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RALSTONIA SOLANACEARUM: 
ÎСÎÁËÈÂÎСÒI ÁIÎËÎÃIЇ I IÄÅÍÒÈФIÊÀÖIЇ

Ralstonia solanacearu� – збудник бактеріаëьноãо в’янення дëя �и� solanacearu� – збудник бактеріаëьноãо в’янення дëя �и�solanacearu� – збудник бактеріаëьноãо в’янення дëя �и� – збудник бактеріаëьноãо в’янення дëя �и�
рокоãо коëа росëин, із значним ãеоãрафічним ареаëом по�ирення. 
Ìаючи Південноамериканське поõодження, збудник продемонстрував 
феноменаëьні адаптивні вëастивості, протяãом друãої поëовини 20�ãо 
стоëіття по�ирив�ись та адаптував�ись до умов всіõ континентів 
за викëюченням поëярниõ �ирот. Даний патоãен має найбіëь�е 
економічне значення серед бактеріаëьниõ аãентів картопëі, будучи ка�
рантинним об’єктом дëя країн Європи та України. В оãëяді висвітëені 
пробëемні питання, щодо особëивостей біоëоãії, таксономії, патоãен�
ниõ вëастивостей Ralstonia solanacearu�, а також сучасниõ методів 
діаãностики та боротьби з õворобою.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : Ralstonia solanacearu�, бура бактеріаëьна ãниëь 
картопëі.

Ralstonia solanacearu� – один із найдеструктивніших бактеріальних 
патогенів, що набув глобального поширення і здатний вражати понад 450 
видів, 44 родів рослин [4, 22]. В 2002 роöі ÑШÀ віднесли даний збудник 
до десяти біотерористи÷них об’єктів у сільськоìу господарстві, які під-
лягають найсуворішиì заходаì контролю та боротьби [21]. 

Ralstonia solanacearu� – öе граìнегативна, пали÷коподібної форìи 
бактерія, що не утворює спор. Ðозìіри клітин 0,5–1,5 ìкì. При вирощу-
ванні на агаризованих середовищах утворює гладкі, світлі, опалесöентні 
колонії, що з ÷асоì набувають кори÷невого забарвлення внаслідок на-
копи÷ення ìеланіну [2].  

Для штаìів R. solanacearu� характерною ознакою є наявність двох-
коìпонентного геноìу – одно÷асна присутність хроìосоìи і ìегаплазìіди. 
Хроìосоìа ìістить основні вітальні гени, окреìі з яких ìожуть дублю-

© Ð.В. Гриöай, Л.Д. Варбанеöь, 2012
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ватися в ìеншоìу репліконі. Òиì не ìенше, ìегаплазìіда є обовязковою 
для існування клітини, що, як вважають, стало результатоì тривалої 
коеволюöії обох репліконів. Ìалі плазìіди (ìенше 100 т.п.н.) виявлені 
тільки в окреìих штаìах, і вважаються нетиповиìи для R. solanacearu�. 
Бактерії здатні до трансфорìаöії, ìістять зна÷ну ÷астину ìобільних гене-
ти÷них елеìентів, що ÷инять поìітний вплив на адаптаöійні властивості 
виду [17]. Ðання класифікаöія штаìів R. solanacearu� здійснювалася на 
основі фенотипових властивостей. Öе стало підґрунтяì для створення 
так званої бінарної систеìи, що відображає два підходи в диференöіаöії: 
а) за колоì ìожливих рослин-живителів і б) за фізіолого-біохіìі÷ниìи 
властивостяìи культури бактерії. Відповідно виділяють п’ять рас (з яких 
найпоширенішиìи і краще вив÷ениìи є раси 1–3) і п’ять біотипів [6, 9]. 
Біотипи 3 і 4 ìетаболі÷но гну÷кіші ніж біотипи1 і 2, кріì того перші ÷ітко 
відокреìлюються від інших в окреìу групу на основі електрофорети÷них 
профілів ìеìбранних білків і PCR-RFLP (PCR – Restriction Fragment 
Length Polymorphism) аналізу. Iснує також істотна різниöя в географі÷-
ноìу поширенні зазна÷ених двох груп біоварів, що ìоже свід÷ити про 
їх незалежне еволюöійне походження ÷и розвиток. В öілоìу, біотип 1 
переважає в Àìериöі; біотип 3 – в Àзії. Біотипи 2, 3, 4 зустрі÷аються в 
Àвстралії, Êитаї (разоì з біотипоì 5), Iндії, Iндонезії, Шрі-Ланöі [22, 25]. 

Дана систеìа класифікаöії, що склалася істори÷но першою, несе 
прикладні переваги і залишається основною в практиöі фітопатологі÷них 
досліджень, однак не відображає реальної спорідненості ìіж штаìаìи.

Ìожливості для більш детального встановлення внутрішньовидо-
вої структури стали доступнішиìи з впровадження в практику ìетоду 
поліìеразно-ланöюгової реакöії (ПЛÐ). Перші спроби вив÷ення генети÷них 
взаєìозв’язків ìіж штаìаìи R. solanacearu� базувалися на аìпліфікаöії 
довільних ділянок геноìу і аналізі отриìаних фінгерпринтів. 

На дендрограìі, побудованій за результатаìи PCR-RFLP аналізу 120 
штаìів R. solanacearu� – ізолятів із різних географі÷них регіонів, спо-
стерігалася різка дивергенöія ìіж групаìи штаìів біотипів I і II і біотипів 
III і IV. В свою ÷ергу біотипи I і II відділялися в дві окреìі підгрупи, тоді 
як провести ÷ітку лінію розподілу ìіж біотипаìи III і IV за генети÷ниìи 
дистанöіяìи неìожливо [27]. Öей результат був продубльований також 
з використанняì REP (Repetitive Extragenic Palindromic) – та RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) - PCR фінгерпринтів [35].

За допоìогою rep-PCR було проведене вив÷ення спорідненості ìіж 
107 штаìаìи R. solanacearu�, виділених із іìпортованого в ÑШÀ протя-
гоì десяти років зараженого ìатеріалу. Отриìані результати дали зìогу 
диференöіювати їх за біотипоì, регіоноì походження та деякиìи особли-
востяìи патогенезу [31]. Òакиì ÷иноì, у фітопатологі÷них дослідженнях 
використання ìетоду ПЛÐ для виду з такою неоднорідною структурою, 
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дозволяє отриìувати інфорìаöію про властивості конкретного ізоляту і, 
відповідно, допоìагає в підборі уìов роботи з ниì.

Ðезультати рестрикöійного аналізу геноìу штаìів, що базуються 
на аналізі окреìих ділянок ДНÊ – 16S-23S спейсерної ділянки, генів 
mutS, hrpB, egl, є основою філогенети÷ної класифікаöійної систеìи. З 
öих позиöій в ìежах виду R. solanacearu� виділяють ÷отири філотипи 
(генети÷ні групи), кожна з яких, поділяється на ìенші групи – секвевари. 
Представники кожного філотипу ìають спільне географі÷не походження: 
філотипи 1 і 2 складаються із азіатських і південноаìериканських ізо-
лятів відповідно, філотип 3 представлений штаìаìи із Àфрики, філотип 
4 – Iндонезії, Японії і Àвстралії [34, 40]. Виходя÷и з того, що ДНÊ-ДНÊ 
гоìологія ìіж штаìаìи R. solanacearu� ìоже бути ниж÷ою прийнятого 
для ìікроорганізìів внутрішньовидового бар’єру у 70%, було запро-
поновано використовувати для озна÷ення öієї групи бактерій поняття 
“коìплексний вид” [21].

R. solanacearu�, що викликають захвороювання бурої гнилі картоплі 
(ББГÊ), представлений штаìаìи раси 3, біотипу 2 (R3bv2), та фенотипово 
і філогенети÷но являють собою гоìогенний кластер (філотип 2, секвевар 
1), характеризуються адаптаöією до відносно низьких теìператур [12]. 
Найбільшою шкодо÷инністю R. solanacearu� характеризується на наса-
дженнях в Àфриöі, Àзії, Південній та Öентральній Àìериöі. На відносно 
холодних тропі÷них високогір’ях R. solanacearu� перебуває в основноìу у 
вигляді латентної інфекöії, однак коли заражені бульби висаджуються на 
тепліших низинних територіях, рослини швидко в’януть і гинуть [26]. 

Збудник проникає, зви÷айно, в рослину з грунту, ÷ерез пошкоджені 
корені, після ÷ого швидко поширюється і розìножується у ксилеìній 
тканині. Незважаю÷и на відносно бідне поживниìи ре÷овинаìи ìікро-
аеробне середовище, популяöія бактерій ìоже сягати 109 клітин на граì 
сирої ìаси рослини [15]. 

R. solanacearu� володіє різноìанітниìи фактораìи вірулентності, що 
в сукупності і обуìовлюють протікання хвороби. Ñеред них: екстраöел-
люлярні глікополіìери, які утворюються у великій кількості і спри÷иня-
ють закупорювання провідних судин рослинного організìу, викликаю÷и 
основний сиìптоì – в’янення [1]. Iніöіаöії патологі÷ного проöесу сприяє 
утворення öеллюліти÷них ферìентів, наявність джгутикового руху, хе-
ìотаксису і систеìи третього типу секреöії [6, 11]. 

Беру÷и свій по÷аток із гірських районів Південної Àìерики, пред-
ставники R. solanacearu� пізніше були завезені на інші континенти. 
Перші повідоìлення про виявлення вогнищ захворювання на південноìу 
узбережжі Європейського регіону з’явилися на по÷атку 20-го століття. 
Більш пізня поява бурої гнилі відìі÷ена в Швеöії (1972), в 90-х роках – в 
Àвстрії, Бельгії, Франöії, Àнглії. В 1995 роöі, в Нідерландах – основно-
го виробника насіннєвої картоплі, стався спалах хвороби, який завдав 
зна÷них збитків народноìу господарству країни. Öе зобов’язало уряд 
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впровадити öілу низку карантинних заходів, зокреìа, в 1997 роöі була 
прийнята Директива, що визна÷ає обов’язкову необхідність проведення 
ìоніторингу продукöії картоплярства на наявність бурої гнилі і заходи 
щодо ліквідаöії виявлених вогнищ, які поширюються на всі країни Євро-
пейського союзу [26]. 

Незважаю÷и на проведені заходи щодо викорінення збудника, бактерії 
R. solanacearu� залишаються присутніìи на обìежених територіях і дея-
ких водних артеріях Європи, ÷ас від ÷асу спри÷инюють локальні вогнища 
хвороби в агроöенозах [8]. Проведені екологі÷ні дослідження виявили 
здатність R3bv2 виживати як ìініìуì 100 днів у ґрунті та водойìах за 
середньої теìператури 12 °Ñ [12]. При теìпературі 24 °Ñ в стерильній 
воді бактерії зберігали здатність до росту на агаризованих середовищах 
протягоì року, вірулентність – протягоì ÷отирьох років [7]. 

В разі тривалого перебування в бідноìу енергети÷ниìи субстратаìи 
середовищі, за дії інших несприятливих уìов бактерії R. solanacearu�  
ìожуть переходити в так званий «життєздатний, але не культивований 
стан». При öьоìу відбувається загальне сповільнення ìетаболізìу, при-
пинення поділу та уповільнення росту клітин, зниження проникливості 
клітинної стінки. Повернення до норìального стану виìагає тривалого 
перебування в сприятливих уìовах і наявності додаткових факторів [23]. 
При культивуванні  R. solanacearu� в стерильній воді за 4 °Ñ вже після 
30 днів більше 2/3 клітин перейшли в некультивований стан. На 56-ий 
день кількість бактеріальних клітин, що необхідна для 100% ураження 
сприйнятливих рослин, зросла на ÷отири порядки порівняно із вихідною 
культурою [32]. Відновлення патогенних властивостей збудника бурої 
гнилі, що перебуває у некультивованоìу стані, ìожливе при потраплян-
ні до ризосфери сприйнятливих рослин, або на шту÷них середовищах 
спеöіального складу [18].

Виживанню збудника бурої гнилі картоплі у природних уìовах спри-
яє ìожливість локалізаöії бактерій на бур’янах родини пасльонових. 
Важлива роль тут належить пасльону солодко-гіркоìу, що проростає на 
берегах рі÷ок і ìоже накопи÷увати інфекöію своїìи занурениìи у воду 
кореняìи [4]. Основниì способоì розповсюдження R3bv2 є заражений 
насіннєвий ìатеріал картоплі. Поширення його ìожливе також за допо-
ìогою нетипових для R. solanacearu� рослин-живителів, на яких патоген 
ìоже перебувати у вигляді латентної інфекöії. Òиповиì прикладоì такого 
переносника є герань, на іìпортованих в ÑШÀ саджанöях якої вперше 
було виявлено збудник в 1981 роöі. Враховую÷и те, що іìпорт öих рос-
лин в ÑШÀ з того ÷асу виріс більш ніж в десять разів, досягнувши 100 
ìлн екзеìплярів за 2003 рік, öя проблеìа зайняла поìітний сектор серед 
існую÷их каналів поширення інфекöії [38]. 

Одниì із першо÷ергових завдань в боротьбі із збудникоì є викорис-
тання то÷них і швидких ìетодів діагностики. В недалекоìу ìинулоìу 
найпоширенішиì ìетодоì детекöіії R. solanacearu� був посів суспензії 
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бактерій із природних субстратів у напівселективні середовища з подаль-
шою ідентифікаöією отриìаних на них колоній. Öей традиöійний ìетод 
є довготривалиì і не дозволяє враховувати клітини, що перебувають в 
життєздатноìу, але не культивованоìу стані, ÷иì призводить до недо-
оöінки ÷исельності популяöії бактерій. 

Ñтворені тест-систеìи на основі іìуно-ферìентного аналізу до R3bv2 
знайшли практи÷не використання, але при öьоìу ìожуть ìати ìісöе пере-
хресні реакöії із сапрофітниìи бактеріяìи ґрунту, і отриìання хибнопо-
зитивних результатів [36]. Öя проблеìа ÷астково вирішується ìетодоì 
іìунофлюоресöентної ìікроскопії [25]. 

За останнє десятиліття було розроблено також ÷иìало ìетодів діа-
гностики збудника бурої гнилі, що базуються на ПЛÐ, без стадії куль-
тивування на шту÷них середовищах. При розробöі прайìерів першопо-
÷атково використовували нуклеотидні послідовності рибосоìальних генів 
(16S та 23S ділянки) [41]. Однак їхня аìпліфікаöія ìоже бути при÷иною 
утворення хибно-позитивного паттерну зі споріднениìи видаìи, такиìи 
як Ralstonia picketti, у зв’язку із високиì рівнеì консерватизìу генів 
рибосоì всередині роду Ralstonia. Найбільшого ìасового використання 
набули тест-систеìи, що базуються на аìпліфікаöії спеöифі÷ної для 
збудника ББГÊ ділянки ДНÊ, вперше запропонованої Феганоì та спі-
вавтораìи [13]. Однак, пізніше було встановлено, що дана аìпліфікована 
послідовність є ÷астиною Mu-бактеріофага, а отже ìоже бути втра÷ена 
або передана іншиì видаì бактерій [19]. В зв’язку з öиì було розроблено 
альтернативні прайìери до інших ділянок ДНÊ патогену, наприклад генів 
ендонуклеази, öитохроìу с1, hrpB, hrcu, flic, тощо [10]. 

Враховую÷и високу пласти÷ність геноìу R. solanacearu�, зокреìа 
здатність до трансфорìаöії та обìіну генети÷ниì ìатеріалоì, викорис-
тання тільки одного генети÷ного ìаркеру (як у випадку ПЛÐ), ìоже 
бути недостатніì для достовірної ідентифікаöії на видовоìу і особливо 
субвидовоìу рівні. 

Ñу÷асниì, але поки що тільки перспективниì ìетодоì діагностики, 
що позбавлений вказаного недоліку, є ìетод ìікроаррей-аналізу. Öя тех-
нологія використовує тися÷і ìаркерів одно÷асно, що забезпе÷ує високу 
інфорìативність та достовірність результату. Впровадження в практику 
ìетоду ліìітується його відносною дорожне÷ею та складністю, а під-
готовка відповідних тест-систеì на його основі ìожлива тільки до біо-
логі÷них об’єктів із секвенованиì геноìоì [3]. Ìетод був використаний 
для ідентифікаöії ряду фітопатогенних ìікроорганізìів [39], у тоìу ÷ислі 
патогенів картоплі [14]. Здійснено підбір ìікроареїв до R. solanacearu�, 
що відповідають спеöифі÷ниì для R3bv2 ділянкаì ДНÊ, і не є ÷астиною 
ìобільних генети÷них елеìентів [20].

Основниìи в боротьбі з ББГÊ є превентивні заходи, які вклю÷ають 
контроль зараженості насіннєвого ìатеріалу, ìоніторинг територій, 
карантин виявлених вогнищ хвороби. Негативні наслідки інфікування 
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ìожуть бути зìеншені поєднанняì різноìанітних заходів контролю. Ñе-
ред них дотриìання встановлених фітосанітарних правил, вирощування 
толерантних сортів, сівозìіна, агротехні÷ні заходи [5].

 Вирішальна роль у забезпе÷енні стійкості картоплі до збудника 
ББГÊ, як і до інших бактеріальних патогенів, належить індукованиì ìо-
лекулярниì ìеханізìаì,  які об’єднують під загальною назвою – реакöія 
гіпер÷утливості. Вони вклю÷ають накопи÷ення антиìікробних ре÷овин, 
таких як фітоалексини (флавони, флавонони, флаван-3-оли), підвищен-
ня активності поліфенолоксидази, пероксидази. Öе супроводжується 
утворенняì вільних радикалів, які спри÷иняють загибель ото÷ую÷их 
клітин рослини, а разоì і бактеріальних клітин. Однак серед природного 
генофонду картоплі існує обìежене ÷исло форì, що ìогли б слугувати 
донораìи генів стійкості до ББГÊ в селекöії господарсько-öінних сортів. 
Певна резистентність виявлена у дикої форìи Solanu� phureja, однак, 
саìа генети÷на основа ìеханізìів природної стійкості картоплі вив÷ена 
ще дуже фрагìентарно [33]. Åкспресія генів стійкості обìежується не-
зна÷ниì географі÷ниì регіоноì, що пов’язано із високою варіабельністю 
штаìів R. solanacearu� та ìодифікую÷ою дією факторів зовнішнього 
середовища [37] 

Провідна роль у пошуку та вив÷енні ìолекулярних основ резистент-
ності до бурої гнилі, а також створенні трансфорìованих організìів, що 
несуть відповідну ознаку, належить генети÷ній інженерії та біотехнології. 
Одниì із перспективних напряìків роботи є створення генети÷но ìоди-
фікованих сортів із посиленою транскрипöією генів деяких антиìікроб-
них пептидів тварин (öекропінів, ìагаїнів, саркотоксину, тощо) [24]. На 
основі öекропіну створено ìодифіковані пептиди shiva-1 і SB37 посиленої 
антиìікробної дії, шту÷но синтезовані послідовності ДНÊ яких було вве-
дено в геноì тоìатів. Отриìані хиìерні лінії рослин характеризувалися 
ìеншою сприйнятливістю до R. solanacearu� та Erwinia carotovora, ніж 
вихідні форìи [28]. Òрансфорìовані рослини тютюну із геноì лактофери-
ну людини, що є бактериöидниì глікопротеїдоì, теж продеìонстрували 
підвищену стійкість до R3bv2 [42].

