации 
соответствующих субстратов.

Ключевые слова: электроудерживание, иммобилизация энзимов, функциони-
рование энзимов на мембранах.
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ElECtrorEtEntIon as motIvE forCEs of 
ConCErtEd aCtIon of EnZymEs  

on thE mEmbranEs of lIvInG CElls

summary
Visual (by light microscope) observation of the phenomenon of the electroretention of 
microbial cells and the experiments with immobilization of the enzymes on the collectors 
in electric field suggests a decisive role of the electroretention coordinated action of 
enzyme systems in the cells of any living organism due to the transmembrane transport 
of ions, which create an inhomogeneous electric field, polarize the molecules of the 
enzymes that cause them to pulsating movement which contributes to their mutual 
contact with each other and provides the coordinated functioning of the biological 
conveyor biotransformation of the respective substrates.

Key words: electroretention, immobilization of enzymes, the functioning of enzymes 
on membranes.
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In this review the modern data about the history of discovery, biology, virulence factors, 
infection, pathogenesis and modern methods of diagnostics of gram-negative, mobile 
bacteria Helicobacter pylori (H. pylori), being a major cause of chronic gastritis 
and peptic ulcer disease are having been investigated. H. pylori inhabits the surface 
epithelial cells of the gastric mucosa of the stomach and part of under-pyloric. H. 
pylori is a bacterium with numerous cilia located at both poles. It has virulence fac-
tors allowed breaking the body’s natural defense. H. pylori infection spreads by the 
faecal-oral route. H. pylori infection plays an important role in the pathogenesis of 
gastric and duodenal ulcers, gastric cancer or gastric lymphoma type mucosa associ-
ated lymphatic tissue (MALT). The diagnosis of H. pylori may be invasive included 
an urease test and bacterial cultures, and non-invasive – a serological test, breathing 
tests, testing of stool antigen Hp.

Key words:  H. pylori, virulence factors, adaptive characteristics, pathogenesis, 
methods of diagnosis, medicines dosage.

Introduction
Helicobacter pylori (H. pylori) is a gram-negative bacterium, known to sticks. It 

inhabits the surface epithelial cells of the gastric mucosa and in the under-pyloric part 
of the stomach. According to the World Health Organization (WHO) in developing 
countries, 70% of human population is a carrier of H. pylori without any symptoms. 
Infection occurs most often between 40–50 years of age. A carrier is not so common 
in the developed countries (according to WHO, 30% of the population) [1]. Infection 
with this bacterium concerns in Poland is 84% of adults and 32% of children and 
adolescents up to 18 years of age [27]. The fact that there are so many carriers of 
H. pylori without any disease symptoms is allowing a microbiologist to suggest that 
we should consider this bacterium as a representative of the physiological biota of the 
stomach [2]. The bacteria H. pylori were discovered in 1875 by German scientists, 
but they failed to breed them artificially in the laboratory and quickly forgot about 
them [3]. Once again, regardless of the German research scientists, these bacteria 
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were discovered in 1899 by Walery Jaworski from the Jagiellonian University. He 
observed the characteristic spirals of bacteria and named them Vibrio rugula. At 
first he suggested that they can cause stomach disorders. His observations were 
published in the “Handbook of diseases of the stomach”, but they went unnoticed. The 
organism was grown in 1982, then also they noticed the high degree of morphological 
similarity to the family Compylobacter. Initially, in 1984 it was named the bacterium 
Compylobacter pyloridis that in 1987, changed it into Compylobacter pylori [4]. After 
researching the genome in 1989, the strains were eventually qualified as Helicobacter. 
The discovery is attributed to two Australian pathologists at the University of Perth, 
Barry Marshall and Robin Warren, who with this discovery were awarded the Nobel 
Prize in 2005 in the medical field [5].

morphology and physiology of Helicobacter pylori
H. pylori is a mobile, spiral microaerophilic bacterium, forming a tight usually 

three rolls [6]. Morphologically similar to Campylobacter, although they are generally 
larger. The length of the bacteria is in the range of 3–6 microns and a width of 0.6 
microns. The microorganism does not produce spores. It is characterized by the 
presence of numerous cilia on both ends [8].

The bacterium exists under small amount of oxygen on the surface of the 
epithelial cell lining of the stomach and duodenum, less the membrane lining of 
the esophagus. It has high motility in the mucus covering the mucous membranes. 
Mobility is the result of the aforementioned, a number of cilia, usually six per each 
pole. H. pylori produces hydrogenase – the enzyme, which enables to extract energy 
from the oxidation of hydrogen molecules (H+) produced by other intestinal bacteria. 
It can also move from the spiral form to cocci, which probably facilitates its survival 
and proliferation [8]. H. pylori is sensitive to external conditions, however, it can 
survive in the acidic environment (pH of the stomach 2–4). It is characterized by 
five major types of outer membrane proteins: adhesins porins, iron transporters, 
proteins linked to the cilia and protein of unknown function. Like other Gram-
negative bacteria, the outer membrane of H. pylori consists phospholipids and 
lipopolysaccharide. The outer membrane has also glucosides cholesterol, which 
exists in a small number of other bacteria. Biochemical properties can be used to 
differentiate bacteria in the genus [9].

virulence factors of Helicobacter pylori
Virulence factor defines the characteristics of the bacteria that allow it to 

overcome the natural defenses of the body. H. pylori lives in unfavorable environment, 
which is the human stomach. The stomach content has a very low pH 2–4, which 
for the majority of bacteria is fatal. The characteristics for survival of H. pylori in 
such a very difficult environment are: (1) urease – production of large quantities of 
this enzyme, allows the H. pylori decomposition of urea to ammonia and carbon 
dioxide. The final product, which is ammonia, neutralizes the acidic gastric juice 
and increases the pH in the immediate vicinity of the bacteria. (2). Cilia – cilia pole 
arrangement allows movement of bacteria and penetrates the mucous layer of the 
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stomach. The mucous layer protects the epithelial cells lining the stomach by the 
action of hydrochloric acid bacteria thus uses the host defense system. Cilia are 
composed of two flagella: FlaA and FlaB. (3). The pump is pumped H+ ions from 
the cells. Locking these pumps by some drugs raises the pH in the stomach. (4) 
System antioxidant – neutralizes free radicals generated by the immune system 
cells – neutrophils. It consists of: catalase, superoxide dismutase, protein MdaB and 
Napa and an efficient system of repairing DNA. (5) Adhesins are responsible for the 
adhesion of bacteria to the gastric epithelium. (6) Cytotoxins – vacA genes encoded 
in (50% of strains) and cagA (70% strain). Vacuole toxin (vacA) causes epithelial 
cells to the fusion of the endosomes with lysosomes and promotes the formation of 
large vacuoles. Facilitates the free flow of urea to the stomach. The toxin disrupts 
the cytoskeleton of epithelial cells and enhances the adhesion of bacteria to damaged 
epithelium [1, 10–12].

Infection and pathogenesis
The infection spreads by the faecal-oral route and is associated with poor hygiene 

and low standard of living. Numerous virulence factors allow H. pylori colonization of 
epithelial cells and cause the pathological changes [6]. Helicobacter pylori infection 
plays an important role in the pathogenesis of gastric and duodenal ulcers, gastric 
cancer and gastric lymphoma type mucosa associated with lymphatic tissue (MALT). 
Defensive reactions of the body caused by infection are not able to eliminate bacteria. 
This bacterium is causing 80–90% of cases of gastritis [6]. Epithelial damage is a 
result of substance affected produced by bacteria, such as amonia, protease, cytotoxin 
A, and some of phospholipase are making epithelia damage [13]. Unfortunately, in 
most cases there is a chronic infection phase, which is the most common cause of 
gastritis. In 80% of cases there are no obvious symptoms of the disease. The level of 
gastrin and acid secretion are correct. 15% indicates the production of large amounts 
of hydrochloric acid led to inflammatory changes within the under-pylorus of the 
stomach. This in turn causes the secretion of gastrin enhanced by increased secretion 
of hydrochloric acid, and thus the possibility of ulcers of the stomach and duodenum. 
In the remaining 5% of the cases the infection causes changes in the gastric mucosa 
within the body and fundus. Chronic gastritis associated with H. pylori infection is 
causing atrophy of the mucous membrane and the occurrence of outbreaks of intesti-
nal metaplasia [17]. Most people suffering from peptic ulcer disease (80-90%) have 
an infection with H. pylori. Underlying ulceration it may have several mechanisms, 
depending on H. pylori infection: increased production of hydrochloric acid, the 
formation of foci of gastric metaplasia, the development of local inflammatory reac-
tion mucosal defense whether the reduction process of mucosa [13]. Gastric cancer 
is characterized by two types: the intestinal and diffuse [14]. H. pylori is known as 
a cause of gene mutations leads to loss of the primary function of gastric epithelial 
cells and their uncontrolled growth and unlimited division. Well documented is the 
effect of chronic H. pylori infection on the development of intestinal form of cancer, 
without affecting the other morphological type of cancer [21]. Prolonged stimulation 
of the immune system in H. pylori infection results in a risk of lymphoma of gastric 
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mucosa. The bacterium has an effect on the development of 90% stomach MALT 
lymphoma. The risk of the occurrence of this condition is higher when the bacteria 
present in the genome gene VacA [15] Infection with H. pylori is not without effect 
on the absorption of medicines. It was found necessary to administer higher doses 
of thyroxine in the patients with hypothyroidism, in which there is concurrent infec-
tion with H. pylori [25]. H. pylori also affects the immune system response in vitro 
by activating B cells, followed by the production of antibodies, T cell activation, 
activation of macrophages, neutrophils and their chemotactic activity [26].

diagnosis of H. pylori infection 
A prerequisite for the initiation of treatment is to identify infection. Diagnostics, 

depending on the performance of endoscopy, can be invasive or non-invasive [16]. 
The decrease in the accuracy of the test may emerge the use of medicines, that 
is why it is necessary to discount for 7–14 days before the planned screening of 
H. pylori. Medicines that can affect the accuracy of the study are: medicines with 
proton pump inhibitors, the drugs from the group of H+-blockers and antibiotics. The 
kind of method of diagnostic H. pylori is this that requires endoscopy with biopsy. 
The downloaded material (approximately 5 mm) may be tested for the production 
of urease, histological evaluation or assumption of culture [16]. Cuttings are taken 
from the pylorus, less of the cardiac and fundus (the material is taken when there 
was a shift towards the top of the stomach colony, which is a consequence of 
taking proton pump inhibitors). The rapid urease test involves placing a previously 
downloaded a piece of the lining of the stomach to the paper soaked in a solution 
of urea. If the material is H. pylori bacteria it reaches the decomposition of urea to 
ammonia, thereby raising the pH and the change in color paper. The test has a high 
specificity (> 90%) and sensitivity (> 90%). Reading is possible after 15 minutes 
[17]. The investigation has two main advantages. Firstly, you conduct research 
on antimicrobial sensitivity. Secondly, the material can be characterized in detail. 
The sensitivity of laboratory cultures of H. pylori is 95%. In addition, breeding 
H. pylori requires special conditions. It requires micro-aerobic environment, high 
humidity, and the incubations are 35–37 °C for 7–10 days. Positive cultures were 
detected after 3–5 days of incubation. Such method of diagnosing the organism is 
associated with high costs [18]. Histological evaluation involves staining of H. pylori 
with hematoxylin and eosin (H & E). The material for dyeing is taken from the 
stretch of the gastric mucosa. H & E staining, however, may be unreliable, as in the 
formulation have different bacteria, as this dye is not specific for H. pylori. A better 
way is to identify the staining of H. pylori by Warthin-Starry staining with Giemsa 
and modified. Histological identification of bacteria with characteristic morphology 
H. pylori, is partly based on the observation. The factors that affect the ability to 
correctly identifying are: the density of colonies of bacteria, types of dyeing and 
experienced analyst. Sensitive staining technique is the connection of methods of 
H & E staining, silver Steiner and blue – a method of Genta. Staining is evident 
bacteria H. pylori, and also enables the assessment of the histology of the stomach, 
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which eliminates the need for different coloring. This procedure may, however, be 
difficult for the technical execution [18]. Non-invasive diagnosis of H. pylori include: 
urea breath test consisting of administration to the patient to drink a solution of 
urea labeled carbon 13C or 14C. In the event of possible H. pylori infection there is a 
distribution of the labeled urea by urease, and bacteria formed isotopically labeled 
carbon dioxide eliminated from the body of the exhaled air. With sensitivity and 
specificity of this method there are estimated at 95% accurate, this method compares 
favorably to other similar diagnostic procedures to detect H. pylori. Before starting 
the test, carefully brush your teeth, tongue and throat surface, because the normal 
flora that lives there can produce urease and generate false positive. Due to the costs 
and technical difficulties urea breath test is not widely used [19]. Urinary urea breath 
test involves administering to drink the solution of urea labeled with an isotope of 
nitrogen. When the existence of H. pylori infection in the stomach urea decomposes 
to carbon dioxide, ammonia is labeled. Ammonia enters the circulation and is rapidly 
excreted by the kidneys. If the test is positive, this means that present in the urine will 
be labeled nitrogen. The result is obtained in 12–15 hours [20]. Reliability of both 
urease tests is similar. There is also another method of labeling atoms in urea. Part 
of the stripe-labeled carbon dioxide is passed into the bloodstream, and the labeled 
carbon is determined by a blood test, but not exhaled air [19]. There are two methods 
for labeling carbon (14C or 13C), with which the method of 13C-labeling. While the 
first method is cheaper and does not require specialized analyzer, but may be more 
dangerous for the patient because of the biological half-life in living organisms 
carbon is short, so there is a potential risk of irradiation of the body [19]. The PCR 
involves the proliferation assay for bacteria-specific DNA fragment encoding the 
toxin – vacA and cagA. Typically, the test sample is feces. The sensitivity of the test 
for the presence of DNA in the material-specific H. pylori is judged to 50–60%. The 
genome of the bacteria is also present in the saliva or the sensitivity of the assay is 
very low (about 25%). The advantages of PCR tests have got very high specificity 
[21]. Another method for diagnosing H. pylori infection is ELISA. The principle 
of the test consists in the fact that the antibody bound to a specific enzyme can 
specifically recognize the protein (contained in the membrane of H. pylori), which 
has been previously immobilized. After administration of the antibody immune 
complex is formed, which resulted in antibody immobilization. After addition of 
substrate the enzymatic reaction takes place and new product is formed. Presence of 
protein in tested material is resulted in formation of colorful product from colorless 
subtrate [24] Another research method is to study the presence of H. pylori antigens 
in stool (HpSA-pylori Stool Antigen). This assay is non-invasive, sensitivity and 
specificity are similar to the test tract (approximately 90%). It is particularly useful 
in the diagnosis of H. pylori infection in children. Nowadays it is not available 
in Poland [27]. The best method to be used to diagnose H. pylori infection is the 
above-described non-invasive breath test that is fast, easy and has a high sensitivity 
and specificity (> 90%). Top-breath test to confirm the result of serological tests to 
assess the levels of IgM, IgG and IgA in the serum of patients. 
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treatment of H. pylori
The target of treatment is to completely remove bacteria embedded in the gastric 

mucosa known as eradication. The vast majority of people with asymptomatic 
H. pylori infection does not apply it routinely. In case of ulcers caused by H. pylori 
the infection early eradication and prevention of relapse in fact leads to permanent 
cure the patient [23]. Since the use of antibiotics against H. pylori, it was observed 
that monotherapy – one antibiotic using – does not provide a complete therapeutic 
success, despite the sensitivity of H. pylori in vitro to a variety of antibiotics. The 
consensus achieved in Maastricht in 1997 was recognized as an effective therapy, 
combinations of three medicines for seven days: proton pump inhibitor (PPI), 
metronidazole or tinidazole and amoxicillin. The second consensus – Canadian in 
1999 introduced additional clarithromycin, an antibiotic was used interchangeably 
alongside metronidazole and amoxicillin [23]. According to that, it should be used: 
the first-line medicines, so-called triple therapy: bismuth salts or proton pump 
inhibitor and clarithromycin and metronidazole or amoxicillin, second-line medicines, 
so-called quadruple therapy, include salts of bismuth, a proton pump inhibitor, 
metronidazole, tetracycline. Triple therapy is effective in 80–90% of cases, unless 
it is carried out among the strains with high sensitivity to antibiotics. The most 
common used in treatment are the aforementioned antibiotics and chemotherapeutics, 
and fluoroquinolones, as well as proton pump inhibitors: omeprazole, pantoprazole, 
lansoprazole, rabeprazole, esomeprazole [23]. The problem of treatment H. pylori 
infection is an infection, as well as the increasing resistance of bacteria to standard 
medicines. The strains in Poland are the most resistant to metronidazole and 
clarithromycin. The resistance to antibiotics is common and often is caused by chronic 
using of medicines. This resistance is common in the developed countries, where 
resistance to clarithromycin is in the US 10–12.5%, in Canada below 4%, and in 
Europe, depending on the region – 4.2% northern, eastern, 9.3%, and in the south up to 
18%. It is assumed that regardless of the type of used antibiotics the treatment should 
last for 1–2 weeks. The chances of successful eradication decline, after two attempts 
unsuccessful clarithromycin treatment, up to 60%. This demonstrates the presence of 
medicines-resistant strains of H. pylori to antibiotics and chemotherapeutic agents, 
considering the introduction of standard quadruple therapy or sequential therapy 
due to the increasing resistance of H. pylori. Sequential therapy involves the use of 
proton pump inhibitor and amoxicillin of 1.0 mg for 5 days and for the next 5 days 
proton pump inhibitor, clarithromycin and tinidazole in doses of 2 x 500 mg [22]. 
It should be marked that in addition to a high rate of resistance of H. pylori to the 
medicines, adversely affect the performance of antibiotics has also the low pH of 
the stomach, which inactivates the antibiotics, and thus complicates treatment [22].
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суЧасні Методи діагностики і терапіЇ 
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реферат
В огляді представлені сучасні дані про історію відкриття, біологію, чинники 
патогенності, інфекційний процес та сучасні методи діагностики грамне-
гативних рухливих бактерій Helicobacter pylori – одного з основних збудників 
хронічного гастриту та виразкової хвороби. Helicobacter pylori заселяє поверхню 
епітеліальних клітин слизової оболонки шлунка та частини пілоричного відділу. 
Інфекція, яку викликає Helicobacter pylуori, сприяє розвитку і визначає патогенез 
виразки шлунка або низькодиференційованої лімфоми шлунка ( MALT-лімфоми). 
В діагностиці Helicobacter pylori використовують як інвазивні (уреазний тест 
і вилучення збудника), так і неінвазивні (серологічний та дихальні тести, виз-
начення Нр-антигенів в калі) методи.

Ключові  слова: Helicobacter pylori, чинники патогенності, адаптивні харак-
теристики, патогенез, методи діагностики, дозування препаратів.

а. волницка, Б. ванот
Польский университет, Институт здоровья и ухода за больными

ул. Казимира Пуласки 4/6, 42-200 Ченстохов, Польша, e-mail: markockaaleksandra@gmail.com

совреМеннЫе МетодЫ диагностики 
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реферат
В данном обзоре представлены современные данные об истории открытия, 
биологии, факторах патогенности, инфекционном процессе и современных ме-
тодах диагностики грамотрицательных подвижных бактерий – Helicobacter 
pylori – одного из основных возбудителей хронического гастрита и язвенной 
болезни. H. pylori заселяет поверхность эпителиальных клеток слизистой обо-
лочки желудка и части привратника. Инфекция, вызванная H. pylori, способ-
ствует развитию и определяет патогенез язвы желудка и двенадцатиперстной 
кишки, рака желудка или низкодифференцированной лимфомы желудка (МАLT-
лимфомы). В диагностике H. pylori используют как инвазивные (уреазный тест 
и выделение возбудителя), так и неинвазивные (серологический и дыхательные 
тесты, определение Нр-антигена в кале) методы.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, факторы патогенности, адаптивные 
характеристики, патогенез, методы диагностики, дозировка препаратов.
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БиологиЧеская активность риЗосФерной 
поЧвЫ пШеницЫ яровой в ассоциации с 

БактерияМи AZOTOBACTER CHROOCOCCUM т79, 
МодиФицированнЫМи  

n-ацетил-d-глЮкоЗаМиноМ

Цель. Исследование биологической активности ризосферной почвы растений 
пшеницы яровой в ассоциации с бактериями Azotobacter chroococcum T79, моди-
фицированными N-ацетил-D-глюкозамином. Методы. В условиях вегетационных 
опытов исследованы такие показатели биологической активности почвы как ро-
стоактивирующая способность (методом фитотестов), численность (методом 
количественного разведения почвенной суспензии, высева на селективную среду 
роста Эшби и подсчета бактериальных колоний) и нитрогеназная активность 
(ацетиленовым методом) азотфиксирующих микроорганизмов при функциони-
ровании ассоциации пшеницы яровой с бактериями Azotobacter chroococcum T79 
в комбинации с N-ацетил-D-глюкозамином (0,1 М). Результаты. Установлено 
существенное увеличение численности (в 1,4–3,9 раза) и нитрогеназной актив-
ности (в 2,1–5,6 раза) азотфиксирующих микроорганизмов на протяжении 
вегетации растений, а также ростоактивирующей способности почвы (в 1,2 
раза) на раннем этапе формирования фитобактериальной ассоциации. Выво-
ды. Обработка семян пшеницы бактериями Azotobacter chroococcumT79, моди-
фицированными N-ацетил-D-глюкозамином по сравнению с моноинокулянтом 
азотобактера, способствовала активации функционирования бактериальной 
нитрогеназы (на 10–38 %) и увеличению популяции азотфиксирующих микро-
организмов (в 1,2–2,2 раза) в большей мере, нежели их способности накапливать 
биологически активные вещества в ризосферной почве растений. 

Ключевые слова:  пшеница яровая, азотобактер, глюкозамин, ризосфера.

Ризосферная почва – зона активной коммуникации растений и микроорга-
низмов, осуществляемой посредством обмена молекулярными метаболитами 
[19, 20]. Биологически активные вещества (флавоноиды, лектины, сапонины, 
гормоны, аминокислоты, сахара и др.), накапливаемые в ризосферной почве 
растений, определяют развитие и функциональную активность почвенных 
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микроорганизмов. При экзогенном действии на бактериальные клетки данные 
соединения влияют на развитие, метаболическую и физиологическую актив-
ность бактерий [12, 18, 22], в том числе и ризобактерий, характеризующихся 
комплексом агрономически ценных свойств [7]. Так, предварительная инку-
бация клубеньковых бактерий сои и гороха со специфичными фитолектинами 
привела к более высокому уровню реализации симбиотического потенциала 
ризобий – клубенькообразующей способности, нитрогеназной активности и 
эффективности бобово-ризобиальных систем [6]. Стимулирующее влияние на 
развитие и метаболизм ризосферных диазотрофов родов Azospirillum и Azoto-
bacter оказывали агглютинин зародышей пшеницы и лектин картофеля [2, 5, 
7]. Вещества углеводной природы, синтезируемые бактериями (полисахариды) 
также проявляли биоэффекторное действие по отношению к микроорганизмам, 
влияя на процессы их роста и размножения в чистой культуре [10], а также на 
реализацию продуктивного потенциала фитобактериальных симбиозов [7, 10, 
11]. N-ацетил-D-глюкозамин – вещество углеводной природы, принимающее 
участие во взаимодействии растений и микроорганизмов посредством лектин-
углеводного рецептинга [2, 6]. В условиях чистой культуры нами показана 
способность азотобактера связывать N-ацетил-D-глюкозамин, что предполагает 
наличие бактериальных агглютининов, обладающих специфичностью к дан-
ному аминосахару [9]. О влиянии N-ацетил-D-глюкозамина на бактериальные 
клетки азотобактера при формировании ассоциаций с растениями данные 
отсутствуют. Известно, что одним из основных показателей биологической 
активности ризосферной почвы является ростоактивирующая способность, 
определяемая качественным и количественным составом аккумулированных в 
ней разнообразных БАВ, источниками насыщения которых являются корневые 
экссудаты растений [3] и экзометаболиты микроорганизмов [16, 17]. Исходя из 
вышесказанного, целью работы было исследование биологической активности 
ризосферной почвы – ростоактивирующей способности, численности и нитро-
геназной активности азотфиксирующих микроорганизмов в течение вегетации 
растений пшеницы в ассоциации с бактериями Azotobacter chroococcum T79, 
модифицированными N-ацетил-D-глюкозамином. 

Материалы и методы 
Объектами исследования была ризосферная почва пшеницы яровой (Triti-

cum aestivumL.) сортов Коллективная 3 и Ранняя 93 в ассоциации с бактериями 
Azotobacter chroococcum Т79 [14] (титр инокулюма 107 кл/мл), предварительно 
проинкубированными в течение суток с N-ацетил-D-глюкозамином (концен-
трация аминосахара 0,1 М) («Лектинотест», Львов).

Микробиологические показатели биологической активности почвы оцени-
вали в условиях вегетационных опытов, которые проводили на вегетационной 
площадке ИФРГ НАНУ при природных освещении и температуре в 6–7-крат-
ных повторностях по вариантам в сосудах Вагнера (9 кг) на почвенном суб-
страте с внесением минеральных солей по Прянишникову с 0,5 нормой азота 
[4] согласно схеме:
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1. Обработка семян водой (контроль);
2. Инокуляция семян штаммом A. chroococcum T79 (штамм-контроль);
3. Обработка семян A. chroococcum T79, проинкубированным (24 ч) при 

температуре 28 °С с раствором (0,1 М) глюкозамина (Т79 + GlcNAc, 1:1) 
Отборы ризосферной почвы осуществляли в фазы развития всходов, куще-

ния, начала колошения и полной спелости зерна пшеницы. Экспресс-оценку 
ростоактивирующей способности почвы (уровень накопления биологически 
активных веществ, БАВ) проводили по интенсивности развития тест-объекта 
(кресс-салат посевной сорта Забава) на почвенных образцах (метод фитотестов) 
[3]. В качестве контроля была почва варианта с обработкой семян водой. В экс-
периментах также оценивались азотфиксирующая активность ризосферных 
микроорганизмов (ацетиленредуктазным методом по Харди с соавт. [23]) и 
численность азотфиксирующих микроорганизмов в ризосферной почве (мето-
дом количественного разведения почвенной суспензии, высева на селективную 
среду Эшби и подсчета выросших бактериальных колоний [1]). Для опреде-
ления азотфиксирующей активности использовали корни растений с почвой. 
В герметичные флаконы с образцами вводили по 5 мл ацетилена, инкубировали 
2 ч и анализировали на приборе «Chromatograf 504” (Польша, “Mera Elwro”). 
Результаты статистически обработаны (Statgraphyc Plus) и представлены в виде 
средних значений и их ошибок (М±m), рассчитанных по данным не менее трех 
биологических повторностей.

результаты и обсуждение
С использованием экспресс-метода оценки ростоактивирующей способ-

ности ризосферной почвы показано (табл. 1), что при бактеризации семян 
пшеницы яровой активным штаммом A. chroococcum T79 [8] существенно по-
вышалась ростоактивирующая способность ризосферной почвы, результатом 
чего было активное развитие проростков тест-объекта на почвенных образцах 
опытного варианта во все фазы вегетации растений. Так, масса проростков 
кресс-салата, на образцах ризосферы пшеницы сорта Коллективная 3 в 1,2–1,8 
раза превышала контрольные значения (обработка семян водой). Для сорта 
Ранняя 93 данная разница составила 1,1–1,5 раза. Активное развитие про-
ростков тест-объекта свидетельствует о накоплении в ризосферой зоне БАВ, 
источником поступления которых являются экзометаболиты микроорганизмов 
и корневые выделения растений, что может свидетельствовать как о повыше-
нии способности ризосферных микроорганизмов к продуцированию веществ 
росторегуляторного действия, так и об интенсификации процесса фотосинтеза, 
образования фотоассимилятов и выделительной функции корневой системы 
растений.

Бинарный инокулянт (Т79 + GlcNAc) активировал ростостимулирующую 
способность ризосферной почвы пшеницы сортов Коллективная 3 и Ранняя 93 
в 1,2–1,4 и 1,1–1,4 раза, соответственно, по сравнению с контролем (табл.  1). 
При этом эффективность его действия относительно данного показателя био-
логической активности почвы находилась на уровне эффекта азотобактера 
(вариант Т79).
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Таблица 1
средняя масса (мг) проростка кресс-салата на образцах  

ризосферы пшеницы яровой 

Table 1
average weight (mg) seedling of cress on samples of the rhizosphere of spring wheat

образец 
ризосферы 
пшеницы

иссле-
дуемая 
группа

Фаза вегетации пшеницы

всходы кущение начало 
колошения

полная 
спелость зерна

Сорта Коллек-
тивная 3

1 –
7,5±0,5
100%

13,0±1,3
100%

15,5±0,6
100%

2 - 11,6±1,4
155%

23,3±1,0
179%

18,0±0,5
116%

3 -
10,8±1,2

144%
93%¹

14,9±0,5
115%
64%¹

18,6±0,9
120%
103%¹

Сорта 
Ранняя 93

1 19,6±0,4
100%

18,2±0,5
100%

25,2±1,2
100%

20,6±0,6
100%

2 21,9±0,4
112%

20,4±1,2
112%

36,9±1,0
146%

25,2±0,7
122%

3
25,1±1,9*

128%
115%¹

20,2±0,6
111%
99%¹

34,9±1,0
139%
95%¹

25,7±0,7
125%
102%¹

Примечания к табл. 1. 
Исследуемая группа: 1 – предпосевная обработка семян водой (контроль), 
2 – бактериями A. chroococcum T79 (Т79, моноинокулянт, штамм-контроль), 
3 – бактериями A. chroococcum T79, предварительно проинкубированными с N-ацетил-D-
глюкозамином 0,1М (Т79+GlcNAc, биинокулянт); 
* – достоверно (р≤0,05) по сравнению с 2 группой;
% по отношению к контролю, %¹ – к штамм-контролю; 
«–» – не определяли.

Было выявлено достоверно значимое увеличение биологической актив-
ности ризосферной почвы по признаку ростоактивирующей способности в 
группе с использованием бинарного инокулянта по сравнению с таковой в 
случае штамма азотобактера (15 %) отмечена лишь в раннюю фазу онтогенеза 
пшеницы сорта Ранняя 93 (всходы), в фазу колошения отмечена тенденция 
противоположной направленности, что может указывать на регуляцию GlcNAc 
способности бактерий к продукции БАВ на начальных этапах формирования 
фитобактериальной ассоциации.