Подоланню наслідків інфікування R. solanacearu� насаджень карто-
плі ìожуть сприяти агротехні÷ні заходи. В уìовах in vitro було показано 
зìеншення популяöії R. solanacearu� в ґрунті за підвищеного вìісту 
нітритів та кислого рН, дія яких синергі÷но посилюється. Нітрати за 
öих уìов не ìали рістпригні÷увального ефекту. Внесення вищевказаних 
солей, фосфатів, CaO, се÷овини у грунт відкритих агроöенозів характе-
ризувалося неоднозна÷ниì впливоì на ÷исельність збудника бурої гнилі, 
що обуìовлене типоì ґрунту, кліìати÷ниìи фактораìи, тощо [30].

Àнтагоністи÷ні до R3bv2 бактерії було підібрано і показана їхня ефек-
тивність в польових уìовах. Ñеред них авірулентні та генети÷но ìодифі-
ковані штаìи R. solanacearu� [16], деякі природні бактерії-антагоністи 
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ризосфери із родів Bacillus, Pseudo�onas, Strepto�yces. Біологі÷ний 
ìетод контролю не набув широкого впровадження в практику [29]. 

На даний ÷ас бура бактеріальна гниль є карантинною хворобою для 
території Óкраїни. Відсутність офіöійних даних про наявність вогнищ 
ураження ББГÊ на нашій території протягоì останніх 15 років, врахову-
ю÷и широкий спектр кліìати÷них уìов нашої країни, інтенсивний іìпорт 
насіннєвого ìатеріалу, наявність хвороби в деяких сусідніх державах, 
створює високу іìовірність занесення і потребує зосередження уваги на 
вив÷енні öього питання [4].
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RALSTONIA SOLANACEARUM: 
ÎСÎÁÅÍÍÎСÒÈ ÁÈÎËÎÃÈÈ È ÈÄÅÍÒÈФÈÊÀÖÈÈ

Ðеферат

Ralstonia solanacearu� – возбудитель бактериального увядания 
для широкого круга растений, со зна÷ительныì географи÷ескиì ареалоì 
распространения. Èìея южноаìериканское происхождение, возбудитель 
продеìонстрировал феноìенальные адаптивные свойства, в те÷ение вто-
рой половины 20-го века распространившись и адаптировавшись к усло-
вияì всех континентов за исклю÷ениеì полярных широт. Данный патоген 
иìеет наибольшее эконоìи÷еское зна÷ение среди бактериальных агентов 
картофеля, буду÷и карантинныì объектоì для стран Åвропы и Óкраины. 
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В обзоре освещены проблеìные вопросы, относительно особенностей 
биологии, таксоноìии, патогенных свойств Ralstonia solanacearu�, а 
также совреìенных ìетодов диагностики и борьбы с болезнью.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а : Ralstonia solanacearu�, бурая бактериальная 
гниль картофеля.

R.V. Grіtsay, L.D. Varbanets

Zabolotny Institute of Microbiology and Virology,NASU, Kyiv,
tel.: +38 (044) 526 23 39, e-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

RALSTONIA SOLANACEARUM:  
FEATURES OF BIOLOGY AND IDENTIFICATION

Summary

Ralstonia solanacearu� – a causative agent of bacterial wilt for a wide 
range of plants, with a significant area of geographic distribution. Hav-
ing South American origin, the agent has demonstrated the phenomenal 
adaptive properties during the second half of the 20th century, spreading 
and adapted to the conditions of all continents except the polar latitudes. 
This pathogen has the greatest economic importance among potato bac-
terial agents, being a subject to quarantine for Europe and Ukraine. The 
review highlighted the issues regarding the features of biology, taxonomy, 
pathogenic properties of Ralstonia solanacearu� and modern methods of 
diagnosis and combating with the disease as well.

K e y  w o r d s :  Ralstonia solanacearu�, potato brown rot.
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ÌÈÊÐÎÁÍЫÅ ËÈПÈÄЫ – ÀËЬÒÅÐÍÀÒÈÂÍЫÉ 
ÈСÒÎЧÍÈÊ СЫÐЬß ÄËß ÁÈÎÒÎПËÈÂÀ

В обзоре представëены основные направëения отечественныõ и зару�
бежныõ иссëедований, экспериментаëьные данные поиска активныõ про�
дуцентов ëипидов среди разëичныõ видов дрожжей и пути оптимизации 
процесса ëипидообразования у наибоëее перспективныõ �таммов. Пока�
зано, что поддерживая необõодимые усëовия куëьтивирования, можно 
управëять õодом ензиматическиõ процессов. Рассмотрено вëияние на 
рост, развитие и биоõимическую активность микроорãанизмов состава 
среды, температуры, аэрации и окисëитеëьно�восстановитеëьныõ усëо�
вий. Изменение этиõ факторов вëияет на биосинтетическую деятеëь�
ность микроорãанизмов, ëипоãенную активность дрожжей и на состав 
синтезируемыõ ими ëипидов. Показано, что способность дрожжей к 
ëипидообразованию и сравнитеëьно быстрая возможность изменения 
коëичества и состава ëипидов путем направëенноãо куëьтивирования, 
позвоëяет сдеëать вывод о том, что поëученные микробиоëоãическим 
синтезом ëипиды, моãут сëужить источником сырья дëя поëучения 
биотопëива в промы�ëенныõ мас�табаõ.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : дрожжи, Rhodotorula gracilis, Pichia ano�ala, 
микробные ëипиды, биотопëиво.

Èнтенсивное развитие биоэнергетики становится актуальной зада-
÷ей практи÷ески для всех регионов ìира. Преиìуществоì биотоплива 
в сравнении с другиìи видаìи топлива является уìеньшение вредных 
выбросов в атìосферу, уìеньшение зависиìости от иìпортных поставок 
энергоносителей, стоиìость которых постоянно растет. Ðазрабатываеìые 
новые технологии полу÷ения биотоплива в основноì направлены на 
использование в ка÷естве сырья бытовых и проìышленных отходов и 
переработки их на экологи÷ески ÷истое топливо.

Одниì из видов биотоплива является биодизель, для полу÷ения 
которого используют растительные или животные жиры. Производ-
ство биодизельного топлива из растительных ìасел осуществляется 
с использованиеì реакöии трансетерификаöии ìолекул в присутствии 
катализатора [1–5].

© À.Ф. Òка÷енко, Å.À. Òигунова, Ñ.Ì. Шульга, 2012
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Липиды ìикробного происхождения (дрожжевые липиды) прак-
ти÷ески подобны по составу с растительныìи и животныìи жираìи. 
Дрожжи иìеют ряд свойств (скорость роста, неприхотливость к составу 
сред, высокий выход липидов, приеìлеìый жирнокислотный состав), 
которые позволяют рассìатривать их как  перспективный исто÷ник 
проìышленного полу÷ения липидов – сырья для биодизеля.

Ñ составоì липидов (нали÷иеì длинных или коротких «хвостов» 
насыщеных и/или ненасыщенных жирных кислот, коли÷ествоì углеродных 
атоìов в öепи, положениеì, конфигураöией и коли÷ествоì двойных связей) 
во ìногоì связаны такие свойства ìикроорганизìов как терìотолерант-
ность, терìофильность, кислотоустой÷ивость, вирулентность и другие при-
знаки. Êроìе того, в ìикроорганизìах липиды ìогут выполнять функöию 
запасных продуктов. Ê таковыì относится поли-b-гидроксиìасляная кисло-
та, образуеìая ìногиìи бактерияìи, и триаöилглиöериды, накапливаеìые 
в больших коли÷ествах некоторыìи дрожжаìи и другиìи представителяìи 
грибов. Фракöионный состав внутриклето÷ных липидов некоторых видов 
дрожжей приведен в таблиöе 1. 

Òаблиöа 1 

Состав дрожжевых липидов, % [6]
Table 1 

The composіtіon of yeast lіpіds,% [6]

Фракция 
Lipomyces 
starkeyi 

Lipomyces 
lipoferus 

Sporobolomyces 
roseus 

Фосфолипиды 2,2 4,3 3,3 

Ñтерины 2,5 5,3 3,7 

Ìоно- и диаöилглиöериды 4,6 5,7 4,8 

Ñвободные жирные кислоты 16,4 2,6 10,1 

Òриглиöериды 71,4 78,1 72,2 

Ñтериновые эфиры и воска 1,2 1,7 2,1 

Êак видно из таблиöы 1, среди отдельных фракöий дрожжевых 
липидов наибольшую ÷асть (71,4–78,1%) заниìают триглиöериды. 
Àналоги÷ный фракöионный состав иìеют липиды ìиöелиальных грибов 
и водорослей. 

Общее коли÷ество липидов у  ìикроорганизìов колеблется в пред-
елах 0,2–10% от коли÷ества сухих веществ клеток (ÑВÊ). Ó дрожжей 
при благоприятных условиях содержание липидов ìожет достигать 
60–70% от ÑВÊ. Наиболее активные по признаку липидообразования 
ìикроорганизìы представлены в табл. 2.
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Òаблиöа 2 

Îбщее содержание липидов у некоторых видов микроорганизмов [6]
Table 2 

Total lіpіd content of some mіcroorganіsms [6]

Ìикроорганизм Ëипиды / (% от СÂÊ)

Actino�yces albaduncus 42-57 

Alcaligenes eutrophus 40-60 

Blaceslea trispora 54-56 

Cryptococcus terricolus 65-70 

Lipo�yces lipoferus 50-63 

Mycobacteriu� s�eg�atis 35-36 

Cостав липидов разли÷ных ìикроорганизìов неодинаков. Ó бактерий, 
как правило, ìного фосфолипидов. Ìикобактерии содержат зна÷ительное 
коли÷ество восков. Ìолекулы кислот у эубактерий обы÷но содержат от 10 
до 20 атоìов углерода (преиìущественно 15–19). Ìикобактерии, корине-
бактерии и нокардии содержат в составе липидов кроìе обы÷ных кислот, 
своеобразные, характерные только для этих ìикроорганизìов ìиколовые 
кислоты, представляющие собой высокоìолекулярные β-гидроксикислоты 
с длинной алифати÷еской öепью в α-положении.

Ñреди разли÷ных групп ìикроорганизìов, иìеющих практи÷еское зна÷е-
ние, дрожжаì отводится ведущая роль. Æирнокислотный состав дрожжевых 
липидов практи÷ески иденти÷ен составу растительных ìасел [6].

Дрожжи иìеют ряд свойств (скорость роста, неприхотливость к со-
ставу сред, высокий выход липидов, приеìлеìый жирнокислотный со-
став), которые позволяют рассìатривать их как наиболее перспективный 
исто÷ник проìышленного полу÷ения липидов – сырья для биодизеля.

Проöесс образования липидов у большинства дрожжей состоит 
из двух ÷етко разграни÷енных стадий. Первая стадия характеризуется 
быстрыì образованиеì белка в условиях усиленного снабжения культуры 
азотоì и сопровождается ìедленныì накоплениеì липидов (в основноì 
глиöерофосфатов и нейтральных жиров); вторая – прекращениеì роста 
дрожжей и усиленныì накоплениеì липидов (в основноì нейтральных). 
Òипи÷ныìи липидообразователяìи являются дрожжи Cryptococcus ter� ter�ter�
ricolus, которые синтезируют большое коли÷ество липидов (до 60% от 
ÑВÊ) в условиях, даже неблагоприятных для синтеза белка [7]. 

Èз других липидообразующих дрожжей проìышленный интерес 
представляют дрожжи C. guillier�ondii, утилизирующие алканы. Они 
синтезируют в основноì фосфолипиды, накапливают большие коли÷ества 
липидов, активно развиваются на углеводных субстратах (ìелассе, ги-
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дролизатах торфа и древесины). Òакиìи свойстваìи обладают и  дрожжи 
видов Lipo�yces lipoferus и Rhodotorula gracilis. Èх липогинез суще-
ственно зависит от условий культивирования, при этоì накапливаются 
зна÷ительные коли÷ества (до 70%) триаöилглиöеридов [8]. 

Èз отдельных групп липидообразующих дрожжей наиболее широко 
распространены в природе дрожжи Rhodotorula и Pichia, продуöирующие 
липиды в пределах 30–40% ÑВÊ.

В результате скрининга [9] дрожжевых культур – липидообразо-
вателей (табл. 3) отобраны штаììы с повышенныì синтезоì липидов. 
Эффективность синтеза липидов определяли по жировоìу коэффиöиенту. 
Дрожжи P. ano�ala L1 и R. gracilis SK-4 синтезировали наибольшее 
коли÷ество липидов (220 и 240ìг/100cì3, соответственно), при этоì по-
казатель жирового коэффиöиента был 7,8 и 8,0, соответственно.

Òаблиöа 3

Штаммы дрожжей с повышенным синтезом липидов [9]
Table 3

Yeast straіns wіth іncreased synthesіs of lіpіds [9]

Äрожжи 
Усвоенный 
сахар (%)

Сухая 
биомасса

(мг/100 мл)

Ëипиды 
Жировой 

коэффициентмг/
100 мл

% сухой 
биомассы

C. valida y�691 61,0 1000 42 4,2 2,1

C. utilis L�35 47,0 750 105 14,0 6,7

P. ano�оla Ì�1 17,5 215 39 18,1 6,7

P. poly�orpha v�1 41,5 650 92 14,1 6,6

P. ano�оla L1 85,0 1500 220 14,0 7,8

R. glutinis К�1 85,0 1450 200 13,8 7,0

R. gracilis Sк�4 90,0 1600 240 15,0 8,0

S. cerevisiae Ì�5 45,0 695 60 8,6 4,3

S. uvaru� Н�7 52,0 870 58 6,7 3,5

Одниì из критериев выбора этих культур было предварительное изу÷е-
ние их естественной изìен÷ивости по признаку липидообразования [9].

Åстественная изìен÷ивость (диссоöиаöия) присуща любоìу виду 
ìикроорганизìов и возникает как в обы÷ных условиях культивирования, 
так и под влияниеì саìых разнообразных факторов. По этой при÷ине 
актуален вопрос о сохранении штаììов от вырождения. Невозìожно ис-
пользовать в проìышленноì производстве культуры, которые в проöессе 
длительного культивирования теряют свои первона÷альные свойства и 
требуют неìало усилий для их восстановления [10, 11].
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По ìнению авторов [12] диссоöиаöия является спеöифи÷еской форìой 
внутривидовой изìен÷ивости ìикроорганизìов, возникающей только под 
действиеì неблагоприятных условий существования. Ó дрожжей S. roseus, 
R. gracilis и P. ano�ala естественная диссоöиаöия по признаку липидоо-
бразования выражена слабо. Для этих дрожжей характерны сравнительно 
небольшие по липидообразованию отклонения от исходной культуры, и 
довольно устой÷ив признак активного липидообразования [13].

Ñ культураìи дрожжей P. ano�ala L1, R. gracilis SK 4 проведены 
исследования, направленные на повышение выхода липидной фракöии при 
ìиниìальных затратах питательных веществ [9]. Показана возìожность 
увели÷ения липидообразования путеì оптиìизаöии состава питательной 
среды и условий культивирования.

Проявление жизненного öикла ìикроорганизìов во ìногоì зависит 
от условий среды. Поддерживая необходиìые условия культивирования, 
ìожно в известной ìере управлять ходоì ензиìати÷еских проöессов. Осо-
бенно большое влияние на рост, развитие и биохиìи÷ескую активность 
ìикроорганизìов оказывают такие факторы как состав среды, теìпера-
тура, аэраöия и  окислительно-восстановительные условия. Эти факторы 
влияют на рост и интенсивность обìенных проöессов, ÷то сказывается на 
биосинтети÷еской деятельности ìикроорганизìов, липогенной активности 
дрожжей и на составе синтезируеìых иìи липидов [14].

Èсто÷никоì энергии, необходиìой для жизнедеятельности дрожжей- 
продуöентов, ìогут быть разли÷ные углеродсодержащие соединения. 
Èсследования липогенной активности дрожжей на разли÷ных углеводах 
показало [13], ÷то наибольшая активность липидообразования наблюда-
ется на средах с сахарозой (накопление липидов – 8,2 г/л), с глюкозой  
и фруктозой – 7,8 и 6,5 г/л, соответственно (табл. 4). 

Òаблиöа 4 

Синтез липидов и дыхательная активность Rhodotorula gracilis SК-4 
на средах с разными моносахаридами [13]

Table 4 

Lіpіds synthesіs and respіratory actіvіty of Rhodotorula gracilis SK-4 
іn medіum wіth dіfferent monosaccharіdes [13]

Сахара Ëипиды, г/л Äыхательная активность, %

Глюкоза 7,8 100

Фруктоза 6,5 104

Ñахароза 8,2 110

Галактоза 6,8 66

Êсилоза 6,7 29
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В ка÷естве оптиìального исто÷ника углерода для дальнейших иссле-
дований была выбрана сахароза. Наибольшая дыхательная активность 
на сахарозе установлена у R. gracilis SK�4 (110%).

Определенное влияние на липогенную активность дрожжей оказывали 
не только исто÷ники углерода, но и их конöентраöии (рис. 1). 

Ðис. 1 Âлияние содержания сахарозы в среде на синтез липидов дрожжами 
R. gracilis SK-4 

Fіg. 1. Effect of sugar іn the medіum for lіpіds synthesіs by yeasts  
R. gracilis SK-4

Èсследованияìи липидообразования у R. gracilis SK�4 установле-
но, ÷то ìаксиìальное образование липидов происходит при 5%-ной 
конöентраöии сахарозы в среде. Óвели÷ение конöентраöии сахарозы до 
6% приводило к уìеньшению содержания липидов. При дальнейшеì 
повышении конöентраöии сахарозы проöесс липидообразования инги-
бировался [13]. 

Лу÷шиìи исто÷никаìи азота являлись ìо÷евина и аììоний 
азотнокислый, которые обеспе÷ивали повышенный синтез липидов [13]. 
Определено, ÷то не только исто÷ники азота и углерода влияют на про-
öесс липидообразования, но и их соотношение (табл. 5). 