В фазу полной спелости зерна пшеницы ростоактивирующая способность 
ризосферной почвы обоих сортов яровой пшеницы в опытных группах в 1,2 и 
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1,3 раза превышала контрольные значения (вариант с обработкой семян водой), 
но находилась на уровне значений при инокуляции семян азотобактером, что 
свидетельствует об отсутствии токсического влияния на почву интродуциро-
ванных в составе инокулянтов бактерий A. chroococcum T79 и аминосахара 
N-ацетил-D-глюкозамина.

Применение штамма азотобактера (Т79) и его комбинации с N-ацетил-D-
глюкозамином (Т79+GlcNAc) для предпосевной обработки семян пшеницы 
яровой изменяло функциональную (нитрогеназную) активность ризосферных 
микроорганизмов (табл. 2). Азотфиксирующая активность (АФА) диазотрофов 
пшеницы сорта Ранняя 93 при использовании моноинокулянта Т79 существенно 
превышала (в 2,1 и 2,5 раза) активность микрофлоры контрольных растений в 
фазы кущения и начала колошения пшеницы. Для сорта Коллективная 3 в фазу 
начала колошения данная разница составила 1,8 раза (2,10±0,10 по сравнению 
с 1,16±0,22 нмоль С2Н4 / (растение·час) в контроле). 

Таблица 2
нитрогеназная активность (нмоль с2н4 / (растение·час)) ризосферных 

микроорганизмов пшеницы яровой сорта ранняя 93 на разных фазах вегетации

Table 2
nitrogenase activity (nmol с2н4 / (plant·hr)) of rhizosphere microorganisms 

of spring wheat cv. rannyay 93 at different phases of vegetation

исследуемая 
группа

Фаза вегетации пшеницы

кущение начало колошения полная спелость зерна

1 2,00±0,15
100%

1,03±0,12
100% 0

2 4,24±0,22
212%

2,56±0,38
249%

0,44±0,27
100%

3
4,68±0,29

234%
110¹%

3,53±0,27*
343%
138%¹

2,45±1,36*
557%

Примечания к табл. 2. 
Исследуемая группа: 1 – предпосевная обработка семян водой (контроль), 
2 – бактериями A. chroococcum T79 (Т79, моноинокулянт, штамм-контроль), 
3 – бактериями A. chroococcum T79, предварительно проинкубированными с N-ацетил-D-
глюкозамином 0,1М (Т79+GlcNAc, биинокулянт); 
* – достоверно (р≤0,05) по сравнению с 2 группой;
% по отношению к контролю, %¹ – к штамм-контролю; 
«–» – не определяли.

В варианте с бинарным инокулянтом (Т79+GlcNAc) отмечена интенси-
фикация процесса фиксации азота ризосферными микроорганизмами, что 
проявлялось в значительном увеличении показателя АФА бактерий по срав-
нению с контролем (1 группа): в 2,3 и 3,4 раза для сорта Ранняя 93 (табл. 2), 
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в 2,1 раза (2,46±0,22* по сравнению с 1,16±0,22 нмоль С2Н4 / (растение·час) 
в контроле) для сорта Коллективная 3. Регуляторное действие глюкозамина 
по отношению к бактериям A. chroococcum T79 выражалось более высоким 
уровнем функционирования нитрогеназы интродуцированных и аборигенных 
почвенных микроорганизмов в ассоциациях с растениями пшеницы, активность 
которых в 3 группе (Т79+GlcNAc) в 1,1; 1,4; 5,6 раза (соответственно фазам 
вегетации растений) превышала АФА штамма Т79 для сорта Ранняя 93 (табл. 2) 
и в 1,2  раза (2,46±0,22* по сравнению с 2,10±0,10 нмоль С2Н4 / (растение·час) 
во 2 группе) для сорта Коллективная 3. При этом получены значения АФА, 
как достоверно отличимые от контроля (обработка семян водой) и варианта с 
обработкой семян азотобактером (фазы колошения и полной спелости зерна 
пшеницы сорта Ранняя 93), так и находящиеся на границе ошибки экспери-
мента (сорт Коллективная 3), что свидетельствует о тенденции повышения 
уровня способности ризосферных микроорганизмов к фиксации азота в фазу 
колошения пшеницы сорта Коллективная 3.

Отмечено, что в фазу полной спелости зерна пшеницы сорта Ранняя 93 
при использовании для инокуляции семян бактерий A. chroococcum T79, акти-
вированных GlcNAc, АФА диазотрофов в 5,6 раза была больше показателя в 
варианте с инокуляцией семян азотобактером. При этом в контрольном варианте 
(обработка семян водой) способность ризосферных бактерий к азотфиксации 
не фиксировалась (табл. 2). Полученные результаты указывают на продление 
периода активной фиксации азота ризосферными микроорганизмами (вплоть 
до фазы полной спелости зерна пшеницы), что максимально выражено в ассо-
циациях, сформированных растениями с бактериями, обработанными глюкоза-
мином. При этом отмечено снижение абсолютных значений азотфиксирующей 
активности почвенных микроорганизмов в ризосфере на протяжении вегетации 
растений во всех вариантах опыта.

Повышение уровня азотфиксирующей способности ризосферных диа-
зотрофов может объясняться активирующим действием веществ углеводной 
природы на функционирование бактериальной нитрогеназы. Так, в условиях 
чистой культуры клубеньковых бактерий люпина установлено [13], что углевод-
ная фракция метаболитов корневых клубеньков повышала азотфиксирующую 
активность ризобий. В условиях in situ при изучении влияния добавок искус-
ственных корневых экссудатов и отдельных сахаров, как источников углерода, 
на активность и качественный состав несимбиотических диазотрофов показано 
[21], что только те субстанции, которые содержали в своем составе углеводный 
компонент, индуцировали азотфиксацию в ризосфере.

При сравнении изменения показателей биологической активности ризос-
ферной почвы пшеницы – ростостимулирующей (табл. 1) и азотфиксирующей 
(табл. 2) способности можно отметить, что GlcNAc при совместной инкубации 
со штаммом Т79 существенно активировал нитрогеназную функцию ризосфер-
ных диазотрофов на протяжении всех фаз вегетации растений по сравнению 
с действием моноинокулянта азотобактера. При этом ростостимулирующая 
способность почвы в данной группе находилась на уровне показателей варианта 
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с применением штамма Т79. Более того, при достаточно низкой ростоактиви-
рующей способности почвы (сорт Коллективная 3) в группе Т79 + GlcNAc (на 
36% меньше, чем в варианте с азотобактером, табл. 1, начало колошения), АФА 
ризосферного микробного комплекса была в 1,2 раза большей. На основании 
полученных результатов можно предположить, что глюкозамин, как вещество 
углеводной природы, влияет на активность основного фермента фиксации 
азота – нитрогеназы в большей мере, чем на способность микроорганизмов к 
продукции БАВ.

При бактеризации семян пшеницы яровой сорта Коллективная 3 азо-
тобактером (Т79) существенно изменялась численность азотфиксирующих 
микроорганизмов в ризосферной почве на протяжении вегетации растений 
(табл. 3). Количество жизнеспособных азотфиксирующих бактериальных кле-
ток увеличилось в 2,5; 1,3; 1,3 и 1,8 раза по сравнению с контролем в разные 
фазы вегетации растений.

Таблица 3
количество колониеобразующих единиц (кое) азотфиксирующих бактерий  
(10m кл/г) в ризосферной зоне на разных фазах вегетации пшеницы яровой 

сорта  коллективная 3

Table 3
the number of colony forming units (Cfus) of nitrogen-fixing microorganisms  

(10m cells/g) in rhizosphere soil at the different phases of vegetation of spring wheat 
cv. Kollektivnaya 3

почва перед 
посевом семян

иссле-
дуемая 
группа

Фаза вегетации пшеницы

всходы кущение начало 
колошения

полная 
спелость 

зерна

(71,4±14,6)×108 кл/г

1 (38,3±2,4) 1010

100%
(11,9±1,2) 1012

100%
(12,4±1,0) 1012

100%
(48,8±6,7) 109

100%

2 (94,6±6,1) 1010

247%
(15,8±2,0) 1012

133%
(16,3±0,4) 1012

131%
(87,9±9,6) 109

180%

3

(132,3±10,3) 
1010 *
345%
140%¹

(16,4±0,4) 1012

138%
104%¹

(18,7±0,5) 
1012 *
151%
115%¹

(192,2±3,7) 
109*

394%
219%¹

Примечания к табл. 3. 
Исследуемая группа: 1 – предпосевная обработка семян водой (контроль), 
2 – бактериями A. chroococcum T79 (Т79, моноинокулянт, штамм-контроль), 
3 – бактериями A. chroococcum T79, предварительно проинкубированными с N-ацетил-D-
глюкозамином 0,1М (Т79+GlcNAc, биинокулянт); 
* – достоверно (р≤0,05) по сравнению с 2 группой;
% по отношению к контролю, %¹ – к штамм-контролю; 
«–» – не определяли.
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В ассоциациях пшеницы с азотобактером, модифицированным глюкозами-
ном (Т79 + GlcNAc), численность ризосферных диазотрофов и олигонитрофи-
лов увеличилась в 3,5; 1,4; 1,5 и 3,9 раза по сравнению с контролем (табл. 3). 
При этом по отношению к варианту с азотобактером (№ 2) разница по данному 
показателю составила 1,4; 1,2 и 2,2 раза. 

Полученные результаты свидетельствуют об активирующем действии 
N-ацетил-D-глюкозамина на развитие популяции азотфиксирующих бактерий 
в ризосферной зоне пшеницы. Сравнение числа азотфиксирующих микро-
организмов в исходном субстрате роста растений (108 кл/г) и в почве в конце 
вегетации пшеницы (109 кл/г) свидетельствует об улучшении микробиологи-
ческих показателей почвы за счет развития агрономически полезной группы 
азотфиксирующих микроорганизмов.

При сравнении показателей численности бактерий (табл. 3) и их АФА в 
ризосферной почве пшеницы сорта Коллективная 3 в фазу начала колошения 
(данные представлены в тексте выше) отмечено, что число КОЕ микроор-
ганизмов в варианте Т79 + GlcNAc превышало контрольное (№ 1) значение 
в 1,5 раза, их АФА – в 2,1 раза, что указывает на активацию глюкозамином 
функционирования нитрогеназы одной бактериальной клетки. При этом ко-
личество КОЕ бактерий и их азотфиксирующая активность в ассоциациях 
пшеницы с модифицированным штаммом азотобактера (Т79 + GlcNAc) на 15 
и 17 % соответственно превышало количество и функциональную активность 
азотфиксирующих бактерий в варианте с инокуляцией семян штаммом Т79, 
что свидетельствует об увеличении уровня АФА микробного комплекса, веро-
ятнее всего, за счет увеличения численности бактерий, способных к фиксации 
молекулярного азота.

Результаты, представленные в литературе, свидетельствуют, что некоторые 
почвенные бактерии (Enterobacter, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter), в боль-
шей или меньшей степени, способны связывать глюкозу и ее производные, в 
том числе и глюкозамин [9, 15]. Данное связывание осуществляется за счет 
углевод-белкового взаимодействия, в том числе и при участии бактериальных 
лектинов. В условиях in vitro показано [9], что культура A. chroococcum T79 об-
ладала агглютинирующей активностью, что указывает на способность данных 
бактерий синтезировать агглютинины. В реакции торможения гемагглютина-
ции установлено, что азотобактер связывал (до 50%) и глюкозамин (0,01–0,1 
М), что предполагает наличие специфичности бактериального агглютинина к 
данному углеводу. Вполне вероятно, что при совместном инкубировании кле-
ток A. chroococcum T79 с глюкозамином в чистой культуре лектин-углеводное 
взаимодействие (агглютинин азотобактера+глюкозамин) включает каскад пере-
дачи сигналов в бактериальную клетку, приводящих к изменению метаболизма 
и функционирования бактерий, результатом чего является установленный 
нами более высокий уровень функционирования ассоциации «пшеница– 
Т79+GlcNAc» в условиях in situ в сравнении с ассоциацией, образованной 
монокультурой азотобактера.
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Исходя из анализа экспериментальных результатов можно предположить, 
что реализация активности глюкозамина при экзогенном действии на культуру 
клеток азотобактера при совместной инкубации (Т79 + GlcNAc) осуществляет-
ся, вероятнее всего, во-первых, за счет влияния углевода на численность бакте-
рий в суспензии, что в конечном итоге повышает титр бактериальных клеток 
в инокулянте а, во-вторых, за счет биоинформационного лектин-углеводного 
сигналинга, триггером которого является взаимодействие глюкозамина с аг-
глютинином бактерий, а конечным результатом – увеличение численности и 
функциональной активности микроорганизмов в ризосфере растений пшеницы 
при инокуляции семян азотобактером в комбинации с глюкозамином.

В ассоциациях пшеницы яровой с почвенными микроорганизмами при 
инокуляции семян активным и эффективным штаммом A. chroococcum T79 в 
комбинации с N-ацетил-D-глюкозамином изменялась биологическая активность 
ризосферной почвы, что проявлялось в существенном увеличении показателей 
численности и нитрогеназной активности азотфиксирующих микроорганизмов 
на протяжении вегетации растений, а также ростоактивирующей способности 
почвы на раннем этапе формирования фитобактериальной ассоциации. Об-
работка семян пшеницы бактериями Azotobacter chroococcumT79, модифи-
цированными N-ацетил-D-глюкозамином по сравнению с моноинокулянтом 
азотобактера, способствовала активации функционирования бактериальной 
нитрогеназы (на 10–38%) и увеличению популяции азотфиксирующих микро-
организмов (в 1,2–2,2 раза) в большей мере, нежели их способности накапливать 
биологически активные вещества в ризосферной почве растений. 
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БіологіЧна активність риЗосФерного Ґрунту 
пШениці яроЇ в асоціаціЇ  

З БактеріяМи AZOTOBACTER CHROOCOCCUM т79, 
МодиФікованиМи n-ацетил-d-глЮкоЗаМіноМ

реферат
Мета. Дослідження біологічної активності ризосферного ґрунту рослин пшениці 
ярої в асоціації з бактеріми Azotobacter chroococcum T79, модифікованими 
N-ацетил-D-глюкозаміном. Методи. У вегетаційних умовах досліджено такі 
показники біологічної активності ризосферного ґрунту як рістактивувальна 
здатність (методом фітотестів), чисельність (методом кількісного розве-
дення ґрунтової суспензії, висіву на селективне середовище Ешбі та підрахунку 
бактеріальних колоній) і нітрогеназна активність (ацетиленовим методом) 
азотофіксувальних мікроорганізмів при функціонуванні асоціацій пшениці ярої з 
бактеріями Azotobacter chroococcum T79 у комбінаціі з N-ацетил-D-глюкозаміном 
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(0,1 М). Результати. Встановлено суттєве збільшення чисельності (в 1,4–3,9 
раза) і нітрогеназної активності (в 2,1–5,6 раза) азотофіксувальних бактерій 
протягом вегетації рослин, а також рістактивувальноъ здатності ґрунту 
(в 1,2 раза) на ранньому етапі формування фітобактеріальної асоціації. Вис-
новки. Обробка насіння пшениці бактеріями Azotobacter chroococcum T79, 
модифікованими N-ацетил-D-глюкозаміном порівняно до моноінокулянту азо-
тобактера, сприяла активації функціонування бактеріальної нітрогенази (на 
10–38 %) та збільшенню популяції азотфіксувальних мікроорганізмів (в 1,2–2,2 
рази) більшою мірою, ніж їхньої здатності накопичувати біологічно активні 
речовини у ризосферному ґрунті рослин.