В проöессе образования липидов у дрожжей зна÷ительную роль игра-
ет кислород воздуха. Cуспендирование дрожжей, содержащих запасные 
углеводы, в среде богатой кислородоì приводило к трансфорìаöии угле-
водов в липиды [15]. В условиях аэробного развития дрожжей кислород 
необходиì для окисления разли÷ных исто÷ников углерода. Обильное 
снабжение растущей культуры кислородоì воздуха требовалось, прежде 
всего для создания норìальных условий окисления исто÷ников углерода и 
высвобождения необходиìой энергии для роста и образования разли÷ных 
коìпонентов клетки. Ðяд авторов [15–17] предположили, ÷то кислород, 
задерживая липолити÷еское действие липазы, способствовал проöессаì 
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обратного действия, а иìенно биосинтезу липидов и связыванию водо-
рода, высвобождающегося при образовании проìежуто÷ных продуктов 
распада углеводов. 

Òаблиöа 5 

Âлияние источников азота на рост и образование липидов  
P. anomala и R. gracilis [13]

Table 5 

Effect of nіtrogen sources on the growth and lіpіds formatіon  
of P. anomala and R. gracilis [13]

Èсточник 
азота

R. gracilis P. anomala

СÂÊ
г/л

Ëипиды СÂÊ
г/л

Ëипиды
г/л % г/л %

NH4H2PO4 12,2 4,31 32,9 9,6 3,73 38,9

NH4NO3 10,9 5,65 46,3 12,1 6,41 53,5

(NH4)2SO4 12,7 3,25 29,8 13,9 5,66 40,7

Ìо÷евина 13,9 7,80 56,1 13,5 6,95 51,5

Àспарагин 13,1 5,56 43,8 9,6 3,73 38,9

В результате исследований установлено [9], ÷то для ìаксиìального 
накопления биоìассы и липидов скорость аэраöии разли÷на. Åсли ìакси-
ìальная скорость растворения кислорода в среде для синтеза биоìассы 
составляла 6 г О2/л/÷ас, то для полу÷ения ìаксиìального коли÷ества 
липидов – 12 г О2/л/÷ас. Последующее увели÷ение скорости аэраöии 
среды приводило к угнетению роста дрожжей и образования липидов 
(рис. 2).

Ðис.2. Âлияние скорости аэрации среды на накопление биомассы и синтез липидов 
у R. gracilis SK-4

Fіg. 2. Medіum aeratіon levels for bіomass and lіpіds accumulatіon  
by R. gracilis SK-4
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Одниì из факторов, определяющих рост ìикроорганизìов и их физи-
ологи÷ескую активность, является вели÷ина pН. Ó дрожжей ÷увствитель-pН. Ó дрожжей ÷увствитель-Н. Ó дрожжей ÷увствитель-
ность к разли÷ныì зна÷енияì pН в среде ìенее выражена. В результате 
исследований установлено [9], ÷то ìаксиìальное накопление биоìассы 
дрожжей происходило при pН 5,5 (при этоì зна÷ении отìе÷ен наибольший 
жировой коэффиöиент 18,1), однако ìаксиìальное содержание липидов 
(в проöентах к сухоìу веществу) наблюдалось при pН 6,0. Ðезультаты 
влияния рН среды на накопление биоìассы и синтез липидов дрожжаìи 
R. gracilis SК�4 представлены в таблиöе 6.

Òаблиöа 6 

Âлияние рÍ среды на синтез биомассы и липидов дрожжами R. gracilis SÊ-4 [9]

Table 6

Effect of pH on the synthesіs of bіomass and lіpіds by yeasts R. gracilis SK-4 [9]

рÍ

Áиомасса Ëипиды 

г/л % от сахара г/л % от сахара
% от сухих 

веществ

4,0 9,8 24,5 3,2 8,1 31,2

4,5 12,5 30,7 4,8 9,6 32,9

5,0 13,9 34,7 6,7 15,3 44,9

5,5 15,9 39,7 7,2 18,1 45,6

6,0 14,8 37,0 7,0 17,5 47,0

6,5 4,8 12,0 2,0 5,0 41,5

7,0 3,9 9,7 1,3 3,1 29,8

Èсследование влияния теìпературы на накопление биоìассы и синтез 
липидов показало [9], ÷то повышение теìпературы с 34 до 37 °Ñ при-
водило к увели÷ению накопления биоìассы и синтеза липидов. Дальней-
шее повышение теìпературы (до 38 °Ñ и выше) уìеньшало содержание 
биоìассы, а синтез липидов незна÷ительно возрастал (рис. 3).

Èзìенение теìпературы культивирования дрожжей в пределах, 
обеспе÷ивающих норìальный рост, влияет на их состав и незна÷ительно 
сказывается на проöентноì содержании липидов. При этоì теìпературный 
режиì выращивания зависел от используеìого вида и штаììа дрожжей, 
состава среды и условий культивирования организìа.

При выращивании дрожжей Rhodotorula обнаружено, ÷то изìене-
ние состава липидов в зна÷ительно зависит от характера используеìой 
среды. Дрожжи на органи÷еской среде (экстракт пивных дрожжей) при 
20 °Ñ синтезировали липиды с небольшиì содержаниеì пальìитиновой 
кислоты и высокиì содержаниеì олеиновой, а при 35 °Ñ соотношение 
этих кислот было обратныì [18–20].
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Ðис. 3. Âлияние температуры на накопление биомассы и синтез липидов  
дрожжами R. gracilis SК-4

Fіg. 3. Temperature effect upon bіomass and lіpіds accumulatіon  
by yeasts R. gracilis SK-4

Èспользование жирных кислот  в ка÷естве дополнительного исто÷ни-
ка углерода способствовало увели÷ению содержания в липидах дрожжей 
иìенно вносиìых кислот. Введение в среду олеиновой кислоты привело к 
увели÷ению содержания ее в липидной фракöии на 45% по сравнению с со-
держаниеì в липидной фракöии дрожжей, выращенных только на глюкозе. 
Àналоги÷ные результаты полу÷ены и в слу÷ае использования линолевой 
(увели÷ение в 12,5 раза) и пальìитиновой (увели÷ение на 49%) кислот 
[9]. Это объяснялось снижениеì энергети÷еских затрат на биосинтез ли-
пидов, а  использование дрожжаìи жирных кислот в ка÷естве продуктов 
синтеза липидов происходило без предварительного  их декарбоксилиро-
вания [13]. Ðезультаты влияния жирных кислот, как исто÷ника углерода 
среды, на жирнокислотный состав липидов R. gracilis SК�4 представлены 
в таблиöе 7.

Êроìе исто÷ников углеродного и азотного питания, а также условий 
культивирования, на рост дрожжевой популяöии, а следовательно, и на 
скорость синтеза липидов определенное влияние оказывают разли÷ные 
исто÷ники ìинерального питания, а также биологи÷еские факторы, среди 
которых, в основноì,  витаìины, провитаìины и их производные.

Ìногие виды дрожжей богаты витаìинаìи коìплекса В и ìогут 
развиваться на обедненных средах. Дополнение среды некоторыìи 
витаìинаìи стиìулировало синтез липидов дрожжаìи R. gracilis и 
P. ano�ala. Для норìального роста и липидообразования этих культур  
на синтети÷еской среде необходиìо присутствие пантотеновой кислоты, 
тиаìина и биотина. Отсутствие пантотеновой кислоты отриöательно 
влияет на синтез липидов. Ñвязывают это с пантотеиноì (производное 
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пантотеновой кислоты и öистеина), который у÷аствует в синтезе высших 
жирных кислот и стероидов (табл. 8).

Òаблиöа 8 

Íакопление биомассы (г/л) P. anomala L1 и R. gracilis SK-4 на среде с 
ростовыми добавками [6]

Table 8

Accumulatіon of bіomass (g / l) P. anomala L1  and R. gracilis SK-4 on addіtіves 
growth substances [6]

Штамм
Áез 

витаминов
С дрожжевым 
автолизатом

С витаминами

Â1 s Â2 Â6 Â7 Â8 ПÀÁÊ

P. ano�ala 
L1

10,3 30,4 8,2 9,6 8,6 28,4 11,2 9,4

R. gracilis 
SK�4

16,8 26,5 16,4 18,5 16,4 30,5 16,0 10,2

В среде с тиаìиноì, но при недостатке парааìинобензойной кислоты 
(ПÀБÊ) в дрожжах R. gracilis SK-4 наблюдается нарушение липидного 
обìена, ÷то выражается в усиленноì накоплении липидов [13]. 

Особое ìесто в липогенезе дрожжей заниìает инозит. При условии 
его дефиöита в среде повышается содержание  липидов в клетках, но 
уìеньшается коли÷ество фосфолипидов. Действие инозита  проявляется 
прежде всего у видов дрожжей, которые не способны к его биосинтезу. 

Òаблиöа 7 

Âлияние жирных кислот на состав липидов R. gracilis SÊ-4 [13]
Table 7 

The іnfluence of fatty acіds on lіpіds composіtіon of R. gracilis SK-4 [13]

Жирная кислота
Èсточник углерода среды, % от общего количества

Ãлюкоза
Îлеиновая 
кислота

Ëинолевая
кислота

Пальмитиновая 
кислота

Гексадекановая Ñ16 34,5 13,5 21,0 49,2

Октадекановая Ñ18 61,3 79,5 78,5 43,8

Пальìитиновая 29,0 12,0 21,0 43,2

Ñтеариновая 3,4 2,5 3,5 2,0

Пальìитолеиновая 5,5 1,5 - 6,0

Олеиновая 54,5 79,5 32,5 39,0

Линолевая 3,4 - 42,5 1,5

Линоленовая - - - 1,3
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Ó дрожжей R. gracilis SK-4 не наблюдается увели÷ения общего содер-SK-4 не наблюдается увели÷ения общего содер--4 не наблюдается увели÷ения общего содер-
жания липидов при недостатке инозита [6].

При выращивании дрожжей P. ano�ala L1 на среде с пиридоксиноì 
наблюдается увели÷ение содержания общих липидов по сравнению с 
культивированиеì на среде без пиридоксина [6]. Отìе÷ено падение 
содержания ìононенасыщенных жирных кислот (в основноì пальìито-
леиновой) при постоянноì коли÷естве насыщенных жирных кислот.

Показано, ÷то никотиновая кислота не оказывает влияния на рост 
дрожжей R. gracilis SK-4, так как данная культура обладала способнос-SK-4, так как данная культура обладала способнос--4, так как данная культура обладала способнос-
тью к ее биосинтезу, как и к биосинтезу пиридоксина и рибофлавина 
[9].

Óстановлено, ÷то на рост и образование липидов дрожжаìи R. gracilis 
определенное влияние оказывает оротовая кислота (2,6-диоксипириìидин-
4-карбоновая). В конöентраöии 0,1% оротовая кислота вызывает уско-
рение роста дрожжей и стиìулирует скорость синтеза липидов [6].

На рост и накопление липидов дрожжаìи наиболее сильное влияние 
оказывают фосфаты. Норìальный проöесс накопления липидов возìо-
жен только при нали÷ии в среде определенной конöентраöии фосфора. 
Однако в зависиìости от свойств дрожжей-липидообразователей  опти-
ìальная конöентраöия фосфора в среде ìожет быть разли÷ной. Недо-
статок фосфора в среде  приводил к неполноìу использованию сахара 
среды, избыток же фосфора ìеняет направление проöесса в сторону 
накопления биоìассы, а не синтеза липидов. Повышение конöентраöии 
в среде фосфора подавляет вклю÷ение аöетат-Ñ14 в жирные кислоты и 
неоìыляеìые липиды R. gracilis SK-4 [21]. Действие фосфорных солей 
ìожно объяснить их ролью в ìетаболи÷еских проöессах дрожжевой 
клетки. Недостаток фосфора в среде влияет на проöессы синтеза белка. 
Обильное снабжение фосфороì способствовало повышенноìу синтезу 
белка, а недостаток –  усилению липидообразования. 

Действие фосфатов на липогенез дрожжей, в известной степени, 
аналоги÷но действию солей азота. Èзбыток угнетает, а недостаток сти-
ìулирует проöессы биосинтеза липидов. Однако повышение коли÷ества 
липидов в дрожжах при недостатке фосфора гораздо ìеньше, ÷еì при 
недостатке азота.

Накопление дрожжаìи липидов было ìаксиìальныì (рис. 4) при 
добавлении в среду 0,03 г/л фосфора, при÷еì эта норìа оказалась опти-
ìальной для R. gracilis и для  P. ano�ala [13].

Èсследования влияния фосфорного питания на фракöионный состав 
липидов P. ano�ala показали, ÷то внесение в среду 1,39 г/л фосфора 
ведет к некотороìу увели÷ению относительной доли фосфолипидов и 
снижению стеринов, ìоно- и диглиöеридов (табл. 9). В öелоì же влияние 
фосфорного питания на фракöионный состав липидов невелико [13].
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Ðис. 4. Âлияние разных концентраций фосфора на рост и липидообразование 
R. gracilis SK-4 и Pichia anomala L1

1 – излишек азота и фосфора; 2 – излишек азота и норìа фосфора;  
3 – норìа фосфора без азота  и 4 – без  азота и фосфора

Fіg. 4. The effect of dіfferent concentratіons of phosphorus upon bіomass and 
lіpіds accumulatіon by yeasts R. gracilis SK-4 and Pichia anomala L1

1 – nitrogen and phosphorus surplus; 2 – nitrogen surplus and rate of phosphorus; 
3 – rate of phosphorus without nitrogen; 4 – without nitrogen and phosphorus.

Влияние на липогенез дрожжей ìагния, калия, натрия и других 
коìпонентов противоре÷ивы. Èоны ìагния торìозят проöесс липидо-
образования в покоящихся клетках дрожжей [22–23], в то же вреìя 
отìе÷ается положительное влияние ионов ìагния на синтез биоìассы в 
логарифìи÷еской фазе роста. 

Òаблиöа 9 
Âлияние фосфорного питания на фракционный состав липидов P. anomala L1* [13]

Table 9 
The effect of phosphorus supply upon fractіonal composіtіon  

of P. anomala L1 lіpіds [13]

Фракция Áез фосфора, (г/л)
Äобавлено в среду 
1,9 фосфора, (г/л) 

Фосфолипиды 1,5±0,01 2,1±0,01

Неидентифиöированная 2,3±0,03 2,9±0,03

Ñтерины 3,9±0,05 3,2±0,05

Ìоно- и диглиöериды 3,9±0,06 3,0±0,06

Ñвободные жирные кислоты 6,1±0,04 6,7±0,04

Òриглиöериды 76,5±0,08 78,9±0,08

Ñтериновые эфиры и воска 1,6±0,02 1,8±0,02

*/исто÷ник азота – ìо÷евина, 1,39 г/л

0
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8

1 2 3 4

Разные варианты опыта, 1 - 3,13г/л азота и 1,39г/л фосфора; 2- 3,18г/л 
азота и 0,03г/л фосфора; 3 - 0,03г/л фосфора; 4 - контроль  
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29ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

ÌÈÊÐОБНЫÅ ЛÈПÈДЫ – ÀЛÜÒÅÐНÀÒÈВНЫÉ ÈÑÒОЧНÈÊ ÑЫÐÜЯ ДЛЯ БÈОÒОПЛÈВÀ

Добавление в среду сернокислого ìагния оказывает положительное 
влияние на уровень использования редуöирующих веществ (ÐВ) среды 
и накопления биоìассы дрожжей (табл. 10). Наибольшее коли÷ество 
липидов дрожжи синтезируют при добавлении 2,5 г/л сернокислого 
ìагния. Внесение больших коли÷еств сернокислого ìагния (10 и 20 г/л) 
приводит к заìетноìу торìожению синтеза липидов дрожжаìи.

Òаблиöа 10 

Âлияние ионов магния на рост и липидообразование дрожжей  
R. gracilis SK-4 и  P. anomala L1 [16]

Table 10

The effect of magnesіum іons upon the growth and formatіon of lіpіd yeasts  
R. gracilis SK-4 and P. anomala L1 [16]

Äрожжи
MgSO4, 

г/л 

Èспользо-
вано ÐÂ,

%

Áиомасса Ëипиды

г/л
в % 

от использо-
ванных ÐÂ

г/л
в % 

от использо-
ванных ÐÂ

в % от 
сухих 

веществ 
клеток

R.gracilis 
SK�4

20 82,7 4,7 37,8 1,5 11,9 31,6

10 90,7 5,2 38,1 1,6 13,3 31,5

5 80,0 4,0 32,0 1,6 12,8 40,2

2,5 85,3 3,8 29,4 1,6 12,2 43,6

0,1 77,3 3,3 28,3 1,4 12,0 43,0

P.ano�ala  
L1

20 93,7 6,0 40,8 2,4 16,6 40,8

10 87,3 6,0 45,4 2,2 16,9 37,2

5 74,7 3,7 33,4 1,8 16,2 48,4

2,5 81,3 4,2 34,1 2,2 17,9 52,6

0,1 74,7 3,9 34,9 2,0 17,8 50,9

Добавление хлористого калия приводит к  некотороìу улу÷шению 
степени использования ÐВ среды и повышению общего выхода биоìассы 
дрожжей (табл. 11). Èоны калия оказывают положительное влияние на 
биосинтез липидов. По своеìу действию введение в среду калия ана-
логи÷но введению ìагния. Не оказывая непосредственного влияния на 
липогенез дрожжей, ионы калия и ìагния в известной ìере влияют на 
степень использования углерода и азота среды и на скорость накопле-
ния дрожжевой биоìассы. В свою о÷ередь это способствует некотороìу 
увели÷ению общего выхода липидной фракöии дрожжей.

При культивировании дрожжей P. ano�ala L1 на среде с хлористыì 
натриеì отìе÷ена гибель дрожжей и уìеньшение веса клеток, однако 
содержание липидов в них увели÷ивается. Æирнокислотный состав ли-
пидов на среде с хлористыì натриеì также подвергается некотороìу 
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изìенению. При увели÷ении конöентраöии соли до 10% в клетках нака-
пливаются в зна÷ительноì коли÷естве кислоты Ñ12:0 и резко уìеньшается 
конöентраöия кислот Ñ18:1. В зависиìости от конöентраöии соли ìеняется 
соотношение ìежду насыщенныìи и ненасыщенныìи кислотаìи [15].

Òаблиöа 11 

Âлияние ионов калия на рост и липидообразование дрожжей [16]

Table 11 

The effect of potassіum іons upon the growth and lіpіd formatіon of yeasts [16]

Êонцен-
трация 
KCl, г/л

R. gracіlіs SK-4 P. anomala L1
Èсполь-
зовано 
ÐÂ, %

Áио-
масса, 

г/л

Ëипиды Èсполь-
зовано 
ÐÂ, %

Áио-
масса, 

г/л

Ëипиды

г/л % г/л %

2,0 87,5 5,2 1,5 28,7 88,1 5,8 2,5 42,9

1,0 86,9 5,1 1,5 28,9 85,6 5,0 2,1 41,0

0,5 84,4 4,7 1,3 27,9 83,8 4,9 2,1 42,7

0,25 84,4 4,7 1,3 26,9 83,8 4,9 2,1 41,8

Ìикроскопи÷еские грибы пока не полу÷или большого распростране-
ния как продуöенты липидов, хотя жир грибов по своеìу составу также 
близок к растительноìу. Выход жиров у Aspergillus terreus, наприìер, 
на углеводных средах достигает 51% от ÑВÊ. Липидный состав пред-
ставлен в основноì нейтральныìи жираìи и фосфолипидаìи [8]. 

Cпособность дрожжей к липидообразованию и сравнительно быстрая 
возìожность изìенения коли÷ества и состава липидов путеì направлен-
ного культивирования, позволяет сделать вывод о тоì, ÷то полу÷енные 
ìикробиологи÷ескиì синтезоì липиды, ìогут служить исто÷никоì сырья 
для полу÷ения биотоплива в проìышленных ìасштабах.
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ÌIÊÐÎÁÍI ËIПIÄÈ – ÀËЬÒÅÐÍÀÒÈÂÍÅ ÄЖÅÐÅËÎ  
СÈÐÎÂÈÍÈ ÄËß ÁIÎПÀËÈÂÀ

Ðеферат 

В огляді представлені основні напряìки досліджень віт÷изняних та 
закордних авторів, а також експериìентальні дані направлені на пошук 
активних продуöентів ліпідів серед різних видів дріжджів та шляхів 
оптиìізаöії проöесу ліпідоутворення у найбільш перспективних штаìів. 
Показано, що підтриìую÷и необхідні уìови культивування ìожна керу-
вати ходоì ензиìати÷них проöесів. Ðозглянуто вплив на ріст, розвиток та 
біохіìі÷ну активність ìікроорганізìів складу середовища, теìператури, 
аераöії та окиснювально-відновлювальних уìов. Зìіна öих факторів впли-
вала на біосинтети÷ну діяльність ìікроорганізìів, ліпогенну активність 
дріжджів та на склад синтезованих ниìи ліпідів. Показано, що властивість 
дріжджів до ліпідоутворення та відносно швидка ìожливість зìінення 
кількості та складу ліпідів шляхоì направленого культивування, дає 
зìогу зробити висновок про те, що отриìані ìікробіологі÷ниì синтезоì 
ліпіди, ìожуть слугувати джерелоì сировини для отриìання біопалива 
в проìислових ìасштабах. 

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : дріжджі, Rhodotorula gracilis, Pichia ano�ala, 
ìікробні ліпіди, біопаливо.
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MICROBIAL LIPIDS ARE AN ALTERNATIVE RAW 
MATERIAL FOR BIOFUEL

Summary

This review presents the main directions of domestic and foreign re-
search, also experimental data to search among the different species of 
yeasts – active producers of lipids and the ways to lipidogenesis process 
optimization in the most promising strains. It was shown that maintain-
ing the necessary conditions of cultivation can direct enzymatic processes 
course. The influence of microbial medium composition, temperature, aera-
tion and oxidation-reduction conditions on the growth, development and 
biochemical activity was investigated. These factors changing has affected 
the microorganisms biosynthetic activity, lipidogenic yeasts activity and 
has synthesized lipids composition. It is proved that lipidogenic yeasts abil-
ity and relatively rapid ability of changing the amount and composition of 
lipids by the direct cultivation leads to the conclusion that lipids obtained 
by microbial synthesis can be commercially a source of raw materials for 
biofuel.  

K e y  w o r d s : Rhodotorula gracilis, Pichia ano�ala, yeast, microbial 
lipids, biofuel. 
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ФÎÐÌУÂÀÍÍß Á²ÎПË²ÂÊÈ ÁÀÊÒÅÐ²ßÌÈ 
LACTOBACILLUS PLANTARUM ÍÀ ÊÎÐÅÍßÕ 

ÐÎСËÈÍ LEPIDIUM SATIVUM L.

Проведено досëідження формування біопëівки моëочнокисëими  
бактеріями на поверõні коренів тест�росëин крес�саëату Lepidiu� 
sativu� L. Встановëено, що за змодеëьованиõ умов кëітини 
бактеріоциноãенниõ �тамів Lactobacillus plantaru� мають здатність 
до адãезії та формування біопëівки на кореняõ тест�росëин, на відміну 
від бактерій Lactococcus lactis. Вивчення меõанізмів формування 
біопëівки бактеріями Lactobacillus plantaru� ONU 87 на кореняõ 
росëин показаëо, що вибіркова інактивація основниõ ãруп адãезинів 
по різному впëиває на цей процес. Iнактивація S��ару призводить до 
припинення адãезії бактерій, інактивація поверõневиõ поëіцукридів – 
до припинення формування мікрокоëоній, а видаëення тейõоєвиõ 
кисëот – до інãібування процесу дозрівання біопëівки.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : Lactobacillus plantaru�, біопëівка, адãезини,  
Lepidiu� sativu� L.      

Використання синтети÷них ре÷овин таких як гербіöиди, пестиöиди, 
стиìулятори росту ÷асто призводить до порушення балансу взаєìовід-
носин ìіж рослинаìи та ìікроорганізìаìи ризосфери, що в свою ÷ергу 
надає перевагу фітопатогенниì ìікроорганізìаì і призводить до зна-
÷них втрат рослинної продукöії від інфекöійних хвороб. В зв’язку з öиì 
актуальниì є пошук підходів до біологі÷ного контролю за форìуванняì 
норìальної ìікробіоти ризосфери та захисту від фітопатогенних ìікро-
організìів, особливо в уìовах гідропоніки та інших уìовах шту÷ного 
вирощування рослин [2, 11].

Відоìо, що на коренях рослин в ґрунті форìується біоплівка, яка 
складається з представників різних видів ìікроорганізìів [3, 4]. Біоплівка 
виконує багато життєво важливих для рослин функöій, зокреìа забезпе-

© Ì.Á. Ãалкін, Í.Â. Ëіманська, Ò.Î. Філіпова, Â.Î. Iваниця, 2012
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÷ує захист рослин від фітопатогенних ìікроорганізìів. Öей захист ìоже 
бути обуìовлений як продукуванняì широкого спектру біосурфактан-
тів, антибіотиків та бактеріоöинів, так і блокуванняì сайтів адгезії на 
коренях [1,7]. Порушення у форìуванні структури біоплівки відкриває 
ìожливість фітопатогенниì ìікроорганізìаì взаєìодіяти з тканинаìи 
рослини та викликати її захворювання. 

Пошук інструìентів біологі÷ного контролю фітопатогенних бактерій 
доöільно проводити серед ìікроорганізìів, які з одного боку здатні про-
дукувати антиìікробні ìетаболіти, а з іншого форìувати біоплівку на 
коренях та інтегруватися у природні біоплівки, підсилюю÷и їх захисні 
властивості. Однією з перспективних груп таких ìікроорганізìів є бактерії 
роду Lactobacillus, більшість з яких здатні продукувати бактеріоöини 
[9, 10]. Незважаю÷и на те, що у природних уìовах представників роду 
Lactobacillus знаходять на рослинах, ìеханізìи взаєìодії öих бактерій з 
рослинаìи, особливо з їх кореневою систеìою, вив÷ені недостатньо. 

Ìетою даної роботи було вив÷ення особливостей та ìеханізìів 
форìування біоплівки бактеріяìи Lactobacillus plantaru� на коренях 
рослин крес-салату.

Ìатеріали та методи
В роботі були використані штаìи ìоло÷нокислих бактерій 

Lactobacillus plantaru� ONU 87, Lactobacillus plantaru� ONU 12, для 
яких встановлено здатність продукувати бактеріоöини, штаì лактококів 
Lactococcus lactis ONU 505, які не притаìанні для ìікробіоти рослин, та 
штаì ґрунтової бактерії Pseudo�onas fluorescens ONU303. Lactobacil�
lus plantaru� ONU 87, Lactobacillus plantaru� ONU 12 та  Lactococcus 
lactis ONU 505 вирощували на середовищі MRS за теìператури 37 °Ñ, 
штаì Pseudo�onas fluorescens ONU 303 – на середовищі Гіса за 25 °Ñ.  

Для вив÷ення форìування біоплівки бактеріяìи  на коренях рослин 
використовували крес-салат Lepidiu� sativu� L..сорту «Àжур». Насін-
ня крес-салату стерилізували шляхоì занурення на 3 хв у 70% етанол 
та переносили на диски стерильного фільтрувального паперу у ÷ашки 
Петрі. Диски заливали стерильною водогінною водою та витриìували 
за кіìнатної теìператури впродовж 3 діб. Після проростання відбирали 
проростки з довжиною кореня 2–3 сì. Êонтроль стерильності насіння 
та проростків здійснювали шляхоì викладання на ÷ашки Петрі з ÌПÀ 
та інкубування при 37 °Ñ впродовж 24 год.

Отриìані проростки переносили до 48-лункового планшета по од-
ноìу до кожної лунки, що ìістили по 1 ìл суспензії клітин бактерій в 
конöентраöії 108 ÊÓО/ìл в середовищі MRS. Проростки з бактеріяìи в 
планшетах інкубували 24 год при 37 °Ñ. 

Після інкубаöії проростки проìивали від не прикріплених до кореня 
клітин шляхоì занурення у фізіологі÷ний роз÷ин. Ñфорìовану біоплівку 
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фіксували 96% етанолоì  впродовж 15 хв та забарвлювали 1% роз÷иноì 
акридинового поìаран÷евого впродовж 5 хв. Забарвлені проростки ре-
тельно висушували на предìетноìу склі, ìікроскопували з використанняì 
ìікроскопу Primo Star PC, Carl Zeiss при збільшені ½900 та фотографува-
ли з використанняì каìери Olympus DCM (3,0 M pixels). Ñфорìованість 
біоплівки оöінювали за систеìою ÷отирьох плюсів (табл. 1).

Òаблиöя 1

Êритерії оцінки сформованості біоплівки 
Table 1

The crіterіa of bіofіlm qualіty assessіng

Значення Êритерії  

– Àдгезія бактерій не спостерігається, біоплівка не форìується.

+
Біоплівка представлена адгезованиìи клітинаìи практи÷но без 
ìікроколоній.

++
Біоплівка представлена поодинокиìи повністю сфорìованиìи 
ìікроколоніяìи.

+++ Біоплівка середньої товщини з розриваìи у структурі.

++++
Біоплівка середньої або більше товщини без розривів у структурі, 
добре сфорìований ìатрикс.

Вив÷ення ìеханізìів адгезії бактерій L. plantaru� до поверхні 
коренів здійснювали шляхоì вибіркової інактиваöії основних груп 
адгезинів. Поверхневі поліöукриди інактивували шляхоì їх окиснення 
ìетаперіодатоì натрію [6]. Для öього суспензію бактеріальних клітин (108 
ÊÓО/ìл) інкубували 18 год при 4 °Ñ у 100 ìÌ роз÷ині ìетаперіодату 
натрію в 0,1 Ì CH3COONa з рН 5,5. Після інкубаöії суспензію клітин 
три÷і відìивали фізіологі÷ниì роз÷иноì та інкубували 1 год з 100 ìÌ 
NaBH4 при 4 °Ñ. Після інкубаöії та відìивання клітини ресуспендували у 
середовищі MRS. Òейхоєві кислоти вилу÷али з клітинної стінки шляхоì 
обробки суспензії клітин L. plantaru� 30% трихлороöтовою кислотою 
(ÒХО) при 37 °Ñ впродовж години [12]. Білки S-шару клітинної стінки 
вилу÷али за інкубаöії бактерій впродовж 15 хв 5 Ì LiCl у середовищі 
MRS на льоду [5]. Після öього бактерії три÷і відìивали фізіологі÷ниì 
роз÷иноì та ресуспендували у середовищі MRS.

Æиттєздатність клітин L. plantaru� після інактиваöії адгезинів 
підтверджували шляхоì висівів оброблених клітин на ÷ашки Петрі з 
твердиì середовищеì MRS.  

Ðезультати та їх обговорення
Вив÷ення особливостей форìування біоплівки бактеріоöиногенниìи 

штаìаìи Lactobacillus plantaru� показало, що обидва досліджувані шта-
ìи лактобаöил виявляють здатність взаєìодіяти з кореняìи тест-рослин. 
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Для порівняння форìування біоплівки  бактеріяìи штаìів L. plantaru� 
порівнювали з біоплівкаìи ґрунтової бактерії Pseudo�onas fluorescens 
ONU 303 та Lactococcus lactis ONU 505, що не зустрі÷ається на рос-
линах за природних уìов.

Отриìані результати (рис. 1) показали, що P. fluorescens ONU 303 
вже за 24 год інкубаöії форìує розвинену біоплівку середньої товщини, 
яка зайìає практи÷но усю поверхню кореня та складається з добре 
сфорìованих ìікроколоній та ìатриксу. Загалоì сфорìованість біоплівки 
P. fluorescens ONU 303 оöінінено як «++++» (табл. 2). 

Ðис. 1. Áіоплівка досліджуваних бактерій на поверхні коренів крес-салату 
1 – Pseudo�onas fluorescens ONU 303; 2* –  Lactococcus lactis ONU 505; 
3 – Lactobacillus plantaru� ONU 12; 4 – Lactobacillus plantaru� ONU 87.

Приìітка: * – інкубаöія 48 год

Fіg.1. Bіofіlm formatіon of bacterіa test-straіns on the roots of watercress lettuce
 1 – Pseudo�onas fluorescens ONU 303; 2* –  Lactococcus lactis ONU 505; 
3 – Lactobacillus plantaru� ONU 12; 4 –  Lactobacillus plantaru� ONU 87.

Note: * – 48 hours incubation

Ó порівнянні з P. fluorescens ONU 303, бактерії L. lactis ONU 505 
виявили набагато ìеншу здатність до форìування біоплівки на коренях 
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тест-рослин (рис. 1). Òак, після першої доби інкубаöії біоплівку öих 
бактерій на поверхні коренів не виявили, або спостерігали поодинокі 
адгезовані клітини. Òакиì ÷иноì, ступінь сфорìованості біоплівки бак-
теріяìи  L. lactis ONU 505 за 24 год оöінювали як «-» та «+». Через 48 
годин інкубаöії біоплівка L. lactis ONU 505 складалася з поодиноких, 
але повністю розвинутих ìікроколоній, з ÷исленниìи зонаìи розриву. Öі 
структури нерівноìірно покривали поверхню кореня та конöентрувалися 
переважно у зоні кореневих волосків. На більшості досліджених діля-
нок контакт ìіж ìікроколоніяìи був відсутніì і лише ìісöяìи виявлено 
структури, які були наближені до сфорìованої біоплівки. Загалоì на 
48 год інкубаöії сфорìованість біоплівки L. lactis ONU 505 на коренях 
крес-салату оöінено «++». 

 Òаблиöя 2

Îцінка сформованості біоплівки досліджуваних штамів мікроорганізмів
Table 2

Qualіty assessment of bіofіlm formatіon by used test-straіns

Штам 
Час інкубації,

год
Îцінка сформованості 

біоплівки

Pseudo�onas fluorescens ONU 303
24 
48 

++++
++++

Lactococcus lactis ONU 505
24 
48 

-/+
++

Lactobacillus plantaru� ONU 12
24 
48 

+++
+++

Lactobacillus plantaru� ONU 87
24
48 

++++
++++

О÷евидно, отриìані результати свід÷ать про те, що L. lactis в 
природних уìовах не взаєìодіє з рослинаìи і не входить до ìікробіоти 
філо- та ризосфери рослин. 

Дослідження бактеріоöиногенних штаìів L. plantaru�  щодо 
форìування біоплівки на коренях крес-салату (рис. 1.) показало здатність 
обох штаìів утворювати біоплівку за 24 год інкубаöії. Оöінювання 
сфорìованості біоплівок виявило деякі спеöифі÷ні штаìові особливості. 
Біоплівка L. plantaru� ONU12 була добре сфорìованої структури 
середньої товщини з розвинутиì ìатриксоì. Вона не була прикріпленою 
до кореня по всій своїй площі. Ділянки біоплівки, які були прикріплені 
до кореня ìали вигляд тяжів. 

Біоплівка L. plantaru� ONU 87 ìала зна÷ну товщину та рівноìірність 
по поверхні. В біоплівöі бактерій öього штаìу виявлено зони з різниì 
рівнеì розвитку ìатриксу. З віддаленняì від кореня біоплівка ставала 
ìенш щільною. В öілоìу сфорìованість біоплівки штаìів L. plantaru� 
ìожна якісно оöінити як «+++» для L. plantaru� ONU 12 та «++++» 
для L. plantaru� ONU 87.
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Для подальшого вив÷ення ìеханізìів адгезії лактобаöил до поверхні 
коріння проростків крес-салату використано штаì L. plantaru� ONU 
87, який більш здатний до форìування біоплівки. Ó зв’язку з тиì, що 
ìеханізìи адгезії бактерій роду Lactobacillus є добре вив÷ениìи [5], 
з’ясування ìеханізìів адгезії та форìування біоплівки здійснювали шля-
хоì інактиваöії поверхневих поліöукридів, тейхоєвих кислот та S-шару.

Отриìані результати (рис. 2) свід÷ать про те, що всі три основні гру-
пи адгезинів  тою ÷и іншою ìірою обуìовлюють адгезію та форìування 
біоплівки штаìу L. plantaru� ONU 87  на поверхні коренів тест-рослин. 
Òак, обробка клітин штаìу L. plantaru� ONU 87 ìетаперіодатоì на-
трію, що призводить до інактиваöії поверхневих поліöукридів (рис. 2.), не 
впливала на здатність клітин бактерій штаìу до адгезії, але порушувала 
форìування ìікроколоній. Оöінка сфорìованості біоплівки зìінювалася з 
«++++» у контролі до «+» (табл. 3). Отриìані результати уìожливлюють 
припущення, що поверхневі поліöукриди не впливають на адгезію клітин 
до поверхні кореня тест-рослин, але обуìовлюють агрегаöію клітин, тобто 
форìування ìікроколоній.

Ðис. 2. Áіоплівка бактерій L. plantarum ONU 87  на поверхні коренів крес-салату 
за інактивації окремих груп адгезинів

1 –  контроль; 2 – інактиваöія поверхневих поліöукридів;
3 – інактиваöія тейхоєвих кислот; 4 – інактиваöія S-шару

Fіg.2. L. plantarum ONU 87 bіofіlm formatіon on the surface of the roots of tested 
plants after dіfferent adhesіons groups іnactіvatіon
1–  сontrol; 2 – surface polysaccharide inactivation;

3 – teichoic acid inactivation; 4 – S-layer inactivation
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Вилу÷енняя тейхоєвих кислот (рис. 2) також призводить до пору-
шення структури біоплівки бактерій L. plantaru� ONU 87. Обробка 
бактерій  30% ÒХО не порушувала адгезію та форìування ìікроколоній, 
проте оброблені такиì ÷иноì клітини форìували біоплівку зі зна÷но 
порушеною архітектурою. Біоплівка ìала вигляд окреìих ìікроколоній 
практи÷но не зв’язаних ìіж собою. Ìожна припустити, що у систеìі вза-
єìодії бактерій L. plantaru� ONU 87 з кореняìи крес-салату, тейхоєві 
кислоти відіграють провідну роль у дозріванні біоплівки. Якісна оöінка 
форìування біоплівки зìінювалася з «++++» до «++» у порівнянні з 
контролеì (табл. 3).