Ключові  слова:  пшениця яра, азотобактер, глюкозамін, ризосфера.
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bIoloGICal aCtIvIty of rhIZosPhErE soIl 
sPrInG WhEat In assoCIatIon WIth baCtErIa 
AZOTOBACTER CHROOCOCCUM KZt79. modIfIEd 

n-aCEtyl-d-GluCosamInE

summary
Aim. The study of the biological activity of rhizosphere soil of the plants of spring 
wheat in association with bacteria Azotobacter chroococcum T79, modified N-acetyl-
D-glucosamine. Methods. The biological activity of the rhizosphere soil such as the 
growth-activating ability (method of phytotest), number (by quantitative dilutions of 
the soil suspension, plating on selective medium growth Eshbi, and counting bacterial 
colonies) and nitrogenase activity (acetylene method) of nitrogen-fixing microorgan-
isms in the functioning of the association of spring wheat with bacteria Azotobacter 
chroococcum T79 in combination with N-acetyl-D-glucosamine (0.1 M) in the green-
house experiments were study. Results. It was shown the significant increase of the 
number (in 1.4–3.9 times) and nitrogenase activity (in 2.1–5.6 times) of nitrogen-fixing 
microorganisms during the vegetation of wheat plants as well as the growth-activating 
ability of the soil (in 1.2 times) in the early stage of formation phytobacteriology as-
sociation. Conclusion. The treatment of wheat seeds by Azotobacter chroococcum 
T79, modified N-acetyl-D-glucosamine vs. azotobacter monoinoculant was promoted 
activation of the functioning of the bacterial nitrogenase (by 10–38 %) and increas-
ing populations of nitrogen-fixing microorganisms (in 1.2–2.2 times) more than their 
ability to accumulate biologically active substances in the rhizosphere soil of plants. 

Key  words: spring wheat, Azotobacter, glucosamine, rhizosphere.
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Бактериальное вЫЩелаЧивание Металлов 
иЗ отХодов Флотационного оБогаЩения 

углей при уЧастии тиосульФата, двуХ- 
и  треХвалентного ЖелеЗа

Цель. Изучение влияния тиосульфата, двух- и трехвалентного железа на 
процесс бактериального выщелачивания германия и других ценных компонен-
тов из техногенных отходов центральной обогатительной фабрики (ЦОФ) 
Львовско-Волынского угольного бассейна (ЛВУБ). Методы. Классические 
микробиологические, стандартные физико-химические (атомно-эмиссионная и 
атомно-абсорбционная спектроскопия), авторская запатентованная электро-
химическая ячейка. Результаты. Получены сравнительные данные эффективно-
сти извлечения металлов при использовании Na2S2O5, Fe2+ и Fe3+. Показано, что 
тиосульфат малоэффективный в процессах бактериального выщелачивания. 
Максимальный переход металлов из твердой фазы в раствор отмечен при ис-
пользовании Fe3+. Выводы. Показана высокая эффективность бактериального 
извлечения германия и других ценных компонентов из отходов углеобогащения 
при участии трехвалентного железа.

Ключевые слова: техногенные отходы углеобогащения, бактериальное вы-
щелачивание.

При добыче и обогащении углей основными побочными продуктами слу-
жат отходы углеобогащения, которые характеризуются высоким содержанием 
угля, аргиллитов, песчаников, обладают высокой плотностью и, как правило, 
трудно поддаются разрушению. В их состав в промышленных концентрациях, 
кроме тяжелых, входят редкие металлы – германий, галлий, цирконий и др. [1]. 
В связи с этим породные отвалы рассматривают как нетрадиционное сырье для 
получения редких металлов и других ценных компонентов. Это особенно важно 
для получения германия, сырьевые ресурсы которого ограничены, и который 
во многом определяет уровень получения материалов для микроэлектроники, 
радиотехники, электротехники, атомной энергетики [2, 3]. Извлекают германий 
в результате сложных и трудоёмких операций в основном из промышленных 
свинцово-цинковых и медно-цинковых концентратов в виде оксида GeO2, 
который восстанавливают водородом при 600 °C до простого вещества: 

© Т.В.Васильева, И.А. Блайда, Л.И. Слюсаренко, Н.Ю. Васильева, В.Ф. Хитрич, 2016
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    GeO2 + 2H2 = Ge + 2H2O  [4].

Поэтому в условиях дефицита этого металла использование нетрадици-
онного техногенного сырья и новейших биотехнологий для его получения 
является важной задачей. 

Важным резервом повышения эффективности бактериального извлечения 
редких металлов из отходов углеобогащения является поиск оптимальных 
условий, в том числе использование различных энергетических субстратов. 
Обычно в процессах бактериального выщелачивания применяется двухвалент-
ное железо, которое играет роль источника энергии для хемолитотрофных аци-
дофильных бактерий. Однако скорость микробного окисления двухвалентного 
железа ниже, чем скорость восстановления трехвалентного, поэтому целесоо-
бразно использовать трехвалентное железо для выщелачивания металлов из 
минерального сырья. Ряд исследователей приводят данные по использованию 
трехвалентного железа для бактериального выщелачивания медно-цинкового и 
золото-мышьякового сырья, а также пирротинового концентрата [5, 6]. В лите-
ратурных источниках отсутствуют сведения об окислении техногенных отходов 
ионами Fe3+ и их влиянии на эффективность извлечения металлов.

цель – Изучение влияния тиосульфата, двух- и трехвалентного железа на 
процесс бактериального выщелачивания германия и других ценных компо-
нентов из техногенных отходов центральной обогатительной фабрики (ЦОФ) 
Львовско-Волынского угольного бассейна (ЛВУБ).

Материалы и методы
Экспериментальная часть работы выполнена в Биотехнологическом научно-

учебном центре Одесского национального университета имени И. И. Мечни-
кова. Объектами исследования служили отходы флотационного обогащения 
углей ЦОФ ЛВУБ. Химический анализ твердых субстратов осуществляли на 
атомно-эмиссионном спектрометре ЭМАС-200 CCD. Концентрацию металлов 
в выщелачивающих растворах определяли методом спектроскопии атомной 
абсорбции на приборе ААS-1 и С-115ПК Selmi [7]. Измерение рН и Eh про-
водили с помощью рН-метра InoLab и авторской запатентованной ячейки [8].

При бактериальном выщелачивании одним из основных параметров, 
определяющих кинетику и полноту вскрытия отходов, являются размеры выще-
лачиваемого субстрата. В связи с этим проводили предварительное измельчение 
породных отвалов до частиц размером 1–3 мм. Бактериальное выщелачивание 
ценных компонентов из породных отвалов осуществляли с использованием 
мезофильного сообщества ацидофильных хемолитотрофных бактерий (АХБ), 
обитающих в отвалах ЦОФ [9, 10]. В качестве выщелачивающего раствора ис-
пользовали минеральный фон стандартной среды Сильвермана-Лундгрема 9К 
(состав: г/л – (NH4)2SO4 – 3,0; MgSO4 – 0,5; KCl – 0,1; K2HPO4 – 0,5; Ca(NO3)2). 
Источником энергии при выщелачивании металлов из породных отвалов 
были химическое двухвалентное железо и тиосульфат; в отдельной серии 
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экспериментов выщелачивание проводили с участием трехвалентного железа. 
В среде 9К концентрация двухвалентного железа составляла 44,5 г/дм3 (или 
8,96 Fe2+ г), которая считается оптимальной для выщелачивания металлов [11]. 
Тиосульфат добавляли к минеральному фону среды 9К в конценрации 5,0 г/дм3 
(0,85 г S+2). Концентрация трехвалентного железа в выщелачивающем растворе 
составляла 15,0 (2,3 Fe3+ г); 9,0 (1,4 Fe3+ г); 6,0 (1,0 Fe3+ г) и 3,0 (0,5 Fe3+ г) г/дм3, 
ее подбирали эмпирическим путем. 

Бактериальное выщелачивание осуществляли чановым методом в 
лабораторных установках объемом 0,5 л при соотношении твердой (Т) и жид-
кой (Ж) фаз – Т:Ж=1:10, рН ≤ 2,0 в течение от 1 до 4 недель. Моделирование 
чанового бактериального выщелачивания в лабораторных установках основано 
на том факте, что размеры установки мало влияют на кинетику и извлечение 
металлов. Поэтому определение возможности и эффективности извлечения 
металлов методом бактериального выщелачивания можно проводить с ис-
пользованием малообъемного лабораторного оборудования. Эксперименты, 
проведенные в колбах, являются важным тестом для оценки используемых 
приемов бактериального выщелачивания. Они позволяют получить ценную 
информацию об оптимальных условиях выщелачивания даже при использова-
нии для выщелачивания небольшого количества (несколько десятков граммов) 
твердого субстрата [9–11].

О биогеохимической деятельности сообщества АХБ судили по появлению 
металлов в выщелачивающем растворе и развитию микробных клеток, количе-
ственный учет которых осуществляли путем десятикратных последовательных 
разведений и изучением под микроскопом окрашенного по Граму микроскопи-
ческого препарата [12]. После окончания процесса выщелачивания проводили 
разделение жидкой и твердой фаз. 

результаты и их обсуждение
Полученные нами результаты химического состава породных отвалов ЦОФ 

свидетельствуют о том, что они представляют собой сложное многокомпонент-
ное минеральное сырье, породообразующими элементами в котором является 
кремний, алюминий, железо и сера, которые формируют достаточно стойкие 
алюмосиликаты, сульфидные и кислые структуры. В состав исследуемых тех-
ногенных отходов входят металлы, как редкие, так и тяжелые (табл. 1).

Согласно данным табл. 1, ценные компоненты в породных отвалах с одной 
стороны в разы превышают ПДК, что обуславливает их токсичность. С дру-
гой стороны, содержание металлов в промышленных концентрациях делает 
их перспективными для получения раствора, содержащего редкие металлы. 
Кроме того, использование для вторичной переработки породных отвалов 
современного экологически безопасного биотехнологического метода будет 
способствовать их обезвреживанию.

Важным резервом повышения эффективности бактериального извлечения 
редких металлов, например германия и галлия, из отходов углеобогащения 
является поиск оптимальных источников энергии. Обычно в процессах бакте-
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риального выщелачивания применяется двухвалентное железо, которое играет 
роль источника энергии для АХБ [13]. Для повышения степени извлечения 
металлов из природных руд часто стали применять трехвалентное железо [5, 
6]. Технологии, основанные на выщелачивании сульфидов раствором Fe3+, раз-
работаны для пирротинового, медно-цинкового, золото-мышьякового, медного 
концентратов [14–17]. В последнее время рассматривается вопрос тиосуль-
фатного окисления минерального сырья природного происхождения [18, 19]. 

Таблица 1
Химический состав породных отвалов центральной обогатительной  

фабрики (цоФ) «Червоноградська»

Table 1
Chemical composition of the “Chervonogradska” central concentrating  

factory (CCf) waste dumps 

Химический 
элемент

пдк для почвы,
мг/кг

промышленные 
концентрации,

мг/кг

концентрации 
в отвалах, мг/кг

Медь 3,0 45,0-60,0 62,18±0,05

Цинк 23,0 65,0-70,0 112,52±0,05

Марганец 1,5·103 850,0 – 103 317,72±0,05

Свинец 30,0 18,0-22,0 42,20±0,05

Никель 4,0 80,0-120,0 134,20±0,05

Кадмий 2,0 45,0-55,0 2,82±0,05

Железо 3,7·103 (1,5-2,0)·103 (44,57±0,05)·103

Алюминий Данных нет (2,5-5,0)·103 (13,9±0,1)·103

Сера 160,0 Данных нет (11,7±0,1)·103

Кремний Данных нет Данных нет (158,6±0,1)·103

Галий Данных нет 10,0-15,0 12,1±0,1

Германий Данных нет 5,0-7,0 26,0±0,1

Цирконий Данных нет 160,0-220,0 173,0±0,1

Полученные нами результаты выщелачивания металлов из породных 
отвалов при использовании разных источников энергии приведены на рис. 1.
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рис. 1. степень извлечения металлов (%) мезофильной ассоциацией ацидофильных 
хемолитотрофных бактерий при использовании различных источников энерегии

fig. 1. the degree of metals extraction (%) of mesophilic association of chemolithotrophic 
acidophilus bacteria using different energy sources

Данные, приведенные на рис. 1, свидетельствует о том, что переход всех 
металлов из твердой фазы в раствор происходит независимо от источников 
энергии. Однако эффективность этого процесса зависит от энергетического суб-
страта (рис. 1). Сравнительный анализ полученных результатов свидетельствует 
о том, что тиосульфат, как источник энергии, был малоэффективен при выщела-
чивании металлов из породных отвалов. Двухвалентное железо – стандартный 
энергетический субстрат при бактериальном выщелачивании металлов. При его 
использовании степень извлечения металлов ассоциацией АХБ из породных 
отвалов значительно увеличивалась. Так, количество германия, перешедшего в 
раствор, в присутствии двухвалентного железа увеличивалась на 8,1%; меди – 
на 15,33%; цинка – на 17,7%; свинца – на 3,0%; никеля – на 11,0% ; кадмия – на 
26,0% и марганца – на 19,0%. При использовании трехвалентного железа, неза-
висимо от его концентрации, достигнуты максимальные показатели извлечения 
германия и других ценных компонентов из отходов флотационного обогащения 
углей. Превышение проверяемого показателя по сравнению с тиосульфатом 
и двухвалентным железом составляло 41,0–49,0%; 27,5–12,3%; 30,3–12,4%; 
10,0–7,0%; 24,0–13,0%; 41,0–15,0% и 77,0–58,0% для германия, меди, цинка, 
свинца, никеля, кадмия и марганца, соответственно. Независимо от источника 
энергии, раствор, в основном, обогащается ионами никеля, кадмия и марганца. 
Вероятно, в первую очередь ускоряется растворение электроотрицательных и 
замедляется растворение электроположительных сульфидов. Таким образом, 
несмотря на действие буферной окислительно-восстановительной системы 
Fe3+/Fe2+, окисление полиметаллического техногенного сырья идет по электро-
химическому принципу.
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Исследование кинетики бактериального выщелачивания германия ассоци-
ацией АХБ из техногенных отходов при использовании двух-, трехвалентного 
железа и тиосульфата также свидетельствует о высокой эффективности трех-
валентного железа как источника энергии (рис. 2). 

рис. 2. динамика выщелачивания германия из породных отвалов  
при использовании различных источников энергии:

 1 – Fe2 (SO4)3 – 15,0 г/дм3, 2– Fe2 (SO4)3 – 9,0 г/дм3, 3 -– Fe2 (SO4)3 – 6,0 г/дм3, 
4 – Fe2 (SO4)3 –3,0 г/дм3,5 – Fe SO4 – 44,4 г/дм3, 6 – Na2S3O5 – 5,0 г/дм3

fig. 2. the dynamics of germanium leaching from waste dumps 

using different sources of energy: 
1 – Fe2 (SO4)3 – 15,0 g/dm3, 2 – Fe2(SO4)3 – 9,0 g/dm3, 3 – Fe2(SO4)3 – 6,0 g/dm3, 

4 – Fe2(SO4)3 – 3,0 g/dm3, 5 – FeSO4 – 44,4 g/dm3, 6 – Na2S3O5 – 5,0 g/dm3

Содержание германия в выщелачивающем растворе при добавлении 
Fe2(SO4)3 уже через сутки в 3,0–1,9 раза превышало его конечную концентра-
цию при использовании двухвалентного железа и тиосульфата (рис. 2). Даже 
при минимальной концентрации трехвалентного железа – 3,0 г/дм3 степень 
извлечения германия из породных отвалов в 1,2 раза была больше, чем в при-
сутствии 44,4 г/дм3 двухвалентного железа. Таким образом, эффективность 
бактериального выщелачивания германия сообществом АХБ в присутствии 
трехвалентного железа достигала 15,0 %, что в 3,0–2,0 раза превышало показа-
тели его извлечения при использовании двух валентного железа и тиосульфата.