Òаблиöя 3

Îцінка сформованості біоплівки бактерій L. plantarum ONU 87 
за вибіркової інактивації основних груп адгезинів

Table 3

Changes іn qualіty of L. plantarum ONU 87 bіofіlm after selectіve іnactіvatіon 
of the major adhesіons groups  

Iнактивовані адгезини 
Îцінка сформованості 

біоплівки

Êонтроль ++++

Поліöукриди +

Òейхоєві кислоти ++

Білки S-шару -

Iнактиваöія білків  S-шару клітин L. plantaru� ONU 87 5Ì роз÷иноì 
LiCl  призводила до повної втрати клітинаìи здатності до адгезії на коренях 
крес-салату (рис. 2). S-шар є складниì коìплексоì поверхневих білків, 
які знаходяться у кристалі÷ній форìі [8]. Öя структура розташована на 
поверхні клітин бактерій і виконує декілька важливих функöій, у тоìу 
÷ислі відповідає за адгезію. Отриìані результати дозволяють зробити 
висновок, що у зìодельованій систеìі взаєìодії ìіж L. plantaru� ONU 
87 та кореневою систеìою тест-рослини, клю÷овиì коìпонентоì, який 
відповідає за адгезію,  є саìе білки S-шару.

Òакиì ÷иноì, підсуìовую÷и отриìані результати ìожна зробити ви-
сновок, що досліджені бактеріоöиногенні штаìи L. plantaru� проявили 
досить добру здатність до форìування біоплівки на коренях тест-рослин. 
Ìеханізì адгезії бактерій L. plantaru� ONU 87 до коренів крес-салату 
переважно залежить від білків S-шару. Поліöукриди, що розташовані на 
поверхні клітинної стінки відповідають, о÷евидно, за форìування ìікро-
колоній, а тейхоєві кислоти – за проöес дозрівання біоплівки.

Виходя÷и з отриìаних результатів ìожна зробити висновок, що 
L. plantaru� ONU 87 у зв’язку зі здатністю до форìування біоплівки та 
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синтезу бактеріоöинів ìоже бути перспективниì для подальшого дослі-
дження як потенöійний коìпонент пробіоти÷ного препарату для захисту 
рослин від інфікування фітопатогенниìи бактеріяìи. 
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ФÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎПËЁÍÊÈ ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ 
LACTOBACILLUS PLANTARUM ÍÀ ÊÎÐÍßÕ 

LEPIDIUM SATIVUM L.

Ðеферат

Проведено изу÷ение форìирования биоплёнки клеткаìи бактерио-
öиногенных штаììов Lactobacillus plantaru� на поверхности корней тест-
растений крес-салата Lepidiu� sativu�..Показано,.÷то оба исследованных 
штаììа обладают способностью к адгезии и форìированию биоплёнки 
в отли÷ие от ìоло÷нокислых бактерий Lactococcus lactis. Èсследование 
ìеханизìов образования биоплёнки бактерияìи штаììа Lactobacillus 
plantaru� ONU 87 на корневой систеìе растений показало, ÷то изби-
рательная инактиваöия основных групп адгезинов по-разноìу влияет на 
этот проöесс. Èнактиваöия S-слоя приводила к прекращению адгезии, 
инактиваöия поверхностных полисахаридов – к прекращению форìирова-
ния ìикроколоний, а инактиваöия тейхоевих кислот – к ингибированию 
проöесса созревания биоплёнки.

Ê лю ÷ е вы е  с л о в а : Lactobacillus plantaru�, биоплёнка, адгезины, 
Lepidiu� sativu� L. 

M.B. Galkіn, N.V. Lіmanska, Ò.Î. Phіlіpova, V.O. Ivanytsіa
Odesa National Mechnikov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine, 
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BIOFILM FORMATION BY LACTOBACILLUS PLANTARUM 
BACTERIA ON LEPIDIUM SATIVUM L. ROOTS 

Summаry
Investigation of a biofilm formation ability of Lactobacillus plantaru� 

bacteriocinogenic strains on the plant roots shows that each used strain 
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has a good ability to adhesion and biofilm formation on the test-plant roots 
surface in contrast to Lactococcus lactis. Study of the mechanisms of biofilm 
formation by test strains on the root system of plants has shown that selec-
tive inactivation of the major groups of adhesions different by influences on 
this process. Since inactivation of S-layer led to the cessation of adhesion, 
inactivation of surface polysaccharides to the cessation of  microcolonies 
formation  and inactivation of teichoic acids to the inhibition of the biofilm 
maturation process. 

K e y  w o r d s : Lactobacillus plantaru�, biofilm, adhesions, Lepidiu� 
sativu� L..            
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ЗÀÃÀËЬÍÈÉ ÂÌIСÒ ПÎËIФÅÍÎËЬÍÈÕ ÐÅЧÎÂÈÍ 
У ÄÅßÊÈÕ ÂÈÄIÂ ÁÀЗÈÄIÎÌIÖÅÒIÂ

Досëіджено заãаëьний вміст поëіфеноëьниõ речовин у карпофораõ 
50 видів базидіоміцетів з якиõ 27 наëежать до порядку Polyporales 
та 23 – порядку Agaricales. Iнтродуковано 23 �тами 8 видів 
базидіаëьниõ ãрибів, дëя якиõ визначена динаміка росту та накопи�
чення поëіфеноëьниõ речовин в міцеëії та куëьтураëьному фіëьтраті 
при ферментації на ãëюкозо�пептонному середовищі. Відібрано �та�
ми видів Sсhizophyllu� co��une, Pleurotus ostreatus, Fistulina hepatica 
та Laetiporus sulphureus – перспективні дëя подаëь�иõ досëіджень з 
метою отримання поëіфеноëів міцеëіаëьноãо та позакëітинноãо по�
õодження.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : поëіфеноëи, базидіоміцети, карпофори, міцеëій, 
куëьтураëьний фіëьтрат. 

В останні десятирі÷÷я актуальною проблеìою є пошук нових біо-
логі÷но активних ре÷овин (БÀÐ) та їх продуöентів з ìетою розробки та 
впровадження у виробниöтво су÷асних груп лікарських та лікувально-
профілакти÷них засобів [1, 2]. 

Зокреìа, затребуваниìи ре÷овинаìи у різних галузях проìисловості 
та ìедиöині є поліфенольні сполуки, які є природниìи антиоксидантаìи, 
що протидіють розвитку різноìанітних патогенних явищ у клітині та, як 
наслідок, ÷исленних захворювань [1, 5, 10]. До них відносять фенольні 
кислоти та альдегідні похідні, ре÷овини поліфенолоксикарбонового 
коìплексу, каротиноїди, флавоноїди, ìеланіни, таніни тощо [6, 14].

Встановлено, що öі ре÷овини синтезуються практи÷но всіìа рослинниìи 
та грибниìи організìаìи [2, 8]. Òрадиöійниìи джерелаìи отриìання по-[2, 8]. Òрадиöійниìи джерелаìи отриìання по-
ліфенолів є рослинна сировина – Ca�ellia sinensis і Hu�ulus lupulus, 
а також плоди Vitis vinifera [8, 12]. Низка наукових робіт присвя÷ена 
дослідженню вìісту поліфенолів в грибах, зокреìа вив÷ено загальних 
вìіст поліфенольних ре÷овин у плодових тілах 49 видів їстівних грибів, 
що відносяться до родів Boletus, Suillus, Volvariella, Pleurotus і ін. [9, 15]. 
Однак, öі роботи дають недостатньо сфорìоване уявлення про якісний та 
кількісний вìіст поліфенольних ре÷овин в вищих базидіальних грибах та 

© О.В. Федотов, À.Ê. Велигодська, 2012
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ìікологі÷ноìу ìатеріалі при їх культивуванні, що обуìовлює необхідність 
подальших скринінгових робіт у öьоìу напряìку. 

Iнтерес до базидіоìіöетів, в т.÷. і дереворуйнівних, по-перше 
обуìовлений їх здатністю до синтезу ÷исленних БÀÐ. Зокреìа, 
здійснюю÷и деструкöію лігніноöелюлозного коìплексу вони утворюють 
антиокисні ре÷овини – оксидоредуктази, вітаìіни, поліфеноли, блокатори 
утворення вільних радикалів і ін., що забезпе÷ують адаптивні ìеханізìи 
антиоксидантного захисту ксилотрофів [11, 13, 14]. По-друге, ìіöеліальні 
культури öих організìів невибагливі до складу живильних середовищ, 
переважна їх більшість є їстівниìи та неотруйниìи і ìожуть бути 
використані в ìікробіологі÷ноìу виробниöтві БÀÐ. 

Ìетою роботи було вив÷ення загального вìісту поліфенольних 
ре÷овин у карпофорах та в ìіöелії і культуральноìу фільтраті деяких 
видів базидіоìіöетів. 

Ìатеріали і методи
Ìатеріалаìи дослідження були карпофори, ìіöелій та культураль-

ний фільтрат 50 видів ìакроìіöетів, з яких 27 належать до порядку 
Polyporales та 23 – порядку Agaricales відділу Basidio�ycetes. Загальні 
відоìості щодо досліджених видів базидіальних грибів представлено в 
публікаöії [5] та в відповідних розділах статті. Òакож ìатеріалоì до-
слідження були 23 штаìи з колекöії культур шапинкових грибів кафе-
дри фізіології рослин Донеöького наöіонального університету: Fo�es 
fo�entarius (L. ex Fr.) Gill. – T-10, Ff-09, Ff-1201; Laetiporus sulphureus 
(Bull.) Murrill. – Ls-08, Ls-09; Fistulina hepatica Schff. ex Fr. – Fh-08, 
Fh-18; Fla��ulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing. – F-03, F-06, F-1, F-202; 
Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm. – Hk-35, P-004, P-01, P-039, 
P-107, P-192, P-208; Sсhizophyllu� co��une Fr.:Fr. – Sc-10, Sc-1101, 
Sc-1102; Tra�etes hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. – Th-11 та Trichaptu� bifor�e 
(Fr.) Ryv. – Tb-11. Переважна більшість інтродукованих штаìів виділена 
в ÷исту культуру з дикоросту÷их плодових тіл (ПÒ) базидіоìіöетів, зі-
браних в різних ìісöевостях Донеöької області, систеìати÷не положення 
яких встановлено згідно су÷асних літературних джерел [7].

З ìетою вив÷ення загального вìісту поліфенолів, зібрані ПÒ ви-
сушували та подрібнювали до розìіру ÷асток 0,1±0,01 ìì, а дослідні 
штаìи культивували поверхнево в колбах Åрленìейєра вìістоì 250 ìл 
на глюкозо-пептонноìу живильноìу середовищі (ГПÑ, рН0 6,5±0,2) 
об’єìоì 50 ìл наступного складу, г/ л: глюкоза – 10,0; пептон – 3,0; 
ÊН2ÐО4 – 0,6; Ê2НÐО4 – 0,4; MgSO4 ½ 7H2O – 0,5; CaCl2 – 0,05; 
ZnSO4 ½ 7H2O – 0,001. Iнокулюìоì слугували 10-ти денні ìіöеліальні 
культури штаìів на сусло-агарі. Òеìпература культивування 27,5 °Ñ. 
Òерìін культивування – 6, 9 та 12-ть діб. Після закін÷ення терìіну 
культивування, ìіöелій при 5±1 °Ñ відділяли від культуральної рідини 
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шляхоì фільтрування. Отриìаний ìіöелій додатково підсушували на філь-
трувальноìу папері і охолоджували до 1±0,5 °Ñ. Підготовлений ìіöелій 
гоìогенізували шляхоì розтирання в охолодженій ступöі. В подальших 
дослідженнях використовували подрібнені карпофори (ПÊ), гоìогенізо-
ваний ìіöелій (ÌГ) та культуральний фільтрат (ÊФ).

Àбсолютно суху біоìасу (ÀÑБ) ПÊ та ìіöелію визна÷али ваговиì 
ìетодоì [17]. 

Визна÷ення загального вìісту (W) поліфенольних (ПФ) ре÷овин про-W) поліфенольних (ПФ) ре÷овин про-) поліфенольних (ПФ) ре÷овин про-
водили у спиртових витяжках ìікологі÷ного ìатеріалу за ìодифікованою 
ìетодикою Фоліна-Чокальтеу [16] та розраховували за форìулою:

W = 
(D – Dinter) ½ Vs

Sstd ½ Ms ½ Wdm ½ S
 ,

де: Ms – ìаса проби; D – опти÷на густина роз÷ину; Dinter – то÷ка 
перетину калібрувальної пряìої з віссю y; Sstd – коефіöієнт нахилу 
калібрувальної пряìої; Vs – об’єì екстракту (5 ìл); Wdm ½ S – вìіст 
сухої ре÷овини в пробі. 

Дослідження проводили у трикратній повторності. Ñтатисти÷не 
опраöювання проводили з використанняì програì для проведення ста-
тисти÷ного опраöювання результатів біологі÷них експериìентів. З ìетою 
визна÷ення рівня кореляöії ìіж вìістоì ПФ у ìіöелії та ÊФ одновікових 
культур проводили кореляöійний аналіз. Достовірною вважалася різниöя 
за рівня вірогідності Ð>0,95 [3].

Ðезультати та обговорення
На першоìу етапі дослідження було проведено оöінку загального 

вìісту поліфенолів у 225 карпофорах 27 видів поліпоральних та у 220 – 
23 видів агарикальних грибів (табл.). 

Òаблиöя 

Загальний вміст поліфенолів у плодових тілах деяких видів базидіоміцетів
Table 

Total content of polyphenols іn fruіt bodіes of some specіes of Basіdіomycetes

Âид
Êількість 

досліджених 
зразків ПÒ

Âміст
поліфенольних речовин, 

мг/ г

1 2 3

Порядок Polyporales

Auricularia auricula�judae * 12 32,53 ± 3,52

Laeticorticiu� roseu�  * 3 20,02 ± 0,58

Chaetoporus a�biquus * 6 20,66 ± 0,95

Sparassis crispa * 9 10,54 ± 0,19
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1 2 3

Fibuloporia �ollusca * 6 10,54 ± 0,35

Tyro�yces lacteus * 9 16,07 ± 0,76

Tyro�yces revolutus * 3 12,09 ± 0,16

Tyro�yces undosus  * 6 10,33 ± 0,13

Irpex lacteus * 9 26,75 ± 0,43

A�yloporia lenis  * 3 15,05 ± 0,21

Hydnu� ochraceu�  * 3 10,02 ± 0,24

Tra�etes squalens  * 6 15,07 ± 0,28

Tra�etes ca�pestris  * 6 20,14 ± 0,41

Tra�etes versicolor  * 15 14,13 ± 0,71

Tra�etes zonatus * 9 15,06 ± 0,52

Fo�es fo�entarius * 12 248,29± 5,84

Heterobasidion annosu� * 12 13,33 ± 0,64

Fo�itopsis pinicola  * 6 39,19 ± 0,58

Daedalea quercina  * 6 9,02 ± 0,13

Piptoporus betulinus  * 12 15,10 ± 0,10

Polyporus squa�osus  * 9 23,20 ± 0,37

Laetiporus sulphureus  * 9 117,04 ± 0,56

Ganoder�a applanatu�  * 9 161,08 ± 0,19

Ganoder�a lucidu�  * 15 89,06 ± 1,5

Inonotus obliquus  * 12 20,55 ± 0,31

Phellinus igniarius  * 9 34,53± 0,55

Phellinus po�aceus  * 9 19,04 ± 0,59

Порядок Agaricales

Agaricus arvensis * 5 24,57 ± 4,07

Agaricus bisporus ** 9 35,44± 0,63

Agaricus ca�pestris * 5 23,46 ± 0,10

Agrocybe cylindracea ** 9 75,85 ± 1,22

Coprinus co�atus * 15 25,04 ± 0,58

Coprinus �icaceus * 15 25,03± 0,15

Fistulina hepatica * 9 172,25 ± 0,20

Fla��ulina velutipes * 27 81,25 ± 7,75

Fla��ulina velutipes ** 3 65,06 ± 0,92

Lentinus edodes ** 9 35,47 ± 0,42

Продовження таблиöі



48 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

Î.Â. Федотов, À.Ê. Âелигодська

1 2 3

Maras�ius oreades * 3 37,08 ± 0,65

Pleurotus citrinopileatus ** 3 37,55 ± 0,11

Pleurotus eryngii ** 6 15,03 ± 0,42

Pleurotus ostreatus * 34 100,56 ± 3,15

Pleurotus ostreatus var. Florida ** 3 53,07 ± 2,01

Kuehnero�yces �utabilis * 9 32,28 ± 0,83

Pholiota aurivella * 3 18,02 ± 0,35

Pholiota squarrosa * 3 12,04 ± 0,65

Sсhizophyllu� co��une * 21 19,29 ± 0,27

Stropharia aeruginosa * 3 32,53 ± 0,54

Stropharia rugosoannulata ** 6 59,56 ± 1,85

Lyophyllu� loricatu� * 5 21,37 ± 0,63

Lyophyllu� connatu� * 5 20,42 ± 0,12

Tricholo�a flavovirens * 5 79,08 ± 0,20

Tricholo�a sejunctu� * 5 31,48 ± 0,52

Приìітка: “ * ” – дикоросту÷е у природі ПÒ, “ ** ” – коìерöійне ПÒ.

Àналіз вìісту поліфенольних ре÷овин в карпофорах поліпорових 
грибів показав наступне. Переважна ÷астина (85%) їх ПÒ ìає незна-
÷ний вìіст поліфенольних ре÷овин, який знаходиться в ìежах від 9 ìг/г 
(D. quercina) до 39 ìг/г (F. pinicola). Ó другу групу входять 3 види 
поліпорових грибів (G. lucidu�, L. sulphureus та G. applanatu�) з вìіс-
тоì поліфенолів у ПÒ від 89 ìг/ г до 161 ìг/ г ÀÑБ. Найбільший вìіст 
поліфенолів – понад 248 ìг/ г ÀÑБ ìають плодові тіла трутового гриба 
F. fo�entarius. Для порівняння отриìаних результатів, зазна÷иìо, що за-
патентовано ìетод екстракöії дію÷их ре÷овин з карпофорів ÷аги Inonotus 
obliquus (Ach. ex Pers.) Pil. з ìаксиìальниì вìістоì ПФ 140 ìг/г ÀÑБ 
при водній екстракöії [4, 18]. 