Известно, что основными параметрами, влияющими на эффективность 
выщелачивания металлов, являются показатели рН и Eh [11, 13]. На рис. 3 и 
4 показана динамика изменений этих показателей в процессе бактериального 
выщелачивания металлов при использовании в качестве энергетических суб-
стратов двух- и трехвалентного железа.
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рис. 3. динамика изменений показателей рн, Eh и концентрации германия при 
использовании в качестве энергетического субстрата двухвалентного железа

fig. 3. the dynamics of ph, Eh and concentration of germanium changes  
when ferrous iron was used as an energy substrate

рис. 4. динамика изменений показателей рн, Eh и концентрации германия при 
использовании в качестве энергетического субстрата трехвалентного железа

fig. 4. the dynamics of ph, Eh and concentration of germanium changes when ferric 
iron was used as an energy substrate
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В условиях наших экспериментов начальные значения рН в обоих вариан-
тах опыта соответствовали 2,0. Исходные значения Eh определяются формой 
железа; при использовании в качестве источника энергии FeSO4 в концентрации 
44,4 г/л значения Eh соответствуют 0,25 мВ, а при использовании Fe2(SO4)3 – 
0,65 мВ. Известно, что степень перехода металлов в раствор из твердой фазы 
тем выше, чем больше значения Eh. Так, по данным Каравайко Г.И. наиболее 
эффективное извлечение металлов происходит в интервале значений Eh от 
0,58 до 0,75 мВ. [11]. Таким образом, регистрация показателя Eh также под-
твердила эффективность использования трехвалентного железа в процессах 
бактериального выщелачивания металлов. Независимо от источника энергии 
резкого подкисления раствора, как при работе с природными минералами, в 
условиях наших экспериментов не происходило. Конечные значения рН не 
достигали исходных показателей и составляли 2,6–3,1 в растворах с двух- и 
трехвалентным железом, соответственно (рис. 3 и 4). По-видимому, бактери-
альное выщелачивание техногенных отходов, как и природных сульфидных 
руд начинается с пирита – FeS, который обладает наименьшим электродным 
потенциалом [6]. Выделяющийся из минерального сырья Fe0, переходит, пре-
имущественно, в форму FeSO4 и Fe2(SO4)3, связывая ионы SO4

2- и препятствуя 
снижению рН. Кроме, того переход Fe0 из твердой фазы в жидкую сопровож-
дается образованием осадка Fe(OH)3, что также способствует подщелачиванию 
раствора и замедлению извлечения металлов. В условиях наших экспери-
ментов наиболее интенсивно образование и выпадение осадка происходит в 
присутствии FeSO4. Полученные нами результаты совпадают с имеющимися 
литературными данными [5, 6, 19].

Микробиологический контроль, который проводили в течение бактери-
ального выщелачивания металлов, позволил установить, что в присутствии 
тиосульфата в выщелачивающем растворе регистрировали тонкие грамнега-
тивные бактерии, численность которых соответствовала 2,7х104 – 4,5х105 кл/
мл. На некоторых клетках отмечены биполярные включения. В присутствии 
двухвалентного железа отмечали интенсивный рост клеток бактерий; их чис-
ленность в выщелачивающем растворе была достаточно высока и в течение 
эксперимента возрастала с 5,6х107 до 4,7х1010 кл/мл. В окрашенном микро-
скопическом препарате сплошь регистрировали грамнегативные короткие 
тонкие бактерии, а также в небольшом количестве округлые с закругленными 
концами грампозитивные клетки. При проведении процесса выщелачивания с 
трехвалентным железом рост бактерий в жидкой фазе не наблюдался. Их чис-
ленность на протяжении всего срока экспериментов находилась в пределах от 
2,7 – 3,7х104 до 3,5х105 – 4,3х105 кл/мл. Микробный пейзаж составляли округлые 
клетки с темной оболочкой, непрокрашенным содержимым и биполярными 
включениями. Эти включения, согласно имеющимся литературным данным, 
являются глобулами серы, которая образуется в результате окисления мине-
рального сырья [13].

Сравнительный анализ литературных данных и собственных результа-
тов химического и микробиологического контроля позволяет предположить 



51

БАКТЕРІАЛЬНЕ ВИЛУГОВУВАННЯ МЕТАЛІВ З ВІДХОДІВ ФЛОТАЦІЙНОГО ЗБАГАЧЕННЯ ВУГІЛЛЯ ...

ISSN 2076–0558. Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ. 2016. № 3. С. 43-56

возможные механизмы выщелачивания металлов при использовании различных 
энергетических субстратов. Необходимо отметить, что рассматриваемые 
механизмы извлечения металлов являются спорными и окончательно не 
установленными. Так, при использовании двухвалентного железа происходит 
активный рост культуры. При этом клетки бактерий выполняют только ката-
литическую функцию, ускоряя окисление Fe2+ до Fe3+, и извлечение металла 
может быть описано следующей реакцией:

MeS + Fe2(SO4)3 –> MeSO4 + 2FeSO4 + S0
. 

Активно растущая и окисляющая двухвалентное железо ассоциация АХБ 
в основном находится в растворе и можно предположить, что она не вносит 
значительного вклада в выщелачивание металлов из отходов углеобогащения. 
Следовательно, если выщелачивание происходит по непрямому механизму, то 
он не является ведущим в процессах бактериального выщелачивания.

При использовании трехвалентного железа в жидкой фазе находится не-
значительное количество не активных клеток бактерий, их роль заключается 
в восстановлении Fe3+ до Fe2+. В этом случает выщелачивание проходит по 
прямому механизму и суммарная реакция бактериального выщелачивания, 
катализируемая ферментами, выглядит следующим образом:

MeS + 2O2 –> (бактерии) –> MeSO4,

где MeS – сульфид металла.
В результате прямого бактериального выщелачивания нерастворимые 

сульфиды металлов переходят в растворимые сульфаты [17].
Тиосульфат является начальным промежуточным продуктом, который 

далее превращается в промежуточные продукты -тетратионат, тритионат, по-
литионат с формированием сульфата в качестве конечного продукта согласно 
общей реакции:

S2O3
2- + 8Fe3+ + 5H2O –> 8Fe2+ + 2SO4

2- + 10H+

В данном случае растворение сульфида происходит вследствие комбини-
рованного действия Fe3+ и протонов. Основным промежуточным продуктом 
становится элементная сера, которая относительно стабильна, но может окис-
ляться АХБ до сульфата:

В результате каталитической активности АХБ образующееся Fe2+ может 
быть вновь преобразовано в Fe3+:

2Fe2+ + 0,5O2 + 2H+ –> (микроорганизмы) –> 2Fe3+ + H2O

 

 

 

 

MeS + Fe2+ + H+ –> Me+ 0,5H2S + Fe3+ 

0,5H2S + Fe3+ –> 0,5S + Fe2+ + H+ 

S + 1,5O2 + H2O –> (микроорганизмы) –> SO4
2- + 2H+ 
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Это достаточно длительный путь, чем можно объяснить низкий эффект из-
влечения металлов. Возможно при увеличении сроков выщелачивания удастся 
добиться повышения степени выщелачивания. Таким образом, и в присутствии 
тиосульфата роль микроорганизмов также заключается в образовании серной 
кислоты и Fe3+ . 

Несмотря на различные предположения ведущей роли того или иного 
механизма выщелачивания металлов, по-видимому, этот процесс достаточно 
сложный, многостадийный и включает ряд механизмов, возможно, многие из 
них еще не изучены. 

Таким образом, в настоящей работе исследованы процессы перехода герма-
ния и других металлов из твердой фазы в раствор и установлена эффективность 
бактериально-химических методов обработки отходов углеобогащения при 
использовании различных энергетических субстратов. При проведении иссле-
дований по извлечению ценных компонентов ассоциацией АХБ и установлению 
эффективности бактериального выщелачивания металлов в условиях наших 
экспериментов отходы углеобогащения подвергались обработке различны-
ми источниками энергии – тиосульфатом, двух- и трехвалентным железом. 
Сравнительный анализ данных физико-химического и микробиологического 
контроля показал, что наиболее интенсивно извлечение германия и других 
ценных компонентов происходит при использовании трехвалентного железа. 
Установлены основные закономерности извлечения германия из породных 
отвалов в присутствии тиосульфата, двух- и трехвалентного железа. Получен-
ные результаты подтвердили, что выщелачивание германия и других ценных 
компонентов основано на каталитических окислительно-восстановительных 
реакциях ассоциации хемолитотрофных ацидофильных бактерий, населяющих 
техногенное сырье. Полученные результаты позволили предположить возмож-
ные пути выщелачивания металлов ассоциацией АХБ; вероятнее всего этот 
процесс осуществляется комплексом биохимических реакций. 
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Бактеріальне вилуговування Металів 
З  відХодів Флотаційного ЗБагаЧення вугілля 

За уЧастЮ тіосульФату, двоХ- і тривалентного 
ЗаліЗа

реферат
Мета. Вивчення впливу тіосульфату, двох- і тривалентного заліза на процес 
бактерійного вилуговування германію і інших цінних компонентів з техноген-
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них відходів центральної збагачувальної фабрики (ЦЗФ) Львівсько-Волинського 
вугільного басейну (ЛВВБ). Методи. Класичні мікробіологічні, стандартні 
фізико-хімічні (атомно-емісійна і атомно-абсорбційна спектроскопія), ав-
торський запатентований електрохімічний осередок. Результати. Отримані 
порівняльні дані ефективності витягання металів при використанні Na2S2O5, Fe2+ 
і Fe3+. Показане, що тіосульфат малоефективний в процесах бактерійного вилу-
говування. Максимальний перехід металів з твердої фази в розчин відмічений при 
використанні Fe3+. Висновки. Встановлена висока ефективність бактеріального 
вилучення германію та інших цінних компонентів з відходів вуглезбагачення за 
участю тривалентного заліза.

Ключові  слова: техногенні відходи вуглезбагачення, бактерійне вилуговування.
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baCtErIal lEaChInG of thE mEtals from WastE 
flotatIon of Coals WIth thE PartICIPatIon of 

thIosulfatE, fErrous and fErrIC Iron 

summary
Aim. To study the effect of thiosulfate, ferrous and ferric iron on the process of bacterial 
leaching of germanium and other valuable components from industrial waste of the 
Central Enrichment Plant (CEP) of the Lviv-Volyn Coal Basin (LVCB). Methods. 
Classical microbiological, standard physico-chemical (atomic emission and atomic 
absorption spectroscopy), the author’s patented electrochemical unit. Results. The 
received comparative data of efficiency of extraction of metals using Na2S2O5, Fe2+ and 
Fe3+. It is shown that the thiosulfate is ineffective in the processes of bacterial leaching. 
The maximum transition metals from the solid phase into the solution was detected 
using Fe3+. Conclusions. The high efficiency of bacterial extraction of germanium 
and other valuable components from waste coal preparation, with the participation 
of ferric iron has been shown. 
K e y w o r d s: industrial waste coal, bacterial leaching.
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вплив інокулянтів на ФорМування 
сиМБіотиЧниХ систеМ, роЗвиток ХвороБ 

та  продуктивність соЇ ріЗниХ сортів

У світовому землеробстві соя займає одне з перших місць серед 
сільськогосподарських культур за масштабами виробництва. На сьогодні 
значно збагатився сортовий спектр і підвищився валовий збір зерна сої, проте 
реалізація генетичного потенціалу сучасних сортів залишається доволі низькою. 
Мета. Вивчити вплив iнокулянтiв на розвиток рослин, формування симбіотичних 
систем, захворюваність та продуктивність сучасних сортів сої, що належать 
до різних груп стиглості. Методи. Мікробіологічні, газово-хроматографічний, 
польових досліджень, статистичної обробки. Результати. Встановлено пози-
тивний вплив обробки насіння моно- та комплексним інокулянтами на розвиток 
рослин, формування симбіотичних систем, зменшення ураженості хворобами та 
продуктивність сої сортів Медея, Моравія та Медісон, що належать до різних 
груп стиглості. Показано стимулювальну дію цих інокулянтів на схожість, 
ріст, формування та нiтрогеназну активність нодуляційного апарату, а 
також урожай сої досліджуваних сортів. Висновки. Інокуляція препарата-
ми азотфіксувальних і фосфатмобілізувальних бактерій сприяла зниженню 
захворюваності рослин мікозами та бактеріозами, а також підвищенню урожаю 
зерна на 18,4–120,0% порівняно з контролем. Найбільший приріст урожаю от-
римано на ранньостиглому сорті Медея за комплексної інокуляції.

К л ю ч о в і  с л о в а: соєво-ризобіальний симбіоз, сорти, захворюваність, 
продуктивність.

За масштабами виробництва у світовому землеробстві соя займає одне 
з перших місць серед сільськогосподарських культур завдяки своїм цінним 
біологічним та господарським властивостям. У насінні сої міститься більше 
40% білка, який добре збалансований за амінокислотним складом, до 18% олії, 
25–30% вуглеводів, різноманітний набір вітамінів і мінеральних речовин, що 
робить її чудовою альтернативою продуктам тваринного походження [2, 9]. Соя 
випереджає всі інші культури за темпами зростання посівних площ. В Україні 
за останні 10 років посіви сої зросли майже вдесятеро, збільшуючись щороку 
в середньому на 30% [1, 9].
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На сьогодні значно збагатився сортовий спектр і підвищився валовий збір 
зерна сої. Проте реалізація генетичного потенціалу сучасних сортів залишається 
доволі низькою, а середня урожайність в Україні становить 1,2–1,9 т/га [3].

Важливим завданням, поряд із збільшенням урожаю, є збереження та по-
кращення якісних показників насіння сої. Розвиток рослин у період вегетації 
та їх продуктивність значною мірою залежать від якості насіннєвого матеріалу 
(схожості, санітарного стану та ін.). З насінням (на поверхні, у тканинах насіння 
і в домішках) передається більше 30% збудників хвороб [4, 10, 11, 15]. Тому 
важливим запобіжним заходом оздоровлення агроценозів є обробка насіннєвого 
матеріалу препаратами фунгіцидної та бактерицидної дії [12, 13]. 

Одна з найбільш унікальних особливостей сої – здатність у симбіозі з 
азотфіксувальними бактеріями утворювати кореневі бульбочки і накопичувати 
біологічний азот, що сприяє підвищенню її стресостійкості та продуктивнос-
ті [5]. Оскільки бульбочкових бактерій у складі епіфітного та ендофітного 
мікробіоценозу насіння сої не виявлено [6, 7, 8], очевидно, для формування 
ефективного соєво-ризобіального симбіозу обов’язковим агрозаходом повинна 
бути штучна інокуляція насіння високоактивними штамами специфічних буль-
бочкових бактерій, що характеризуються високою екологічною пластичністю і 
комплементарні до широкого спектру сучасних сортів, у тому числі, – до сортів 
з різними строками дозрівання. Такий захід сприятиме підвищенню реалізації 
генетичного потенціалу культури. 