Дослідження вìісту поліфенольних ре÷овин в карпофорах агарикаль-
них грибів виявило, що серед öих грибів переважна, але ìенша ніж у по-
ліпорових, ÷астина (74%) ìає незна÷ний вìіст поліфенолів у ПÒ. Òут він 
знаходиться в ìежах від 12 (P. squarrosa) до 37 ìг/г (P. citrinopileatus). 
Ó групу з поìірниì вìістоì від 53 до 101 ìг/г поліфенолів у плодо-
вих тілах, ìожна віднести 5 видів агарикальних грибів: P. ostreatus, 
S. rugosoannulata, T. flavovirens, F. velutipes та A. cylindracea. Найви-
щий вìіст, близько 172 ìг/г поліфенолів зареєстровано в дикоросту÷их 
плодових тілах F. hepatica. Однак, öей показник більш як в 1,5 рази 

Закін÷ення таблиöі
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ниж÷е вìісту фенольних ре÷овин в плодових тілах трутового гриба 
F. fo�entarius. Для порівняння зазна÷иìо, що середній вìіст поліфенолів 
в рослинній сировині Ca�ellia sinensis складає 450 ìг/г, а у ìікологі÷-
ноìу ìатеріалі – плодових тілах P. ostreatus – 70 ìг/г ÀÑБ [8, 12].

Вив÷ення вìісту поліфенолів в спиртових екстрактах з плодових 
тіл 50 видів базидіоìіöетів дозволило виділити види трутових грибів 
– G. lucidu�, L. sulphureus, G. applanatu� та F. fo�entarius і види 
агарикових грибів – S. rugosoannulata, A. cylindracea, T. flavovirens, 
F. velutipes, P. ostreatus та F. hepatica з високиì вìістоì öих ре÷овин 
понад 60 ìг/г ÀÑБ. 

Наступниì етапоì дослідження було отриìання ÷истих культур з 
карпофорів, а також вив÷ення динаìіки росту та інтенсивності синтезу 
поліфенольних ре÷овин деяких з них при культивуванні на ГПÑ.

Ðезультати накопи÷ення штаìаìи ÀÑБ в динаìіöі росту (на 6-ту, 
9-ту та 12-ту добу культивування) представлені на рис. 1. Як ба÷иìо, 
всі культури досягають ìаксиìуìу öього показника на 12-ту добу росту. 
Найпродуктивнішиìи тут є штаìи S. co��une Sc-1101 і Sc-10 та штаìи 
F. velutipes F-202. Найниж÷і зна÷ення накопи÷ення ÀÑБ зафіксовані 
для штаìу P. ostreatus P-192 та штаìу F. fo�entarius Ff-09. Отже, 
досліджені культури ìають індивідуальні зна÷ення росту – накопи÷ення 
біоìаси в застосованих уìовах культивування, що, йìовірно, відображає 
придатність öих уìов для їх росту. 

Ðис. 1. Äинаміка накопичення ÀСÁ штамами базидіоміцетів 
(ДÊ – доба культивування)

Fіg. 1. Dynamіcs of accumulatіon of absolute dry bіomass  
by the straіns of Basіdіomycetes  

(DC – day of cultivation)
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Ðезультати вив÷ення загального вìісту поліфенольних ре÷овин у 
ìіöелії та культуральноìу фільтраті в динаìіöі росту деяких штаìів 
базидіоìіöетів представлені на рис. 2 і 3. 

Ðис. 2. Äинаміка накопичення поліфенолів у міцелії штамів базидіоміцетів 
(ДÊ – доба культивування)

Fіg. 2. Dynamіcs of accumulatіon of polyphenols at mycelіum  
of the straіns of Basіdіomycetes

(DC – day of cultivation)

Ðис. 3. Äинаміка накопичення поліфенолів у ÊФ штамів базидіоміцетів 
(ДÊ – доба культивування)

Fіg. 3. Dynamіcs of accumulatіon of polyphenols at culture fіltrate  
of the straіns of Basіdіomycetes

(DC – day of cultivation)
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Встановлено, що переважна більшість штаìів здатна до накопи÷ення 
поліфенольних ре÷овин як в ìіöелії так і в ÊФ протягоì всього терìіну 
культивування. Ìаксиìуì вìісту ПФ у ìіöелії для 96 %, та у ÊФ – для 
91% від загальної кількості штаìів співпадав із закін÷енняì терìіну їх 
культивування. 

Динаìіка вìісту поліфенольних ре÷овин в ìіöелії досліджених шта-
ìів ìає наступні характеристики. Найвищій вìіст öих ре÷овин в ìежах 
від 107,9 до 129,4 ìг/г зареєстровано для штаìів P. ostreatus Ð-039 і 
Ð-208 та штаìу S. co��une Sc-1102 на 12 добу їх росту. Найниж÷і ж 
показники вìісту ПФ від 29,9 до 50,1 ìг/ г зафіксовано для штаìів 
F. velutipes F-1, F-202 і F-03 та штаìу P. ostreatus P-192 наприкінöі 
терìіну культивування.  

Вив÷ення динаìіки вìісту поліфенольних ре÷овин в культуральноìу 
фільтраті досліджених штаìів показало, що на 12-ту добу росту зареє-
стровано найвищій вìіст ПФ в ìежах від 5,4 до 6,8 ìг/ìл для штаìів 
F hepatica Fh-18, L. sulphureus Ls-08 та P. ostreatus Ð-01, а найниж÷ий – 
від 0,9 до 1,7 ìг/ìл для штаìів F. hepatica Fh-08, P. ostreatus P-192 та 
F. velutipes F-1.

В усіх випадках вìіст поліфенолів в ìіöелії був зна÷но вищиì за 
вìіст öих ре÷овин у культуральноìу фільтраті та коливався на 12-ту 
добу культивування від 11,4 разів для штаìу L. sulphureus Ls-08 до 
52,9 разів для штаìу F hepatica Fh-08. Зна÷на різниöя ìіж здібністю 
штаìів до синтезу та накопи÷ення ПФ у ìіöелії та ÊФ, скоріше за все, 
пояснюється реалізаöією їх генотипу в уìовах досліду. 

Об÷ислення коефіöієнту кореляöії ìіж вìістоì ПФ у ìіöелії та ÊФ 
одновікових культур показало наступне. Ñпостерігається дуже висока 
позитивна кореляöія у 73,2%, висока позитивна – у 17,4% та серед-
ня – у 4,5% дослідів.

Òакиì ÷иноì, результати визна÷ення загального вìісту поліфеноль-
них ре÷овин у деяких видів базидіоìіöетів дозволяють зробити наступні 
висновки. Види трутових грибів – Ganoder�a applanatu�, Ganoder�a 
lucidu�, Laetiporus sulphureus та Fo�es fo�entarius і види агарикових 
грибів – Stropharia rugosoannulata, Agrocybe cylindracea, Tricholo�a 
flavovirens, Fla��ulina velutipes, Pleurotus ostreatus та Fistulina 
hepatica характеризуються найвищиì вìістоì поліфенольних ре÷овин 
в карпофорах. Iнтродуковані штаìи в переважній більшості здатні до 
накопи÷ення поліфенольних ре÷овин як в ìіöелії, так і в ÊФ протягоì 
всього терìіну культивування. Штаìи P. ostreatus Ð-01 та F. hepatica 
Fh-18 і L. sulphureus Ls-08 – перспективниìи для подальших досліджень 
з ìетою отриìання поліфенолів позаклітинного, а штаìи S. co��une 
Sc-1102 та P. ostreatus Ð-039 і Ð-208 – ìіöеліального походження. 
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ÎÁЩÅÅ СÎÄÅÐЖÀÍÈÅ ПÎËÈФÅÍÎËЬÍЫÕ ÂÅЩÅСÒÂ 
У ÍÅÊÎÒÎÐЫÕ ÂÈÄÎÂ ÁÀЗÈÄÈÎÌÈÖÅÒÎÂ

Ðеферат

Èсследовано общее содержание полифенольных веществ в карпо-
форах 50 видов базидиоìиöетов из которых 27 относятся к порядку 
Polyporales и 23 – порядку Agaricales. Èнтродуöировано 23 штаììа 8 
видов базидиальных грибов, для которых определена динаìика роста и 
накопления полифенольных веществ в ìиöелии и культуральноì филь-
трате при ферìентаöии на глюкозо-пептонной среде. Отобраны штаììы 
видов Sсhizophyllu� co��une, Pleurotus ostreatus, Fistulina hepatica 
и Laetiporus sulphureus перспективные для дальнейших исследований 
с öелью полу÷ения полифенолов ìиöелиального и внеклето÷ного про-
исхождения.
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TOTAL POLYPHENOL CONTENT IN SOME SPECIES 
OF BASIDIOMYCETES

Summary

Total polyphenol content in fruiting bodies of 50 species of basidiomycetes, 
27 of which are belong to order Polyporales and 23 to order Agaricales 
was investigated. Dynamics of growth and accumulation of polyphenolic 
compounds in the mycelium and cultural filtrate of 23 strains of 8 species 
of basidiomycetes were studied. There were selected the strains of species 
Sshizophyllu� co��une, Pleurotus ostreatus, Fistulina hepatica and 
Laetiporus sulphureus promising for the further research to develop the 
methods for polyphenols mycelial and extracellular origin.

K e y  w o r d s : polyphenols, basidiomycetes, carpophores, mycelium, 
cultural filtrate.
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ÂПËÈÂ Â²СÌУÒÎÂÈÕ ÊÎÌПËÅÊС²Â ПÎÐФ²ÐÈÍ²Â  
² ÁÀÊÒÅÐ²ÎФÀÃÀ ÍÀ ФÎÐÌУÂÀÍÍß Á²ÎПË²ÂÊÈ  

ÒÀ СÈÍÒÅЗ П²ÎÖÈÀÍ²ÍУ  
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Встановëено, що за сумісноãо використання з порфіринами бактеріофаã 
P. aeruginosa потенціює інãібуючу дію вісмутовиõ компëексів на 
процеси, контроëьовані системою quoru� sensing. Показано, що самі 
по собі вісмутові компëекси порфіринів знижують синтез піоцианіну 
та утворення біопëівки P. aeruginosa пропорційно їõ концентрації 
у середовищі. Найбіëь�у інãібуючу активність виявëяє Ві(III)�ТПП, 
наймен�у – Ві(III)�ПП IХ. За присутності 0,4 мкÌ Ві(III)�ТПП кіëькість 
піоцианіну у добовій куëьтурі змен�ується у 1,8 разу від контроëю. 
При 40 мкÌ Bi3+�ТПП кіëькість піãменту буëа нижчою у 2,3 разу, а при 
80 мкÌ – у 3,1 разу. За присутності бактеріофаãа (2½105 БУО/мë) 
вміст піãменту був нижчим у 2,5; 4,7 та 10 разів від контроëю при 
концентраціяõ вісмутовоãо компëексу ТПП 0,4; 4 і 80 мкÌ, відповідно. 
Ìаса біопëівки за сумісноãо впëиву бактеріофаãа і Bi(III)�ТПП утричі 
мен�а ніж при дії тіëьки одноãо порфірину. Вісмутові компëекси 
ін�иõ порфіринів чинять такий самий за спрямованістю ефект, аëе 
за кіëькісними показниками поступаються Ві(III)�ТПП. Встановëено, 
що за дії тіëьки бактеріофаãа формування біопëівки не пору�ується, 
аëе синтез піоцианіну суттєво змен�ується.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : біопëівка, піоцианін, P. aeruginosa, бактеріофаã 
вісмутові компëекси порфіринів. 

Ó зв’язку з широкиì розповсюдженняì бактерій з ìножинною стій-
кістю до антибіотиків в останній ÷ас виникла конöепöія відродження фа-
готерапії – використання бактеріофагів в лікуванні інфекöійних захворю-
вань [15]. В більш широкоìу сенсі фаготерапія передба÷ає застосування 
не тільки живих фагів, але і їх білкових продуктів, які ìожуть вбивати 
бактерії або підвищувати їх ÷утливість до інших антиìікробних засобів. 
До таких білків, перш за все, відносяться ферìенти бактеріофагів, які 
розщеплюють пептидоглікани клітинних стінок бактерій, полісахаридні 
капсули та позаклітинні поліìери [10,14]. Наявність деполіìераз свід÷ить 
про ìожливість використання бактеріофагів або їх ферìентів для руй-
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нування бактеріальних біоплівок. Ñтійкість бактерій у складі біоплівок 
до антиìікробних засобів зна÷ною ìірою забезпе÷ується ìатриксоì, до 
складу якого входять різні біополіìери [6,7,11]. Ðозщеплення поліìерів 
зìеншує в’язкість біоплівок, що сприяє підвищенню ÷утливості бактері-
альних клітин до антибіотиків [5,13].

Ðаніше наìи було показано, що коìерöійний препарат синьогнійного 
бактеріофага утворює негативні колонії на газоні Pseudo�onas aeruginosa 
ÀÒÑÑ 15692, але не впливає на форìування öиì штаìоì біоплівки та 
кількість планктонних клітин [3]. Òоìу було доöільниì дослідити здат-
ність öього бактеріофага потенöіювати дію сполук, які попереджають 
утворення біоплівки P. aeruginosa. 

Ìетою роботи було дослідження суìісного впливу синьогнійного 
бактеріофага і вісìутових коìплексів синтети÷них порфіринів – ефек-
тивних інгібіторів систеìи ìіжклітинної коìунікаöії і форìування біо-
плівки [1,4], на деякі показники функöіонування систеìи quorum sensing 
P. aeruginosa ÀÒÑÑ 15692.

Ìатеріали і методи
Ó роботі як тест-ìікроорганізì використовували колекöійний штаì 

Pseudo�onas aeruginosa ÀÒÑÑ 15692. 
Досліджені у роботі порфірини синтезовані у ПНДЛ-5 ОНÓ іìені 

I.I. Ìе÷никова. Ниж÷е наведені структурні форìули, повні та скоро÷ені 
назви öих ре÷овин: 

 

Джерелоì бактеріофага слугував коìерöійний препарат «Бактеріофаг 
Псевдоìонас аеругіноза (синьогнійний)» виробниöтва ÌікроГен з титроì 
107 бляшкоутворюю÷их одиниöь в 1 ìл. 

Вив÷ення суìісного впливу синьогнійного бактеріофага і вісìутових 
коìплексів синтети÷них порфіринів на функöіонування систеìи quorum 
sensing P. aeruginosa проводили у стаöіонарній систеìі «планктон–
біоплівка» за показникаìи: утворення біоплівки, синтез піоöианіну, 
кількість планктонних клітин.
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Êультивування здійснювали у 48-лункових планшетах «Nuclon». Ó 
кожну лунку поìіщали 1 ìл середовища Гіса з глюкозою без індикатора 
Àндреде і вносили добову культуру P. aeruginosa до кінöевої конöентраöії 
103 кл/ìл. В експериìентах з бактеріофагоì у лунки вносили по 20 ìкл 
коìерöійного препарату. Вісìутові коìплекси порфіринів додавали до 
кінöевих конöентраöій 0,4; 40 та 80 ìкÌ.

Планшети інкубували в терìостаті при теìпературі 37 °Ñ впродовж 
24 годин. Після öього виìірювали опти÷ну густину планктонної культури 
на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) при довжині хвилі 540 нì. 

Біоплівки у планшетах відìивали від неприкріплених клітин 
фізіологі÷ниì роз÷иноì та фіксували 96% етанолоì на протязі 10 хв. 
Після фіксаöії зразки забарвлювали водниìи роз÷иноì кристалі÷ного 
фіолетового впродовж 5 хв. Біоплівку у планшетах після висушування 
при кіìнатній теìпературі руйнували за допоìогою лізую÷ого роз÷ину 
0,1 Ì NaOH + 1% SDS та інкубували при кіìнатній теìпературі 1,5 год. 
Облік результатів проводивли на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) 
при довжині хвилі 592 нì [9].

Для визна÷ення вìісту піоöианіну 5 ìл супернатанту переносили у 
÷исті пробірки, екстрагували 3 ìл хлорофорìу і реекстрагували 1 ìл 0,2 
Н HCl до виникнення ÷ервоного забарвлення. Заìіряли опти÷ну густину 
роз÷ину піоöианіну у 0,2 Н HCl на спектрофотоìетрі “µQuant” (Óгорщина) 
при довжині хвилі 510 нì [8]. 

Всі експериìенти проводили три÷і з 5 повтораìи в кожноìу. 
Ñтатисти÷ну обробку результатів досліджень провадили з викорис-

танняì загальноприйнятих ìетодів варіаöійного та кореляöійного аналізу. 
Ðозраховували середні зна÷ення показників (Х–) та їх стандартну похибку 
(SХ

-). Вірогідність відìінностей ìіж середніìи визна÷али за критерієì 
Ñтьюдента, оöінюю÷и вірогідність отриìаних результатів на рівні зна-
÷иìості не ìенше 95% (р≤0,05). Ìатеìати÷ні розрахунки здійснювали 
за допоìогою коìп’ютерної програìи Excel [2].

Ðезультати та їх обговорення
Одержані результати (рис. 1–3) свід÷ать про те, що досліджувані 

вісìутові коìплекси порфіринів інгібують утворення біоплівки, син-
тез піоöианіну та зìеншують вìіст клітин P. aeruginosa у планктоні. 
Вираженість öих ефектів залежить від конöентраöії сполук у середовищі. 
Показано, що найбільшу пригні÷ую÷у активність виявляє Ві(III)-ÒПП. 
Вже за конöентраöії 0,4 ìкÌ öей коìплекс знижує утворення біоплівки 
і синтез піоöианіну на 35% і 44%, відповідно. 

Два інші коìплекси у даній конöентраöії зìеншують öі показники на 
20–30%. За впливу більш високих конöентраöій досліджуваних сполук 
спостерігаються більш суттєві відìінності ìіж їх ефектаìи.
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Ðис. 1. Âміст планктонних клітин P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка:     –  різниöя достовірна у порівнянні з  контролеì

Fіg.1. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 planctonіc cells contaіn on the porphyrіnes 
bіsmuth complexes and bacterіophage presence

Note: –   significant different from control
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Якщо за присутності 80 ìкÌ Ві(III)-ПП IХ ìаса біоплівки становить 
біля 70% від контролю, то за дії Ві(III)-ÒПП і Ві(III)-ÒХП вона є ниж÷ою 
у 12 та 5,5 разів, відповідно. Òака саìа залежність спостерігається при 
визна÷енні впливу на пігìентоутворення P. aeruginosa. Більш високу 
інгібую÷у активність у порівнянні з Ві(III)-ПП IХ виявляють ìезозаìіщені 
вісìутові коìплекси. Ñинтез піоöианіну зìеншується у два рази за 
присутності вісìутового коìплексу протопорфірину IХ і у три рази за 
дії двох інших сполук. На нашу дуìку більша ефективність Ві(III)-ÒПП 
і Ві(III)-ÒХП ìоже бути обуìовлена присутністю в мезо-заìісниках öих 
ìолекул ÷отирьох позитивно заряджених атоìів азоту, що полегшує 
їх зв’язування з негативно зарядженою поверхнею клітин. В ìолекулі 
Ві(III)-ПП IХ у бокових заìісниках таких атоìів неìає. Êріì того, öей 
коìплекс ìоже руйнуватися геìоксигеназою клітин. 