Метою роботи було вивчення впливу різних iнокулянтiв на розвиток рослин, 
формування симбіотичних систем, захворюваність та продуктивність сучасних 
сортів сої, що належать до різних груп стиглості.

Матеріали і методи
Об’єктами досліджень були: інокулянти для обробки насіння сої на основі 

високоефективного штаму бульбочкових бактерій Bradуrhizobium japonicum 
УКМ В-6023 (Ризобін, 2,0 л/т) та на основі композиції Bradyrhizobium japonicum 
УКМ В-6023 і фосфатмобілізувальних бактерій Bacillus megaterium УКМ 
В-5724 (Комплексний інокулянт, 1,0 л/т). Штами селекціоновані в Інституті 
мікробіології та вірусології ім. Д.К. Заболотного НАНУ. Вплив бактеріальних 
препаратів на розвиток та продуктивність сої порівнювали з контрольним ва-
ріантом (без обробки) та варіантом обробки насіння хімічним протруйником 
Максим XL 035 FS (флудіоксоніл, 25 г/л + металаксил-М, 10 г/л) з нормою ви-
трати 1,0 л/т (згідно рекомендацій виробника). Досліди проводили на сортах 
сої Медея (ранньостиглий), Медісон (середньоранній) та Моравія (середньо-
стиглий). 

Роботу виконували протягом 2013–2015 рр. на Державному підприємстві 
«Експериментальна база «Олександрія»» Білоцерківського району Київської 
обл. Ґрунт дослідного поля – чорнозем типовий мало гумусний крупнопилувато-
середньосуглинковий із вмістом гумусу 3,15%, рухомого фосфору – 105 мг/ кг 
ґрунту, калію – 110 мг/кг ґрунту, pН – 5,8. Ґрунт мало забезпечений азотом 
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органічних сполук, що легко гідролізується. Посів сої здійснювали суцільним 
методом спеціальною селекційною сівалкою з розрахунку 800 тис. рослин на 
1 га. Площа дослідних ділянок – 10 м2, повторність – 4-кратна.

Погодні умови у роки проведення досліджень суттєво відрізнялись по 
місяцях і декадах вегетаційних періодів. Однак в усі роки середньодобова 
температура повітря перевищувала середньобагаторічну на 1,6–2,3 °С. Опади 
в період онтогенезу сої були здебільшого нерівномірні. В середньому за веге-
таційний період (травень–серпень) їх випадало дещо менше за норму. Більше 
за середньостатистичний показник (на 31 мм) опадів випало лише у 2014 р., а 
найменше – у 2015 р.: дефіцит вологи становив 52%.

Оцінку нодулювальної активності досліджуваних інокулянтів проводили 
у фазу цвітіння та у фазу утворення бобів. Визначали також масу кореня та 
кореневих бульбочок. Урожай визначали методом збору бобів з кожної ділян-
ки та зважування насіння після їх обмолоту. Активність азотфіксувального 
апарату сої оцінювали ацетилен-редуктазним методом у фазу цвітіння рос-
лин [14]. Статистичну обробку результатів експериментів, а саме розрахунок 
стандартного відхилення та величини найменшої істотної різниці виконували, 
використовуючи стандартні комп’ютерні програми Statgraphics та Excel 2013.

результати досліджень та їх обговорення
Польові експерименти засвідчили, що обробка насіння досліджуваними 

інокулянтами позитивно впливала на ріст і продуктивність сої різних строків 
дозрівання.

Бактеріальні препарати стимулювали схожість і розвиток рослин сої 
(табл.1). Схожість у цих варіантах була на 9,9 і 36,1% на сорті Моравія та на 
10,7 і 11,6% на сорті Медісон вищою, ніж у контролі. Найбільшу схожість спо-
стерігали за використання комплексного інокулянту на обох сортах сої, при 
цьому показники схожості статистично достовірно відрізнялись від контроль-
них. Дещо нижча схожість сої обох сортів була у варіантах із застосуванням 
хімічного протруйника Максим XL 035 FS. У 2014 р. рослини сої розвивалися 
значно повільніше у зв’язку з прохолодною дощовою погодою на початку 
вегетації. Проте і в цих умовах інокуляція насіння мала позитивний вплив на 
ріст і розвиток рослин.

За використання досліджуваних бактеріальних препаратів зафіксовано 
прискорення онтогенезу сої. Якщо у контролі через місяць після посіву рос-
лини сорту Моравія перебували у фазі двох справжніх листків, то у варіантах з 
обробкою інокулянтами – у фазі трьох і чотирьох справжніх листків. Рослини 
сорту Медісон у цей період 2014 року знаходились у фазі розвитку одного і 
двох справжніх листків відповідно (що, очевидно, пояснюється особливостями 
реакції сорту Медісон на погодні умови). Прискорення онтогенезу рослин сої 
за інокуляції спостерігали і через 2 місяці після посіву.

Слід підкреслити, що в ранній фазі онтогенезу сої проявилась більш висока 
стимулювальна дія комплексного інокулянту. 
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 Таблиця 1
вплив обробки насіння інокулянтами на розвиток рослин сої 

 Table 1
Effect of inoculants seeds treatment on the soybean plants development

варіант

схожість (фаза одно-
го справж. листка) Фази розвитку

индекс 
схожості,

 % 

% до 
конт-
ролю

через місяць 
після посіву через 2 місяці після 

посіву

С
ор

т 
М

ор
ав

ія

Контроль 
(без обробки) 73,5 - 2 справж.

листки
цвітіння-початок утво-

рення бобів
Ризобін, 2,0 
л/т 80,8 109,9 3 справж. 

листки
утворення

бобів
Комплексний 
інокулянт, 1,0 
л/т

100* 136,1 3-4 справж. 
листки утворення-налив бобів

Максим XL 
035 FS, 1,0 л/т 76,9 104,6 2-3 справж. 

листки
кінець цвітіння-початок 

утворення бобів

НІР 05 10,2

С
ор

т 
М

ед
іс

он
 

Контроль
(без обробки) 89,6 - 1-2 справж. 

листки бутонізація

Ризобін, 2,0 
л/т 99,3* 110,7 2 справж. 

листки
бутонізація-початок 

цвітіння
Комплексний 
інокулянт, 1,0 
л/т

100* 111,6 2 справж. 
листки

бутонізація-початок 
цвітіння

Максим XL 
035 FS, 1,0 
л/т 

78,5 87,6 1 справж. 
листок бутонізація

НІР 05 7,0

Примітка: * – різниця у порівнянні з контролем достовірна.
Note: * – significant different from control.

Очевидно, полівекторна дія комплексного інокулянту забезпечила кращі 
умови для проростання насіння і розвитку проростків за рахунок покращання 
фосфорного живлення та ширшого спектру біологічно активних речовин з 
рістстимулювальними та протекторними властивостями.

Фізіологічний стан рослин у варіантах з інокуляцією був кращим порівняно 
з контрольними: вони відрізнялись потужнішим стеблом і листовим апаратом, 
інтенсивним зеленим забарвленням та значно менше уражувались хворобами. 
В період вегетації від сходів до дозрівання було виявлено ураження рослин 
альтернаріозом, бактеріозом, пероноспорозом та фузаріозом. У всіх фазах онто-
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генезу сої сорту Моравія найвищий рівень розвитку (9,6–20,2% у контрольному 
варіанті) мав альтернаріоз (рис. 1), сорту Медісон (рис. 2) – альтернаріоз та 
пероноспороз (7,6–28,0% та 8,4–26,8% відповідно).

18 
 

 

рис.1. вплив інокулянтів на розвиток хвороб сої сорту Моравія

fig.1. Effect of inoculants on diseases development of soybean cv. moravia

рис. 2. вплив інокулянтів на розвиток хвороб сої сорту Медісон

fig. 2. Effect of inoculants on diseases development of soybean cv. medison
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Інокуляція насіння досліджуваними препаратами сприяла зниженню ура-
ження сої фітопатогенами. Розвиток хвороб за використання інокулянтів був у 
1,5–2,6 рази меншим, ніж у контролі. Варто відмітити, що зниження ураження 
рослин сої грибними хворобами за дії інокулянтів знаходилось практично на 
рівні варіанту з хімічним протруйником, а розвиток бактеріальних хвороб ви-
явився найменшим.

Обробка насіння препаратами на основі специфічних бульбочкових бак-
терій B. japonicum сприяла активному утворенню бульбочок на коренях сої. 
У роки досліджень їх кількість у фазі цвітіння у варіантах із застосуванням 
інокулянтів достовірно переважала контрольні показники і була в 1,9–4,3 рази 
(p<0,05) вищою порівняно з контролем та в 1,7–2,6 рази – порівняно з хімічним 
препаратом (табл. 2). 

 Таблиця 2 
вплив інокулянтів на формування нодуляційного апарату сої різних  

сортів (фаза цвітіння)

 Table 2
Inoculants influence on the nodule apparatus formation  

of different soybean cultivars (mid-flowering stage)

варіант 

кількість бульбочок на коренях, шт./росл., Х± sx

сорт Медея сорт Моравія сорт Медісон

Фаза 
цвітіння

Фаза 
утворення 

бобів

Фаза 
цвітіння

Фаза 
утворення 

бобів

Фаза 
цвітіння

Фаза 
утворення 

бобів

Контроль 
(без обробки) 3±1 5±1 3±1 5±2 9±3 14±3

Ризобін, 2,0 л/т 10±2 23±4 10±2 24±4 23±2 36±3

Комплексний 
інокулянт, 1,0 л/т 12±3 18±3 13±3 21±5 17±3 33±2

Максим XL 035 FS, 
1,0 л/т 6±3 9±3 5±2 9±3 10±3 15±3

(p<0,05); n=15

Значно більша кількість бульбочок формувалась у фазу утворення бобів. 
Порівняно з фазою цвітіння, цей показник зростав у 1,4–2,4 рази залежно від 
варіанту досліду, що, очевидно, відіграло важливу роль у формуванні врожаю. 
Серед досліджуваних сортів сої дещо більшу кількість бульбочок спостерігали 
на рослинах сорту Медісон.

При вивченні особливостей формування та функціонування азотфіксуваль-
ного апарату у сої сорту Медісон було встановлено, що нодуляційний процес 
відбувався активно в усіх варіантах, у тому числі, в контролі, де бульбочки 
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утворювались завдяки аборигенним ризобіям. Найбільш потужний нодуляцій-
ний апарат формувався за інокуляції насіння B. japonicum УКМ В-6023 – маса 
бульбочок у 4,2 рази перевищувала контрольний показник. За використання 
комплексного інокулянту маса бульбочок була у 1,6 рази більшою, ніж у 
контролі (табл. 3). При цьому формувалась найбільша коренева система: маса 
кореня рослин становила 4,3 г проти 2,9 г в контролі. Загальна азотфіксувальна 
активність симбіотичного апарату була найвищою у варіанті з використанням 
Ризобіну: 32 мкмоль С2Н2 на 1 рослину за 1 добу, або в 4,9 рази вищою по-
рівняно з контролем. За використання комплексного інокулянту загальна азот-
фіксувальна активність збільшувалась порівняно з контролем у 2,2 рази. Це 
сприяло збагаченню процесу азотного живлення рослин біологічним азотом, 
що відобразилось в інтегральному показнику ефективності соєво-ризобіального 
симбіозу – урожайності. 

 Таблиця 3 
вплив інокулянтів на формування кореневої системи та функціонування 

нодуляційного апарату сої сорту Медісон

 Table 3
Effect of inoculants on the rhizogenesis and nodule apparatus functioning  

of soybean cultivar medison

варіант Маса
кореня, г

Маса
бульбочок на 

рослині, г 

Загальна нітрогеназна 
активність, мкмоль 
с2н2/росл. за добу

Контроль (без обробки) 2,9±0,9 1,2±0,4 6,5±1,0

Ризобін, 2,0 л/т 3,9±1,1 5,0±0,5  32,0±7,1

Комплексний інокулянт, 1,0 л/т 4,3±0,7 1,9±0,2 14,4±1,4

(p<0,05); n=15

Передпосівна бактеризація насіння позитивно вплинула на підвищення 
продуктивності сої (табл. 4). 

У варіантах з обробкою насіння інокулянтами сформувалась більша кіль-
кість бобів на рослині та їх маса, що забезпечило в цілому вищий урожай 
зерна. Найбільший урожай одержано на середньоранньому сорті Медісон у 
2014 р. – 5,8–6,0 т/га у варіантах з інокуляцією і 4,9 т/га в контролі. На серед-
ньостиглому сорті Моравія за інокуляції насіння урожай становив 5,2–5,6 т/га 
проти 3,8 т/га в контролі, а на ранньостиглому сорті Медея – 4,7–5,5 т/га при 
2,5 т/га в контролі. Саме на скоростиглому сорті сої дія інокулянтів (особли-
во, комплексного) проявилась найбільшою мірою: приріст урожаю становив 
2,2–3,0  т/га або 88% – 120%, що свідчить про найбільше стимулювання біо-
логічного потенціалу сорту.
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 Таблиця 4 
вплив інокулянтів на продуктивність сої різних сортів

 Table 4
Effect of inoculants seeds treatment on the grain yield of different soybean cultivars

варіант 

урожай

г/м2 т/га % до кон-
тролю

М
ед

ея
 (2

01
3р

.)

Контроль (без обробки) 247 2,5 -

Ризобін, 2,0 л/т 472 4,7 188,0

Комплексний інокулянт, 1,0 л/т 547 5,5 220,0

Максим XL 035 FS, 1,0 л/т 396 4,0 160,0

НІР 05 8,1

М
ор

ав
ія

 (2
01

3р
.)

Контроль (без обробки) 379 3,8 -

Ризобін, 2,0 л/т 562 5,6 147,4

Комплексний інокулянт, 1,0 л/т 517 5,2 136,8

Максим XL 035 FS, 1,0 л/т 484 4,8 126,3

НІР 05 15,2

М
ед

іс
он

 (2
01

4 
р.

)

Контроль (без обробки) 489 4,9 -

Ризобін, 2,0 л/т 604 6,0 122,4

Комплексний інокулянт, 1,0 л/т 579 5,8 118,4

Максим XL 035 FS, 1,0 л/т 584 5,8 118,4

НІР 05 21,7

М
ед

іс
он

 (2
01

5 
р.

)

Контроль (без обробки) 184 1,8 -

Ризобін, 2,0 л/т 338 3,4 188,9

Комплексний інокулянт, 1,0 л/т 281 2,8 155,5

Максим XL 035 FS, 1,0 л/т 249 2,5 138,9

НІР 05 16,4



65

ВПЛИВ ІНОКУЛЯНТІВ НА ФОРМУВАННЯ СИМБІОТИЧНИХ СИСТЕМ, РОЗВИТОК ХВОРОБ ...

ISSN 2076–0558. Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ. 2016. № 3. С. 57-68

В цілому, урожайність сої сортів Медея, Моравія та Медісон у дослідних 
варіантах була в середньому на 104%, 42% та 46% більшою відносно контролю. 
На сортах Моравія та Медісон найвищий приріст урожаю сої забезпечив пре-
парат Ризобін, на сорті Медея – комплексний інокулянт. Слід підкреслити, що 
в умовах посухи 2015 року досліджувані інокулянти забезпечили збільшення 
врожаю сої порівняно з контролем на 88,9% та 55,5% (сорт Медісон). Це може 
свідчити про антистресову активність даних біопрепаратів.

Таким чином, передпосівна обробка насіння досліджуваними інокулянта-
ми мала позитивний вплив на ріст, розвиток, хворобостійкість та урожайність 
сортів сої різних строків дозрівання, а також сприяла підвищенню продуктив-
ності симбіотичних соєво-ризобіальних систем за дії несприятливих факторів 
довкілля.
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влияние инокулянтов на ФорМирование 
сиМБиотиЧескиХ систеМ, раЗвитие БолеЗней 

и продуктивность сои раЗнЫХ сортов

реферат
В мировом земледелии соя занимает одно из первых мест среди сельскохозяй-
ственных культур по масштабам производства. На сегодня значительно обо-
гатился сортовой спектр и повысился валовый сбор зерна сои, однако реализация 
генетического потенциала современных сортов остается достаточно низкой. 
Цель. Изучить влияние инокулянтов на развитие растений, формирование сим-
биотических систем, заболеваемость и продуктивность современных сортов 
сои, принадлежащих к разным группам спелости. Методы. Микробиологические, 
газово-хроматографический, полевых исследований, статистические. Резуль-
таты. Установлено позитивное влияние обработки семян моно- и комплексным 
инокулянтами на развитие растений, формирование симбиотических систем, 
уменьшение заболеваемости и продуктивность сои сортов Медея, Моравия и 
Медисон, принадлежащих к разным группам спелости. Показано стимулирующее 
действие этих инокулянтов на всхожесть, рост, формирование и нитрогеназную 
активность нодуляционного аппарата, а также урожай сои исследованных 
сортов. Выводы. Инокуляция препаратами азотфиксирующих и фосфатмо-
билизирующих бактерий способствовала снижению заболеваемости растений 
микозами и бактериозами, а также повышению урожая зерна на 18,4–120,0 % 
по сравнению с контролем. Наибольший прирост урожая получен на раннеспелом 
сорте Медея при комплексной инокуляции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: соево-ризобиальный симбиоз, сорта, заболеваемость, 
продуктивность.
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InoCulants InfluEnCE on thE symbIotIC 
systEms formatIon, dIsEasEs dEvEloPmEnt 

and ProduCtIvIty of thE dIffErEnt soybEan 
CultIvars

summary
In the global farming the soy takes one of the first places among the crops on the 
scale of production. Today the cultivar range has greatly enriched and improved 
gross grain soybeans, but the realization of the genetic potential of modern cultivars 
is relatively low. Aim. To study the inoculants influence on the plants development, 
soybean-rhizobia symbiotic systems formation, morbidity and productivity of modern 
soybean cultivars belonging to the different maturity groups. Methods. Microbiological, 
gas-chromatographic, statistical, the method of field research. Results. The positive 
effect of seeds treatment by mono- and complex inoculants on plant development, 
symbiotic system formations, disease manifestation reduction and productivity of 
soybean cultivars Medea, Moravia, Madison belonging to different groups of ripeness 
has been established. The stimulating effect of these inoculants on germination, growth, 
development and nitrogenase activity of nodulation apparatus and crop of soybean 
cultivars has been shown. Conclusions. Inoculation by nitrogen-fixing and phosphate-
mobilizing bacteria formulations has helped to reduce the morbidity of plants with 
bacteriosis and mycosis, and promoted the increasing of grain yield in 18,4 -120,0% 
compared with the control. The largest increase in yield has been obtained by complex 
inoculation of early ripening cultivar Medea.

K e y w o r d s: soybean-rhizobia symbiosis, cultivars, diseases, productivity.
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вплив МетаБолітів БаЗидіоМіцетів на ріст 
уМовно-патогенниХ Бактерій

Мета роботи. Визначення впливу базидіоміцетів на ріст умовно-патогенних 
мікроорганізмів. Матеріали та методи. Методом дифузії в агар визначали 
антимікробну активність плодових тіл, їх екстрактів та вегетатив-
ного міцелію п’яти комерційних штамів лікарських базидіоміцетів 
Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst ONU F101, Pleurotus ostreatus (Jacq.) 
P. Kumm. ONU F101, Lentinus edodes (Berk) Singer ONU F401, Flammulina 
velutipes (Curtis) Singer ONU F601, Hericium erinaceus (Bull.) Pers. ONU F601. 
Як тест-об’єкти використовували штами бактерій Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896, Micrococcus luteus 
ATCC 4698, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 та 
дріжджоподібних грибів Candida albicans ATCC. Результати. Най-
ширший спектр активності встановлено у L. edodes. Показано, що в деяких 
випадках антимікробні екзометаболіти синтезуються на стадії міцелію, але 
відсутні в тканинах плодових тіл. Отримання екстрактів з плодових тіл грибів 
в деяких випадках призводить до зниження активності. Висновки. Незважаючи 
на традиційне використання плодових тіл грибів як джерела біологічно активних 
сполук, спектр речовин з антимікробними властивостями може бути суттєво 
розширений за рахунок використання грибів на різних стадіях їх життєвого 
циклу, зокрема, стадії вегетативного міцелію. 

К лючов і  с л ова :  базидіоміцети, антибактеріальна активність, умовно-
патогенні мікроорганізми. 

У вітчизняній та світовій науці наразі спостерігається підвищений інтерес 
до вивчення макроміцетів. Це пов'язано, насамперед, з кардинальним пере-
глядом значущості та унікальності екологічних функцій, що контролюють 
гриби в природних екосистемах. По-друге, гриби були і залишаються одним 
із основних і перспективних об'єктів біотехнології [4].

В останні роки спостерігається помітний сплеск уваги до створення на 
основі вищих грибів та продуктів їх метаболізму харчових і кормових доба-
вок та лікарських препаратів. Об’єктами більшості таких розробок є широко 
досліджувані в різних країнах світу базидіоміцети з родів Coprinus, Lentinula, 

© О.Ю.Зінченко, С.Л. Мірось, 2016
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Grifola, Laetiporus, Panus, Pleurotus. Серед метаболітів базидіоміцетів виявлено 
сполуки, що проявляють антибластомну, антибактеріальну, гепатопротекторну дію 
тощо [1, 3]. 

Метою даної роботи було визначення впливу базидіоміцетів на ріст умовно-
патогенних мікроорганізмів.

Лікарські гриби, до яких відносяться досліджувані макроміцети забез-
печують свої лікувальні властивості завдяки біологічно активним речовинам 
вуглеводної, ліпідної, білкової природи, терпеноїдам, стероїдам, алкалоїдам, 
фенольним сполукам, вітамінам, мінеральним елементам. Певні з цих речовин 
у різних концентраціях присутні у екзометаболітах міцелію та можуть бути 
екстраговані полярними або неполярними розчинниками. Наприклад, L. edodes 
притаманні протипухлинні, противірусні та імуномодулювальні властивості, 
що забезпечуються головним чином глікогенами: поліцукридами (лентинан), 
глюканами та гетероглюканами, вільними цукрами (маноза, трегалоза, манітол, 
гліцерол, арабітол, арабіноза) [13]. 

Серед терпеноїдів грибів роду Ganoderma виділяють ганодерові та лю-
циденові кислоти, ганодеріоли, ганодерани. Вважається, що ланостанові три-
терпеноїди, такі як ганодерові і люциденові кислоти володіють найбільшою 
біологічною активністю серед даних органічних сполук [10, 11]. Імуномоду-
лювальну, протипухлинну, антиоксидантну, гіпотензивну, антибактеріальну, 
протигрибкову, противірусну активність Flammulina velutipes забезпечують 
полісахариди, протеїн-глюканові комплекси, стерол, лектини, пероксидази, 
протеази тощо [12, 16].

Активні речовини Hericium erinaceus – поліцукриди, жирні кислоти, хері-
цинони А, В, С, D, E, F, G і H. Міцелій містить групу дитритерпенів – ерінаци-
нів, які імітують фактор нервового наростання, один з ерінацинів представляє 
опіоїд, що є анальгетиком [13].

Матеріали і методи
Визначали антагоністичну активність п’яти комерційних штамів лікар-

ських базидіоміцетів Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst ONU F101, Pleurotus 
ostreatus (Jacq.) P. Kumm. ONU F101, Lentinus edodes (Berk) Singer ONU F401, 
Flammulina velutipes (Curtis) Singer ONU F601, Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 
ONU F601, отриманих з колекції Інституту сільськогосподарської генетики 
м. Ханой. 

Як тест-об’єкти використовували штами бактерій, рекомендовані для ви-
значення чутливості мікроорганізмів до антибіотиків: Pseudomonas aeruginosa 
АТСС 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896, Micrococcus luteus ATCC 4698, Ba-
cillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli 
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 та дріжджоподібних грибів 
Candida albicans ATCC 18804 [15]. Тест-штами отримані з музею культур 
мікроорганізмів Інституту епідеміології та інфекційних хвороб імені Л. В. 
Громашевського АМН України.
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Здатність макроміцетів до пригнічення росту тест-штамів мікроорганіз-
мів визначали на фрагментах плодових тіл, вегетативному міцелії, водних та 
спиртових екстрактах плодових тіл. 

Субстратом для вирощування грибів слугувала подрібнена та термічно 
оброблена солома пшениці. Як інокулюм використовували міцелій, який виро-
щували без біододатків на ячмінному зерні. Плодові тіла вирощували за умов 
природної вентиляції при температурі 15–18 °С, освітлення – 8 годин лампами 
денного світла з розрахунку 5 Вт/м2. Вологість повітря складала 85–90% і  до-
сягалася шляхом поливу та зрошення туманом [2]. 

За допомогою стерильного скальпеля вирізали фрагмент тканини гриба та 
розміщували на поверхні м’ясо-пептонного агару, попередньо засіяного газо-
ном тест-штаму. Для отримання газону добові культури тест-штамів, вирощені 
на скошеному м’ясо-пептонному агарі, змивали стерильним фізіологічним 
розчином та доводили концентрацію мікробних клітин до 109 у мл за оптичним 
стандартом мутності. Отриману суспензію клітин об’ємом 1 мл наносили на 
поверхню м’ясо-пептонного агару та розтирали шпателем Дригальського [15].

Посіви інкубували при 30 °С протягом 24 та 48 год. 
Антагоністичну активність оцінювали, вимірюючи розміри зон затримки 

росту тест-штамів навколо фрагментів плодових тіл. 
Антагоністичну активність вегетативного міцелію визначали методом 

радіальних штрихів. Для цього гриби вирощували на поверхні скошеного 
сусло-агару в пробірках при температурі 25 °С протягом 4–5 діб до повного 
заростання субстрату міцелієм [8]. Далі за допомогою інокуляційної петлі 
вирізали шматочок міцелію гриба діаметром 25 мм та розміщували на по-
верхні м’ясо-пептонного агару, попередньо засіяного газоном тест-штаму 
мікроорганізму аналогічно попередній методиці. Після інкубації протягом 24 
год. при 30 °С вимірювали розміри зон затримки росту тест-штамів навколо 
фрагментів міцелію. 

Активність екстрактів плодових тіл визначали методом лунок, вносячи 
в кожну лунку водний або спиртовий екстракт в об’ємі 100 мкл. Інокуляцію 
м’ясо-пептонного агару тест-штамами здійснювали аналогічно попередній 
методиці. Для отримання водних екстрактів подрібнені плодові тіла грибів 
заливали гарячою водою у співвідношенні 1:5 та нагрівали у ємності з ки-
плячою водою протягом 90 хв, охолоджували та фільтрували через стерильні 
паперові фільтри. 

Для отримання спиртових екстрактів 10 г подрібнених плодових тіл грибів 
заливали 400 мл 40% етилового спирту і настоювали протягом семи днів. Для 
визначення впливу спирту на ріст тест-штамів у контрольну лунку вносили 
100 мкл 40% етилового спирту [5]. Посіви інкубували при 37 °С протягом 24 
год. Вплив екстрактів оцінювали, вимірюючи діаметр зони затримки росту 
навколо лунки. 
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результати та їх обговорення
У проведенному нами дослідженні найбільшу чутливість до метаболітів 

плодового тіла L. edodes виявлено у B. subtilis та S. aureus. Розміри зони затрим-
ки росту для цих мікроорганізмів через 24 год перевищували 20 мм (табл. 1). 
Усі інші мікроорганізми виявилися нечутливими до метаболітів даного гриба.

При дослідженні впливу G. lucidum усі бактеріальні культури виявилися 
нечутливими до метаболітів гриба. Лише на газоні C. albicans зареєстровано 
наявність зони затримки росту діаметром 12±2 мм. 

Фрагменти плодових тіл P. ostreatus також не викликали пригнічувального 
ефекту на ріст тест-мікроорганізмів, за винятком культури E. coli, однак діаметр 
зони затримки її росту не перевищував 7 мм. 

Навколо тканин H. erinaceus та F. velutipes також не спостерігали інгібу-
вання росту тест-штамів (табл. 1). 

Таблиця 1
діаметри зон затримки росту тест-штамів навколо  

фрагментів плодових тіл грибів, мм

Table 1
the diameters of growth inhibition zones of the test-strains around  

the fragments of fruiting bodies of fungi, mm

тест-
мікроорганізм

Pleurotus 
ostreatus

Hericium 
erinaceus

Lentinus 
edodes

Flammulina 
velиtipes

Ganoderma 
lucidum

Bacillus subtilis - - 25±2 - -

Staphylococcus 
aureus - - 22±3 - -

Micrococcus 
luteus - - - - -

Escherichia coli 7±1 - - - -

Proteus vulgaris - - - - -

Enterococcus 
faecalis - - - - -

Pseudomonas 
aeruginosa - - - - -

Candida albicans - - - - 12±2

Примітка: «-» – зона затримки росту відсутня. 
Note: «-» no zone of growth inhibition

Наступним етапом дослідження було визначення антагоністичної активнос-
ті макроміцетів щодо тест-штамів на стадії міцелію. Для цього експерименту 
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відібрали гриби, для яких було показано пригнічення росту тест-штамів фраг-
ментами плодових тіл, а саме, P. ostreatus, L. edodes та G. lucidum. 

При вивченні антагоністичної активності P. ostreatus найбільшою чутли-
вістю до метаболітів гриба характеризувалися P. aeruginosa та M. luteus (роз-
мір зони затримки росту 9,5 мм±0,2 та 9±0,4 мм відповідно) (табл. 2). Значну 
чутливість також проявили P. vulgaris та E. faecalis (7,5±0,5 мм та 6,5±0,1 мм 
відповідно). Затримка росту C. albicans та B. subtilis була приблизно однаковою 
(5,5±0,3 мм і 5±0,1 мм відповідно). Найменшого впливу зазнавали культури 
S. aureus та E. coli.

Міцелій L. edodes спричиняв найзначніше пригнічення росту P. vulgaris 
та C. albicans, для яких розмір зони затримки росту складав 9±0,4 та 9±0,6 мм 
відповідно (табл. 2). Високу чутливість проявили також B. subtilis (8±0,5 мм), 
E. faecalis (7±0,2 мм), M. luteus (6±0,3) та P. aeruginosa (6±0,4 мм), та помір-
ну – S. aureus (затримка росту по штриху 4±0,2 мм). Ріст культури E. coli, як і 
в попередньому випадку, не зазнавав змін.