Êількість клітин у планктоні (рис. 1) зìеншується за впливу усіх 
досліджуваних сполук, але не так зна÷но, як утворення біоплівки і синтез 
фенізінового пігìенту. Оскільки пул планктонних клітин форìується 
завдяки їх поділу та відкріпленню від біоплівки, ìожна припустити, що 
вісìутові коìплекси порфіринів сприяють саìе другоìу ìеханізìу. На 
користь öього свід÷ать отриìані наìи раніше дані про більш ефективне 
пригні÷ення досліджуваниìи сполукаìи росту P. aeruginosa у суспензійній 
культурі в порівнянні зі зìеншенняì вìісту клітин у рідкій фазі в систеìі 
«планктон–біоплівка» [12]. 

Наведені на рис. 1 і 2 дані деìонструють, що за додавання тільки 
одного бактеріофага форìування біоплівки і накопи÷ення клітин у 
планктоні не порушуються. Однак при öьоìу вдві÷і зìеншується синтез 
піоöианіну (рис. 3). Ó рази суìісного використання з порфіринаìи 
препарат бактеріофага потенöіює дію вісìутових коìплексів, хо÷а у 
різноìу степені щодо окреìих характеристик. Òак, зìеншення вìісту 
планктонних клітин спостерігається в усіх варіантах, але воно не переви-
щує 5–15% і не є достовірниì (рис. 1). Ó той же ÷ас, контрольовані сис-
теìою quoru� sensing проöеси форìування біоплівки та синтез піоöианіну 
за присутності бактеріофага достовірно інгібуються у порівнянні з дією 
тільки одних порфіринів (рис. 2 і 3). Найбільш суттєві зìіни (зниження 
у 2–3 рази) спостерігаються при конöентраöіях вісìутових коìплексів 
40 і 80 ìкÌ. Наприклад, за присутності 0,4 ìкÌ Bi(III)-ÒПП кількість 
піоöіаніну у добовій культурі зìеншується у 1,8 разу від контролю, при 
40 ìкÌ кількість пігìенту була ниж÷ою у 2,3 разу, а при 80 ìкÌ – у 
3,1 разу. За додавання бактеріофага вìіст пігìенту був ниж÷иì у 2,5; 4,7 
та 10 разів від контролю при конöентраöіях вісìутового коìплексу ÒПП 
0,4; 40 і 80 ìкÌ, відповідно. Ìаса біоплівки за суìісного впливу бакте-
ріофага і Bi(III)-ÒПП утри÷і ìенша ніж при дії тільки одного порфірину. 

Вісìутові коìплекси інших порфіринів ÷инять такий саìий за спря-
ìованістю ефект. Ñлід відìітити також зна÷не зростання ефективності 
найìенш активного з досліджуваних сполук Ві(III)-ПП IХ. 
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Ðис. 2. Утворення біоплівки P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка: *  – різниöя достовірна у порівнянні з дією тільки порфіринів
– різниöя достовірна у порівнянні з  контролеì

Fіg. 2. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 bіofіlm formatіon on the porphyrіnes bіsmuth 
complexes and bacterіophage presence

Note: * –   significant different from porphyrines
Note: –   significant different from control
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Ðис. 3. Синтез піоцианіну P. aeruginosa ÀÒСС 15692 за впливу вісмутових 
комплексів порфіринів та бактеріофага

Приìітка: * – різниöя достовірна у порівнянні з дією тільки порфіринів
– різниöя достовірна у порівнянні з контролеì

Fіg. 3. P. aeruginosa ÀÒСС 15692 pіocyanіn bіosynthesіs 
on the porphyrіnes bіsmuth complexes and bacterіophage presence

Note: – significant different from porphyrines
Note:   – significant different from control
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Òакиì ÷иноì, встановлено, що за коìбінованого використання бактері-
офага та інгібіторів систеìи quorum sensing P. aeruginosa спостерігається 
потенöіювання ефектів öих засобів і пригні÷ення rhl- ланки ìіжклітинної 
коìунікаöії P. aeruginosa. Зна÷не зниження синтезу піоöианіну, як одного 
з факторів патогенності, зìеншує інфекöійний потенöіал P. aeruginosa. 
Ìожливиì ìеханізìоì потенöіювання дії вісìутових коìплексів порфіри-
нів ìоже бути розрідження ìатриксу біоплівки і слизового шару навколо 
клітин завдяки впливу деполіìераз бактеріофага, що поліпшує контакт 
öих сполук з клітинаìи. Здатність саìого препарату бактеріофага пригні-
÷увати синтез піоöіаніну свід÷ить про наявність в ньоìу коìпонентів, які є 
інгібітораìи rhl- ланки quorum sensing. Останнє обґрунтовує доöільність 
дослідження більш широкого кола ознак, залежних від функöіонування 
систеìи ìіжклітинної коìунікаöії та її окреìих ланок. 
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ÂËÈßÍÈÅ ÂÈÌСÌУÒÎÂЫÕ ÊÎÌПËÅÊСÎÂ ПÎÐФÈÐÈÍÎÂ È 
ÁÀÊÒÅÐÈÎФÀÃÀ ÍÀ ФÎÐÌÈÐÎÂÀÍÈÅ ÁÈÎПËÅÍÊÈ È СÈÍÒÅЗ 

ПÈÎÖÈÀÍÈÍÀ PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Ðеферат

Показано, ÷то при совìестноì использовании с порфиринаìи пре-
парат бактериофага P. aeruginosa потенöирует ингибирующее действие 
висìутовых коìплексов на проöессы, контролируеìые систеìой quoru� 
sensing. Ñаìи по себе висìутовые коìплексы порфиринов снижают 
синтез пиоöианина и образование биопленки P. aeruginosa пропорöио-
нально их конöентраöии в среде. Наибольшую угнетающую активность 
проявляет Ві(III)-ÒПП, наиìеньшую – Ві(III)-ПП IХ. В присутствии 0,4 
ìкÌ Bi(III)-ÒПП коли÷ество пиоöианина в суто÷ной культуре уìеньша-
ется в 1,8 раза от контроля. При 40 ìкÌ Bi(III)-ÒПП содержание пиг-
ìента было ниже в 2,3 раза, а при 80 ìкÌ – в 3,1 раза. В присутствии 
бактериофага (2½105 БОÅ/ìл) содержание пигìента снижалось в 2,5; 
4,7 та 10 раз от контроля при конöентраöиях висìутового коìплекса 
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ÒПП 0,4; 4 і 80 ìкÌ, соответственно. Ìасса биопленки при совìестноì 
воздействии бактериофага и Bi(III)-ÒПП была ìеньше втрое ÷еì при 
действии только одного порфирина. Висìутовые коìплексы других по-
рфиринов оказывают такой же саìый по направленности эффект, но по 
коли÷ественныì показателяì уступают Ві(III)-ÒПП. При использовании 
одного бактериофага образование биопленки не нарушается, однако 
синтез пиоöианина существенно снижается. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : биопленка, пиоöианин, P. aeruginosa, бакте-
риофаг висìутовые коìплексы порфиринов. 
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ACTION OF PORPHYRINES BISMUTH COMPLEXES  
AND BACTERIOPHAGE ON PSEUDOMONAS AERUGINOSA 
BIOFILM FORMATION AND PIOCYANIN BIOSYNTHESIS

Summary

It was shown that P. aeruginosa bacteriophage can posses inhibitory 
action on the quorum sensing system in presence of synthetic porphyrines 
bismuth complexes. Synthetic porphyrines bismuth complexes, used alone, 
show an ability to inhibit piocyanin biosynthesis depend of its concentra-
tion in culture media. Ві(III)-ÒPP shows the highest inhibitory activity, 
Ві(III)-ПП IХ – the lowest. In presence of 0.4 µM Ві(III)-ÒPP piocyanin 
concentration in culture media decreases 1.8 times as compared to the 
control. In presence of 40 µM Ві(III)-ÒPP pigment concentration decreased 
2.3 times and in presence of 80 µM – 3.1 times. In presence of bacterio-
phage (2½105 PFU/ml) and Ві(III)-ÒPP concentrations (0.4; 4 and 80 µÌ) 
pigment contain decreased 2.5; 4.7 and 10 times respectively. The biofilm 
mass on the synergistic action of the bacteriophage and Ві(III)-ÒPP was 
three times lower than in presence of this porphyrine bismuth complex 
alone. Bismuth complexes of other porphyrines used, show the same ef-
fects, but rather lower than Ві(III)-ÒPP. Bacteriophage used alone show no 
effects on the biofilm formation, while piocyanine biosynthesis in presence 
of bacteriophage strongly decreased.

K e y  w o r d s : biofilm, piocyanin, P. aeruginosa, bacteriophage, 
porphyrines bismuth complexes. 
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ÂПËÈÂ ÌIÍÅÐÀËЬÍÎÃÎ ÒÀ ÎÐÃÀÍIЧÍÎÃÎ 
ЖÈÂËÅÍÍß ÍÀ ÊIËЬÊIСÍI ЗÌIÍÈ ФÎÒÎÐÅÀÊÖIÉÍÈÕ 

ÌÎËÅÊУË У ÊËIÒÈÍÀÕ  
CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Досëіджено деякі метабоëічні особëивості кіëькісниõ змін 
фотореакційниõ моëекуë у кëітинаõ зеëениõ сірковиõ бактерій Chlo�Chlo�
robiu� li�icolа IÌВ К�8. За максимумами абсорбційниõ поãëинань 
встановëені відмінності у кіëькісному скëаді бактеріоõëорофіëів с 
і d та каротиноїдів ізореніератину та õëоробактину, заëежно від 
різниõ типів мінераëьноãо та орãанічноãо живëення. Концентрації 
бактеріоõëорофіëів с та d, та каротиноїдів õëоробактину та 
ізореніератину зростаëи за умов одночасноãо інãібування процесів 
азотфіксації та ãëюконеоãенезу і наявності низькомоëекуëярниõ 
джереë карбону. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : зеëені сіркові бактерії, бактеріоõëорофіëи с і d, 
ізореніератин та õëоробактин.

Невелика група бактерій в природі здатна здійснювати аноксигенний 
фотосинтез – öе зелені і пурпурові бактерії та геліобактерії. Перетворення 
квантової енергії в клітинах öих бактерій здійснюють бактеріохлорофіли 
та каротиноїди [2]. Ó зелених сіркобактерій öей проöес відбувається у спе-
öіалізованих везикулах – хлоросоìах. Ñаìе в öих структура знаходяться 
бактеріохлорофіли с, d та е, а також ліпіди і каротиноїди. Бактеріохло-
рофіли виконують функöію світловловлюю÷их антен. Останні зв’язані з 
реакöійниì öентроì, локалізованиì в плазìолеìі, ÷ерез бактеріохлорофіл 
а, який знаходиться в базальній пластинöі і виконує функöію проìіжної 
ланки при перенесенні енергії світла від хлоросоì на реакöійний öентр 
[4, 5]. Зìіни складу фотореöепторних ìолекул за різних уìов живлення 
зелених сіркобактерій є не досліджені. 

Ìетою роботи було дослідження зìіни складу фотореöепторних 
ìолекул у клітинах C. li�icolа IÌВ Ê-8 за різних уìов культивування.

© Ì.Б. Горішний, Ñ.П. Гудзь, Ñ.О. Гнатуш, 2012 
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Ìатеріали і методи
Об’єктоì досліджень був штаì зелених сіркових бактерій Chlorobiu� 

li�icola IÌВ Ê-8 [2, 4]. Для вирощування бактерій використовували 
середовище GSB (green sulfur bacteria), такого складу (г/л): KH2PO4 
– 0,30, NH4Cl – 0,34, KCl – 0,34, CaCl2½2H2O – 0,15, MgSO4 ½7H2O 
– 0,5. Після автоклавування додавали окреìо: 10% NaHCO3 – 15 ìл, 
1 M Na2S ½9H2O – 2,5 ìл, роз÷ин вітаìіну B12 (2 ìкг/ìл) – 1 ìл, ìікро- ìкг/ìл) – 1 ìл, ìікро- ìл, ìікро-
елеìенти – 1 ìл [1, 2, 4].

Ñуìіш ìікроелеìентів ìістила на літр дистильованої води: 25% HCl 
– 10 ìл; FeSO4 ½7H2O – 2,0 г; CoCl2 ½6H2O – 190 ìг; MnCI2 ½4H2O – 
100 ìг; ZnCl2 – 70 ìг; Na2MoO4 ½2H2O – 36 ìг; NiCl2 ½6H2O – 24 ìг; 
H3BO3 – 6 ìг; і CuCl2 ½2H2O – 2 ìг. FeSO4 роз÷инений у HCl, інші коì-
поненти у дистильованій воді, pH середовища 6,7–6,8 [2, 4].

Додаткові органі÷ні джерела карбону вносили у ìінеральне середовище 
GSB завжди у конöентраöії 0,1% [3].

Àнаеробні уìови для культивування бактерій створювали шляхоì 
заповнення посудини культивування середовищеì доверху. При культи-
вуванні на агаризованоìу середовищі у ÷ашках Петрі використовували 
анаеростати (Gen box Jar 7.0 L, France) з поглина÷еì кисню.

Пігìентний склад клітин аналізували після їх відділення від культураль-
ної рідини, öентрифугуванняì при 12 000 g протягоì години. Надосадову 
рідину зливали, клітини дві÷і відìивали ìінеральниì середовищеì GSB, 
висушували на склі і розтирали з кварöовиì піскоì. Окреìі пігìенти 
екстрагували суìішшю етанолу та аöетону у співвідношенні 1:1, 
проöедуру екстракöії повторювали ÷отири рази. Åкстракти об’єднували 
і використовували для хроìатографі÷ного розділення пігìентів та 
вив÷ення їх спектральних характеристик [2]. 

Хроìатографі÷не розділення пігìентів здійснювали на силуфольних 
пластинках Silufol у систеìі роз÷инника аöетон:бензин:петролейний 
ефір:гексан (10:10:3:10) [2, 6]. Êонöентраöію пігìентів розраховували за 
форìулою:

C=D/a ½l

де Ñ – конöентраöія пігìенту, г/л, D – опти÷на густина роз÷ину, 
a – питоìий коефіöієнт екстинкöії [Åкар – 271,8 при 474 нì, Åб/хл – 930 
при 770 нì ½л ½ (г ½сì-1)] l – товщина поглинаю÷ого шару ( l=0,3 сì ), 
C – конöентраöія пігìенту (г/л) [2, 5, 6].

Ðозрахунок конöентраöії пігìентних ìолекул на суху вагу клітин 
досліджуваного штаìу здійснювали за форìулою:

A = C ½V ½Ê/Н

де À – кількість пігìенту на один граì сухої ваги клітин ( ìг/г с. в.), 
C – конöентраöія пігìенту (г/л), V – об’єì екстракту, ìл, Ê – відношення 
об’єìу елюату до об’єìу роз÷ину, нанесеного на хроìатограìу [2, 5]. 
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Êонöентраöію білка визна÷али за ìетодоì Лоурі [4] та паралельно 
за допоìогою нінгідринового реактиву [2].

Отриìані результати статисти÷но опраöьовували з використанняì 
програìи Origin 7.0. Вибір тактики статисти÷ного опраöювання і підго-Origin 7.0. Вибір тактики статисти÷ного опраöювання і підго- 7.0. Вибір тактики статисти÷ного опраöювання і підго-
товку даних для аналізу здійснювали, базую÷ись на загальноприйнятих 
ìетодах [5] за рівня достовірності Ð<0,05.

Ðезультати та їх обговорення
Ñклад і природа бактеріохлорофілів і каротиноїдів у різних представ-

ників фототрофних прокаріот суттєво відрізняються [4, 5]. Iдентифікаöія 
пігìентів C. li�icola IÌВ Ê-8 була проведена наìи раніше [1]. Натоìість 
першиì крокоì öієї роботи було вив÷ення впливу низькоìолекулярних 
органі÷них субстратів на якісні та кількісні зìіни фотореакöійних ìолекул. 
Як додаткові джерела карбону, використовували проìіжні ìетаболіти 
öиклу Àрнона та деякі продукти öього öиклу. З öією ìетою культуру 
вирощували протягоì 12 діб у ìінеральноìу середовищі GSB (контроль) 
з додатковиì внесенняì органі÷них джерел карбону. Після екстракöії 
пігìентів проводили їх хроìатографі÷не розділення з подальшиì кіль-
кісниì визна÷енняì конöентраöії пігìентів (рис. 1). Встановлено, що за 
уìов внесення органі÷них джерел карбону у середовище культивування 
якісних зìін фотореакöійних ìолекул не виявлено, доказоì öього були 
результати тонкошарової хроìатографії (рис. 1). 

 

Ðис. 1. Õроматограма пігментів, екстрагованих із C. limicolа IÌÂ – Ê-8. 
1 – бактеріохлорофіл с, 2 – бактеріохлорофіл d, 3 – хлоробактин, 

4 – ізореніератин. À – ÑО2, Н2S (контроль),
Б – ÑО2, Н2S, органі÷ні джерела карбону (експериìент)

Fіg. 1. Chromatogram of pіgments extracted from C. limicola IÌÂ – K-8.
 1– bacteriochlorophil c, 2 – bacteriochlorophil d, 3 – chlorobactyn, 

4 – izorenieratyn. A – CO2, H2S (control),
B – CO2, H2S, organic source of carbon (experiment).

 

                             
 

 
 

1 2 

3 4 

А Б



68 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

Ì.Á. Ãорішний, С.П. Ãудзь, С.Î. Ãнатуш

Встановлено, що органі÷ні низькоìолекулярні інтерìедіати (аöетат, 
піруват, фуìарат, гліöин, сукöинат, глутаìат) проявляли стиìулюю÷ий 
ефект на кількісні зìіни фотореöепторних ìолекул. Зокреìа найвища 
конöентраöія бактеріохлорофілів с та d встановлені за уìов внесення 
глутаìату – конöентраöія бактеріохлорофілу с зросла на 58%, а 
бактеріохлорофілу d на 50% (рис. 2).

Ðис. 2. Âплив різних джерел карбону на біосинтез бактеріохлорофілів  
с (A) і d (B)

1 – контроль (ìінеральне середовище GSB), 2 – аöетат, 3 – піруват,  
4 – фуìарат, 5 – гліöин, 6 – сукöинат, 7 – L-глутаìат.

Fіg. 2. Effect of dіfferent carbon sources on bіosynthesіs bacterіochlorophіlls  
c (A) and d (B)

1 – control (mineral GSB), 2 – acetate, 3 – pyruvate, 4 – fumarate 5 – glycine,  
6 – succinate, 7 – L-glutamate.