При сумісному культивуванні G. lucidum з тест-штамами мікроорганізмів 
найбільшу чутливість до метаболітів гриба проявляв P. vulgaris. Розмір зони 
затримки росту по штриху складав 7±0,3 мм через 24 год (табл. 2). Найменш 
чутливими до метаболітів гриба виявилися E. faecalis та S. aureus. Культури 
P. aeruginosa, M. luteus, B. subtilis і C. albicans проявляли середню чутливість. 
Клітини E. coli були нечутливими до метаболітів гриба.

Таблиця 2
розміри зон затримки росту тест-штамів мікроорганізмів по штриху  

при сумісному культивуванні з макроміцетами, мм

Table 2
the sizes of growth inhibition zones of the test-strains of microorganisms  

under co-cultivation with macromycetes, mm

тест-мікроорганізм Pleurotus ostreatus Lentinus edodes Ganoderma lucidum

Bacillus subtilis 5±0,3 8±0,5 4±0,1

Staphylococcus 
aureus 3±0,2 4±0,2 2±0,1

Micrococcus luteus 9±0,4 6±0,3 5±0,2

Escherichia coli 3±0,2 0 0

Proteus vulgaris 7,5±0,5 9±0,4 7±0,3

Enterococcus 
faecalis 6,5±0,1 7±0,2 3±0,2

Pseudomonas 
aeruginosa 9,5±0,2 6±0,4 6±0,2

Candida albicans 5,5±0,1 9±0,6 4±0,1
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Оскільки найбільшу активність у попередньому експерименті показали P. 
ostreatus та L. edodes, в подальшому здійснювали визначення активності водних 
та спиртових екстрактів плодових тіл даних грибів. 

При вивченні впливу водних екстрактів P. ostreatus було установлено, що 
найбільш чутливою до метаболітів даного гриба є культура E. coli, діаметр зон 
затримки росту для якої складав 10±1 мм. Усі інші тест-штами не проявляли 
чутливості до метаболітів гриба (рис. 1).

Водні екстракти гриба L. edodes найбільше пригнічували ріст M. luteus та 
E. faecalis (діаметри зон затримки росту 22±3 та 18±2 мм, відповідно). Досить 
значний антибактеріальний ефект спостерігали і для культур B. subtilis та S. 
aureus (14,5±1 мм та 12±1 мм, відповідно). Несуттєву затримку росту спосте-
рігали для P. aeruginosa.

За даними літератури відомо, що водні екстракти з активних компонентів 
головним чином містять β-глюкан та водорозчинний поліцукрид – лентинан 
[10, 13].
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рис. 1. вплив водних екстрактів плодових тіл грибів на ріст тест-мікроорганізмів

fig. 1. the effect of aqueous extracts of the fruiting bodies of fungi  
on the growth of test microorganisms

Екстракти плодових тіл P. ostreatus, отримані за допомогою етанолу не 
спричиняли жодного впливу на ріст тест-мікроорганізмів (рис. 2). Екстракти 
L. edodes значно пригнічували ріст M. luteus (діаметр зони затримки росту 
21±2 мм). Також спостерігали затримку росту B. subtilis (12±1 мм) та S. aureus 
(7±0,4). Решта тест-штамів росла без змін. 
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Таким чином, установлено, що як водні, так і спиртові екстракти L. edodes 
містять метаболіти, здатні пригнічувати ріст деяких умовно-патогенних мікро-
організмів. Водні екстракти проявили більш високу активність.
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рис. 2. вплив спиртових екстрактів плодових тіл грибів  
на ріст тест-мікроорганізмів

fig. 2. the effect of ethanol extracts of fruiting bodies of fungi  
on the growth of test microorganisms

Водний екстракт P. ostreatus був активним лише щодо E. coli, в свою чергу 
інші мікроорганізми не зазнавали впливу метаболітів цього гриба. В цілому 
активність водних екстрактів була значно вищою, ніж спиртових.

Порівняння активності метаболітів плодових тіл, міцелію та екстрактів 
макроміцетів щодо умовно-патогенних мікроорганізмів показало, що загалом 
найбільш значне пригнічення росту спостерігається при дії водних екстрактів 
(табл. 3). 

Однак у випадку S. aureus фрагменти плодових тіл L. edodes викликали 
більш значне пригнічення росту, ніж екстракт. Вірогідно, при гарячій екстра-
кції метаболітів частина термолабільних сполук може інактивуватися, що при-
зводить до зміни ефекту. Відомо, що деякі глюкани грибів, які мають високу 
біологічну активність, асоційовані з протеїновим компонентом [7], що може 
денатуруватися при високих температурах. Крім того, глюкани різної будови 
дуже різняться за ступенем розчинності у воді та органічних розчинниках.

Тим не менш, водні екстракти були у всіх випадках більш активними, ніж 
спиртові, що свідчить про відмінності у спектрі метаболітів, які екстрагуються 
різними способами.
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Вода, що є полярним розчинником має здатність розчиняти солі алкалоїдів, 
сапоніни, вітаміни С, К, Р, РР, органічні кислоти, солі, цукри та ін. У воді не 
розчиняються неполярні речовини – основи алкалоїдів, воски, смоли, жири, 
масла, аглікони сапонінів, флавоноїдів. Малополярні розчинники, до яких 
відноситься етиловий спирт розчиняють солі алкалоїдів, глікозиди, флавони, 
кумарини, каротиноїди, вітаміни групи В, Р, РР, ефірні масла, пігменти, хлоро-
філ та ін., але не розчиняють білки, пектини, цукри, воски, таніни [8].

Таблиця 3
активність метаболітів грибів щодо умовно-патогенних мікроорганізмів

Table 3
the activity of fungal metabolites towards opportunistic microorganisms

тест-мікроорганізм
Pleurotus ostreatus Lentinus edodes

п М в с п М в с

B. subtilis - 5±0,3 - - 25±2 8±0,5 14,5±1 12±1

S. aureus - 3±0,2 - - 22±3 4±0,2 12±1 7±0,4

M. luteus - 9±0,4 - - - 6±0,3 22±3 21±2

E. coli 7±1 3±0,2 10±1 - - - - -

P. vulgaris - 7,5±0,5 - - - 9±0,4 - -

E. faecalis - 6,5±0,1 - - - 7±0,2 18±2 -

P. aeruginosa - 9,5±0,2 - - - 6±0,4 6±0,3 -

C. albicans - 5,5±0,1 - - - 9±0,6 - -

Примітка: П – плодове тіло, М – міцелій, В – водний екстракт, С – спиртовий екстракт, 
«-» – відсутня зона затримки росту. 
Note: П – fruiting body, М – mycelium, В – water extract, С – ethanol extract, «-» – no zone of 
growth inhibition.

Крім того, у більшості випадків спостерігали пригнічення росту тест-
штамів міцелієм, що росте, в той час, як в інших варіантах досліду такого 
ефекту не виявлено. Отже, здатність макроміцетів пригнічувати ріст умовно-
патогенних мікроорганізмів залежить також від стадії росту гриба. Дійсно, 
деякими авторами [4, 14] вказується на те, що, незважаючи на традиційне 
використання плодових тіл грибів, зокрема G. lucidum, як джерела активних 
метаболітів, діючі речовини можуть бути отримані також з вегетативного мі-
целію. Це дозволяє не тільки розширити спектр отримуваних метаболітів, але 
й інтенсифікувати процес їх синтезу. 
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влияние МетаБолитов БаЗидоМицетов на 
рост условно-патогеннЫХ Бактерий

реферат
Цель работы. Определение влияния базидиомицетов на рост условно-
патогенных микроорганизмов. Материалы и методы. Методом диффузии в 
агар определяли антимикробную активность плодовых тел, их экстрактов и 
вегетативного мицелия пяти коммерческих штаммов лекарственных базидиоми-
цетов Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst ONU F101, Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. 
Kumm. ONU F101, Lentinus edodes (Berk) Singer ONU F401, Flammulina velutipes 
(Curtis) Singer ONU F601, Hericium erinaceus (Bull.) Pers. ONU F601. В каче-
стве тест-объектов использовали штаммы бактерий Pseudomonas aeruginosa 
АТСС 27853, Proteus vulgaris ATCC 6896, Micrococcus luteus ATCC 4698, Bacil-
lus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 и дрожжеподобных грибов Candida 
albicans ATCC. Результаты. Наиболее широкий спектр активности утановлен у 
L. edodes. Показано, что в некоторых случаях антимикробные экзометаболиты 
синтезируются на стадии мицелия, но отсутствуют в тканях плодовых тел. 
Получение экстрактов из плодовых тел грибов в некоторых случаях приводит 
к снижению активности. Выводы. Несмотря на традиционное использование 
плодовых тел грибов как источника биологически активных соединений, спектр 
веществ с антимикробными свойствами может быть существенно расширен 
за счет использования грибов на разных стадиях их жизненного цикла, в част-
ности, стадии вегетативного мицелия. 

Ключевые слова:  базидиомицеты, антибактериальная активность, условно-
патогенные микроорганизмы. 
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thE InfluEnCE of thE basIdIomyCEtEs 
mEtabolItEs on thE oPPortunIstIC baCtErIa 

GroWth

summary
Aim. The detection of basidiomycete influence on the growth of opportunistic micro-
organisms. Materials and methods. Antmicrobial activity of fruiting bodies, their 
extracts and vegetative mycelium of five commercial strains of medicinal basidiomy-
cetes Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst ONU F101, Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. 
Kumm. ONU F101, Lentinus edodes (Berk) Singer ONU F401, Flammulina velutipes 
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(Curtis) Singer ONU F601, Hericium erinaceus (Bull.) Pers. ONU F601 has been 
detected by agar diffusion method. Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, Proteus 
vulgaris ATCC 6896, Micrococcus luteus ATCC 4698, Bacillus subtilis ATCC 6633, 
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 and Candida albicans ATCC were used as the test-objects. Results. 
The widest activity spectrum has been detected for L. edodes. It has been shown that 
in some cases antimicrobial exometabolites are secreted at the mycelium stage but 
not the fruiting body stage. Obtaining of the extracts from the fruiting bodies of fungi 
may in some cases lead to reduced activity. Conclusions. Despite the traditional use 
of fruiting bodies of fungi as a source of biologically active compounds the range of 
substances with antimicrobial properties can be significantly extended by the use of 
fungi in various stages of their life cycle, in particular during vegetative mycelium stage. 

Key  words:  basidiomycetes, antibacterial activity, opportunistic microorgan-
isms. 
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дартну одиницю активності U (IU) і катал (скорочено кат), питома актив-
ність ензиму виражається в ммолях/хв на 1 мг протеїну або в од.акт/мг,  
кат/кг.

– Вказати умови проведення ферментативної реакції (температура, рН, 
концентрація субстрату).

– Вказати використані методи статистичного аналізу, програму статистики.
Таблиці мають бути компактними, мати порядковий номер; графи, колон-

ки мають бути точно визначеними логічно і графічно. Матеріал таблиць (як і 
рисунків) має бути зрозумілим і не дублювати текст статті. Цифровий матеріал 
таблиць слід опрацювати статистично.
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Рисунки виконуються у вигляді чітких креслень (за допомогою комп’ю-
терного графічного редактора у форматі Word, TIF, JPG). Осі координат на 
графіках мають бути позначені. Рисунки розміщуються у тексті статті.

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

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

•  список використаної літератури
1. Список використаної літератури в оригіналі цитованої статті
 складається за алфавітно-хронологічним порядком (спочатку кирилиця, 

потім латиниця). Якщо перший автор у декількох працях один і той самий, то 
праці розміщуються у хронологічному порядку. Список посилань треба про-
нумерувати, а у тексті посилатися на відповідний номер джерела літератури 
(у квадратних дужках).

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

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

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

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

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

зі списком використаної літератури (список 1).

Зразки посилань літератури
Вимоги до оформлення бібліографічних посилань мовою оригіналу (в тому 

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

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

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

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

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

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

New York: Fcfd. Press, 1980. – 364 p.
На журнальні статті
Подгорский В.С. Систематическое положение, экологические аспекты 

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

Aндреюк Е.И., Козлова И.А., Рожанская А.М. Микробиологическая кор-
розия строительных материалов // Биоповреждения в строительстве. – М.: 
Стройиздат, 1984. – С. 209 – 221.

Глоба Л.І., Подорван Н.І. Біотехнологія очищення забрудненої природної 
води // Вісник ОНУ. – 2001. – т. 6, в. 4. – С. 65 – 67.

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

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

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

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

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

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

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

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

Зразки посилань літератури в романській абетці.
references
Стиль шрифта для англомовного варианту списка джерел – NLM (National 

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

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

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

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

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

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

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

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

viruses on Echinacea purpurea and their influence on the yield. In: Proceedings of 
the conference «Innovative aspects to coneflower study». Ed. Pospelov S. Poltava: 
Dyvosvit, 2013:36–45.

Yin R, Francis F, Bragard C, Liu Y, Chen J. Study on transmission efficiency of 
CMV transmitted by Myzus persicae from different places. In: Proceedings of 9th 
International Symposium on Aphids, Beijing, China. 2013:49–50.

Диссертационные работы:
Koreneva AA. Biological properties of medicinal plants viruses. PhD thesis, 

Taras Shevchenko National University of Kyiv, 2009: 22.
Сборники:
Dunich A, Mishchenko L. Heavy metals content in virus infected purple cone-

flower plants. Bull T Shevchenko Nat Univ Kyiv Ser Biol. 2013; 65(3):22–26.
Rose PI. Gelatin. In: Encyclopedia of polymer science and engineering Eds: 

Mark HF, Bikales NM, Overberger CG, Menges G, Kroschwitz JI New York: Wiley; 
1987;7, 2nd ed. 488–513.

Shrago MI, Guchok MM, Kalugin YuV. Some principles of direct synthesis of 
cryoprotectants. In: Current Problems of Cryobiology. Eds. Pushkar NS and Belous 
AM. Kiev: Naukova Dumka, 1981:157–201.

Патенти, заявки:
А.s. 4411066/14 SSSR, МBI G 01 N 33/50. A method of determining bile acids 

in biological fluids. Vеsеlsкiy SP, Lyashchеnко PS, Luкyanеnко IА. (SSSR). – N 
1624322; zayavl. 25.01.1988; оpubl. 30.01.1991, Byul. N 4.

Статті з електронних журналів:
Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 

(2):49-53, available at:www.ascusc.org/jcmc/vol5/issue2/
За наявності в статті DOI (Digital Object Identifier), яка є міжнародним 

ISO стандартом (http://www.doi.org/), в списку литератури бажано вказати її 
ідентифікатор, наприклад:
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Author AA, Author BB, Author CC. Title of article.Title of Journal. 2005; 10 
(2):49-53. Cited 2 times. doi: 10.1134/S1023193508080077

Датою надходження статті вважають день, коли до редколегії надійшов 
перший варіант тексту статті.

Після одержання коректури статті автор повинен виправити лише помил-
ки і терміново відіслати статтю на адресу редколегії або повідомити про свої 
правки по телефону чи електронною поштою.

У разі затримки редакція, додержуючись графіка, залишає за собою право 
здати коректуру до друкарні (у виробництво) без авторських правок.

Підпис автора у кінці статті означає, що автор передає права на видання 
своєї статті редакції. Автор гарантує, що стаття оригінальна; ні стаття, ні ри-
сунки до неї не були опубліковані в інших виданнях.



Увага: передрук, усі види копіювання та відтворення матеріалів,
що надруковані у журналі «Мікробіологія і біотехнологія»,
можливі лише за умови посилання на джерело інформації

та з дозволу редакційної колегії.
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