Найвища стиìуляöія синтезу каротину була за уìов внесення аöетату 
в ìежах 71% порівняно з контролеì (ìінеральне середовище GSB) для 
хлоробактину та на 50% для ізореніератину (рис. 3). 

Згідно літературних даних [2, 5, 7] зелені сіркові бактерії C. tepidiu�, 
за уìов активної азотфіксаöії нагроìаджують катіони аìонію які при 
взаєìодії з L-глутаìатоì призводять до утворення L-глутаìіну. Натоìість 
за уìов сповільнення проöесів азотфіксаöії L-глутаìат в основноìу 
використовується на біосинтез фотореакöійних ìолекул. Для перевірки 
öього припущення, що до штаìу C. li�icolа IÌВ Ê-8 наìи було проведено 
інкубаöію відìитих досліджуваних клітин за уìов внесення інгібітора 
азотфіксаöії у зелених сіркобактерій – нітрат аніону.
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Ðис. 3. Âплив різних джерел карбону на біосинтез каротиноїдів хлоробактину(À) і 
ізореніератину (Â)

1 – контроль (ìінеральне середовище GSB), 2 – аöетат, 3 – піруват,  
4 – фуìарат, 5 – гліöин, 6 – сукöинат, 7 – L-глутаìат.

Fіg. 3. Effect of dіfferent carbon sources on bіosynthesіs of carotenoіds 
chlorobactyn (A) and іzorenіeratyn (B)

 1 –control (mineral GSB), 2 – acetate, 3 – pyruvate, 4 – fumarate, 5 – glycine,  
6 – succinate, 7 – L-glutamate.

Після 48 годин інкубаöії встановлювали кількісні зìіни білкових та 
фотореöепторних ìолекул в клітинах досліджуваного штаìу (рис. 4). 

Ðис. 4. Âплив факторів середовища на біосинтез бактеріохлорофілів с (A) і d (B) 
та вміст білка (С)

1 – контроль (ìінеральне середовище GSB), 2 – L-глутаìат,
 3 – L-глутаìат, NО3

-

Fіg. 4. The іnfluence of envіronmental factors on the bіosynthesіs of 
bacterіochlorophіlls c (A) and d (B) and proteіn (C)

 1 – control (mineral GSB), 2 – L-glutamate, 3 – L-glutamate, NO3
-
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Встановлено стиìулюю÷ий ефект L-глутаìату за уìов інгібування 
азотфіксаöії на біосинтез бактеріохлорофів с і d. Зокреìа їх кількість 
порівняно з контролеì зросла на 50 і 75%, відповідно. При öьоìу 
вìіст конöентраöії білка в клітинах знизився ìайже у ÷отири рази, а 
хлоробактину та ізреніератину зріс до 10% (рис. 5).

Ðис. 5. Âплив різних джерел карбону на біосинтез каротиноїдів хлоробактину (À) 
та ізореніератину (Â) та вміст білка (С)

 1 – контроль (ìінеральне середовище GSB), 2 – аöетат, 
3 – аöетат, NО3

-

Fіg. 5. Effect of dіfferent carbon sources on bіosynthesіs of carotenoіds 
chlorobactyn (A) and іzorenіeratyn (B) and bіomass cells (C)

 1 – control (mineral GSB), 2 – acetate, 3 – acetate, NO3
-

В ході проведених досліджень встановлено законоìірність у співвідно-
шенні нагроìадження відìитиìи клітинаìи C. li�icolа IÌВ Ê-8 фотореак-
öійних ìолекул за присутності в інкубаöійній суìіші інгібіторів протеїно- та 
глюконеогенезу. Öей експериìент було проведено при вирощуванні клітин 
у ìінеральноìу середові GSB з одно÷асниì внесення низькоìолекуляр-
них інтерìедіатів (аöетату, L-глутаìату, пірувату, фуìарату та öитрату). 
Після 12-добового культивування клітини відìивали і вносили у інгібітори 
протеїногенезу (нітрат-іон), глюконеогенезу (ìонойодаöетат) та обидва 
інгібітори разоì (рис. 6). Ñлід зазна÷ити, що інгібітори протеїно- та глю-
конеогенезу вносили з ìетою переклю÷ення інтерìедіатів öиклу Àрнона 
на проöеси анаболізìу фотореакöійних ìолекул.

Показано, що при біосинтезі бактеріохлорофілів та каротиногенезі 
окреìе інгібування протеїногенезу та глюконеогенезу призводить до зрос-
тання конöентраöії фотореакöійний ìолекул у середовищі культивування 
порівняно з контролеì, проте найвища їх конöентраöія спостерігалася 
за уìов одно÷асного внесення інгібіторів протеїногенезу (NO3

-) та глю-
конеогенезу (ìонойодаöетату) і наявності одного із кінöевих продуктів 
öиклу Àрнона – L-глутаìату (рис. 6). 
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Ðис. 6. Âплив факторів середовища біосинтез бактеріохлорофілів с (A) і d (B) та 
каротиноїдів хлоробактину (C) і ізореніератину (D)

1 – контроль (ìінеральне середовище GSB), 2 – L-глутаìат, ìонойодаöетат,  
3 – L-глутаìат, NO3

 -,
 4 – L-глутаìат, ìонойодаöетат, NO3

-.

Fіg. 6. The іnfluence of envіronmental factors on bіosynthesіs bacterіochlorophіlls 
c (A), d (B) and carotenoіds chlorobactyn (C) and іzorenіeratyn (D)

1 – control (mineral GSB), 2 – L-glutamate, monoyodacetate, 
3 – L-glutamate, NO3

-, 4 – L-glutamate monoyodacetate, NO3
-

Òакиì ÷иноì встановлено, що наявність інтерìедіатів та кінöевих 
продуктів öиклу Àрнона стиìулює нагроìадження пігìентних ìолекул 
у клітинах зелених сіркових бактерій. Особливе зростання конöентраöії 
бактеріохлорофілів с та d, а також каротиноїдів хлоробактину і ізореніе-
ратину спостерігали за уìов одно÷асного інгібування проöесів азотфіксаöії 
та глюконеогенезу і наявності низькоìолекулярних джерел карбону. 
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EFFECT OF MINERAL AND ORGANIC NUTRITION ON 
QUALITATIVE CHANGES PHOTOSINTETIC MOLECULES 

IN THE CELLS OF CHLOROBIUM LIMICOLA IMB K-8

Summary

Investigate some features of qualitative changes pigments molecules 
in the cells of green sulfur bacteria Chlorobiu� li�icola IMB K-8. For 
absorption maxima acquisitions established differences in quantitative 
structure bacteriochlorophils c and d and carotenoids izorenieratyn and 
chlorobactyn depending on the different types of mineral and organic 
nutrition. Investigate some changes to the quantity of pigment molecules 
under conditions of low organic intermediates and various types of mineral 
nutrition.

K e y  w o r d s : green sulfur bacteria, bacteriochlorophils c and d, 
izorenieratyn and chlorobactyn.
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ÂËÈßÍÈÅ ÌÈÍÅÐÀËЬÍÎÃÎ È ÎÐÃÀÍÈЧÅСÊÎÃÎ ПÈÒÀÍÈß 
ÍÀ ÊÎËÈЧÅСÒÂÅÍÍЫÅ ÈЗÌÅÍÅÍÈß ФÎÒÎÐÅÀÊÖÈÎÍÍÈÕ 
ÌÎËÅÊУË Â ÊËÅÒÊÀÕ CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Ðеферат

Èсследованы некоторые ìетаболи÷еские особенности коли÷ественных 
изìенений фотореакöионных ìолекул в клетках зеленых серных бактерий 
Chlorobiu� li�icolа IÌВ Ê-8. По ìаксиìуìаì абсорбöионных поглощений 
установлены разли÷ия в коли÷ественноì составе бактериохлорофилов 
с и d и каротиноидов изорениератина и хлоробактина в зависиìости 
от разных типов ìинерального и органи÷еского питания. Óстановлены 
некоторые изìенения коли÷ественного состава пигìентных ìолекул в 
условиях присутствия органи÷еских низкоìолекулярных интерìедиатов 
и разного типа ìинерального питания.

Ê лю÷ е вы е  с л о в а : зеленые серные бактерии, бактериохлорофилы 
с и d, изорениератин и хлоробактин.
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ЧÈСÅËЬÍ²СÒЬ ÒÀ ÒÀÊСÎÍÎÌ²ЧÍÈÉ СÊËÀÄ 
ÄÐ²ЖÄЖ²Â ПÐÈÁÅÐÅЖÍÎЇ ÀÊÂÀÒÎÐ²Ї 

ÎСÒÐÎÂÀ ЗÌ²ЇÍÈÉ

Впер�е дëя прибережниõ вод острова Зміїний вивчено чисеëьність 
та таксономічний скëад дріжджової мікробіоти. Показано, що 
чисеëьність дріжджів коëиваëася у вузькому діапазоні від 202½103 до 
760½103 КУО/ë. Проведені досëідження дозвоëиëи ідентифікувати 
11 видів дріжджів, що наëежать до 6 родів (Cryptococcus albidus, 
C. neofor�ans, Aureobasidiu� pullulans, Candida albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. tropicalis, Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. �inuta, 
Saccharo�yces cerevisiae). Чотири представники ідентифіковано ëи�е 
до роду (Сryptococcus, Candida, Pichia, Rhodotorulla). Представники 
всіõ 11 ідентифікованиõ видів є типовими космопоëітами і досить 
�ироко розповсюджені в ін�иõ біотопаõ Земëі. Найбіëь� по�иреними 
в прибережниõ водаõ акваторії острова виявиëися представники не 
ідентифікованиõ видів Rhodotorula spp., Candida spp. та виду Rhodo�
torula rubra. Найбіëь�а чисеëьність та таксономічна різноманітність 
дріжджів виявëена в районі порту, де в основному здійснюється 
ãосподарська діяëьність.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : морські дріжджі, чисеëьність, таксономічний скëад, 
акваторія острова Зміїний.

Дріжджі широко розповсюджені в природі є невід’єìною складовою 
ìікробіоти ìорських екосистеì [6]. Їх ÷исельність та таксоноìі÷ний склад 
регулюються уìоваìи навколишнього середовища. Öей показник багато в 
÷оìу залежить від типу та конöентраöії органі÷ного ìатеріалу і є важливиì 
для оöінки екологі÷ного та санітарного стану довкілля [1, 5]. Ìорські 
дріжджі виявлені в ìорській воді, ìорських відкладеннях, на водоростях, 
рибах, ìорських ссавöях, ìорських птахах. В прибережних водах, як пра-
вило, їх ÷исельність складає десятки тися÷ кл/л води, в глибоководних 
районах океану, де ìало органі÷них ре÷овин їх кількість складає десятки 
або ìенше клітина на літр. Àэробні форìи зустрі÷аються здебільшого в 
÷истих водах, в той ÷ас як анаеробні, що бродять, – у забруднених. Дані, 
що наведено в літературі свід÷ать про переважання у водах Ñвітового 
океану аскоìіöетових (Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia 

© В.О. Iваниöя, Ñ.О. Білоіваненко, 2012 
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і Saccharomyces) та базидіоìіöетових (Cryptococcus, Rhodosporidium, 
Rhodotorula, Sporobolomyces) дріжджів [6]. Знайдено дріжджі, що зв’язані 
з ендеìі÷ною фауною глибоководних гідротерì Ñерединно-Àтланти÷ного 
хребта і Південно-Òихоокеанського басейну. Філогенети÷ний аналіз по-
слідовностей генів 26S рÐНÊ показав, що ізольовані культури дріжджів 
належали до родів: Rhodotorula, Rhodosporidiu�, Candida, Cryptococcus 
и Debaryo�yces [3]. 

Ñпеöіалізаöія на виконанні певних функöій ìікроорганізìів призводить 
до форìування у них характерного коìплексу ìорфологі÷них, фізіоло-
гі÷них і біохіìі÷них властивостей. Òак, дріжджі ізольовані із перифітона 
систеì гідробіологі÷ної о÷истки ìорської води в акваторії Нафтогавані 
Ñевастопольської бухти використовували нафту та нафтопродукти як 
єдине джерело вуглеöю та енергії [2].

Ìетою дослідження було визна÷ення ÷исельності та таксоноìі÷ного 
складу дріжджів прибережних вод акваторії острова Зìіїний, що зна-
ходиться на шляху водних потоків ріки Дунай, яка збирає сті÷ні води 
більшості країн Європи. Ó öій ÷астині Чорного ìоря продовжується 
трансфорìаöія та деградаöія полютантів та форìування зìіненої ìікро-
біоти. Вив÷ення ÷исельності та біологі÷ної різноìанітності, зокреìа таких 
ìало вив÷ених на сьогодні ìікроорганізìів, як ìорські дріжджі, в öьоìу 
районі набуває важливого зна÷ення.

Ìатеріали та методи
Добір проб для досліджень здійснювали з поверхневого шару 

(0–50 сì) в липні 2009 р. на сеìи прибережних і одній віддаленій стан-
öіях, розташованих рівноìірно навколо острова Зìіїний (рис. 1). 

Ðис. 1. Схема розташування станцій добору проб у прибережних  
водах акваторії о. Зміїний

Fіg. 2. Scheme of probe samplіng statіons' locatіon at Zmііnyі  
іsland coastal water area
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              f
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Чисельність дріжджів визна÷али ìетодоì ìеìбранних фільтрів [6]. 
Фільтри (Millipore Filter Corporation) з діаìетроì пор 0,22 ìкì поìіщали 
на середовище Ñабуро з додаванняì антибіотиків хлораìфеніколу (150 
ìкг/ìл) та тетраöикліну (100 ìкг/ìл) для пригні÷ення росту бактерій) та 
інгібіторів росту ìіöеліальних грибів – бенгальського рожевого (0,003%) 
та кристалі÷ного фіолетового (0,001%) [6, 7]. Всі дослідження проводили 
в трьох повторах. Êультивування дріжджів здійснювали при 20 °Ñ. Під-
рахунок колонієутворювальних одиниöь (ÊÓО) провадили ÷ерез 3 доби 
культивування.

 Iзольовані штаìи дріжджів культивували на середовищі Ñабуро. 
Визна÷ення таксоноìі÷ної приналежності ізольованих культур дріжджів 
здійснювали за ìорфологі÷ниìи, фізіологі÷ниìи та біохіìі÷ниìи ознакаìи 
згідно класи÷ної схеìи за визна÷никоì та даниìи літератури [7]. 

Ñтатисти÷не опраöювання результатів проводили згідно стандартних 
ìетодик [9].

Ðезультати дослідження та їх обговорення
Проведені дослідження показали, що ÷исельність дріжджів в прибе-

режних водах акваторії острова в липні 2009 р. коливалася у вузькоìу 
діапазоні від 202½103 до 760½103 ÊÓО/л (табл. 1). Ñередня ÷исельність 
становила 451½103 ÊÓО/л. Чисельність ÷ервоних дріжджів була в ìежах 
від 11½103 ÊÓО/л до 250½103 ÊÓО/л. На станöії l ÷ервоні дріжджі не 
були виявлені. Чисельність ÷орних дріжджів становила від 130½103 до 
150½103 ÊÓО/л. На станöіях f, j, k, l, m ÷орні дріжджі не були виявлені.

Òаблиöя 1

Загальна чисельність дріжджів (½10і ÊУÎ/л) в воді акваторії о. Зміїний 
Table 1

General yeast cell number  (½10і CFU/l) іn marіne water of Zmііnyі  basіn

Станція 
Загальна чисельність 

дріжджів
Червоні дріжджі

(каротинсинтезувальні)
Чорні дріжджі

(меланінсинтезувальні)

g 749±26 190±10 130±6

h 550±10 120±7 140±7

f 370±15 250±12 -

і 760±37 120±6 150±6

J 202±26 11±5 -

k 376±13 17±7 -

l 265±11 - -

� 342±7 15±6 -
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Відоìо, що основниì природниì резервуароì дріжджів є ґрунт та 
рослини суші. Ó воді станöій, що ìежують з відкритиìи ґрунтаìи та 
рослинниìи решткаìи берега, виявлено певне збільшення ÷исельності 
дріжджової ìікробіоти. Найбільша щільність дріжджів встановлена на 
станöії g (до 749½103 ÊÓО/л), яка ìежує з пологиì ґрунтовиì берегоì 
острова та і (760½103 ÊÓО/л). Öей район характеризується великою 
кількістю ìорських водоростей – кладофори, ульви та ентероìорфи, які 
є, о÷евидно, багатиì джерелоì органі÷них ре÷овин для öих ìікроорга-
нізìів.  

Ñеред виявлених переважали каротинсинтезувальні дріжджі. Пред-
ставники ìеланінсинтезувальних дріжджів най÷астіше виділялися на 
станöії і.

Дріжджі, що постійно ìешкають в ìорській воді, набувають влас-
тивостей, які дають ìожливість подальшого існування та виживання в 
даноìу біогеоöенозі. В ході досліджень ізольовано 42 штаìи переважаль-
них представників ìорських дріжджів, охарактеризовано їх ìорфологі÷ні, 
біохіìі÷ні, фізіологі÷ні властивості та проведено їх ідентифікаöію. 

Проведені дослідження дозволили ідентифікувати 11 видів дріжджів 
(табл. 2), що належать до 5 родів (Cryptococcus albidus, C. neofor�ans, 
Aureobasidiu� pullulans, Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, 
C. tropicalis, Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. �inuta, Saccharo�yces 
cerevisiae). Чотири досліджені представники ідентифіковано лише до 
роду (Сryptococcus, Candida, Pichia, Rhodotorulla). 

Ó результаті проведених досліджень найбільша таксоноìі÷на різно-
ìанітність дріжджів виявлена на станöії g, де зареєстровано присутність 
11 видів (8 ідентифікованих та 3 не ідентифікованих). Öе і не дивно, 
оскільки вода на станöії g, розташованої в районі порту, є найбільш 
забрудненою. Ñлід відзна÷ити, що на öій станöії встановлено також най-
більшу ÷исельність дріжджової ìікробіоти. Ðайони акваторії, що ìежують 
із високиì скелястиì берегоì, характеризуються найìеншиì ÷ислоì ви-
дів – 4 (станöії h та j). В інших районах виявлено 6–7 видів дріжджів.

Найпоширенішиìи в прибережних водах острова виявилися пред-
ставники не ідентифікованих видів Rhodotorula spp. (на 7станöіях із 8), 
Candida spp. (на 6 станöіях із 8) та виду Rhodotorula rubra (на 6 станöіях із 
8). Найбільш ÷исельниìи були представники Rhodotorula spp., Rhodotorula 
rubra та Aureubasidiu� рullulans. Їх ÷астка складала до 64,3%. Åпізоди÷но 
виявлялися представники родів Saccharo�yces та Pichia. 

 Iз групи сахаробіонтів («справжні» дріжджі, що характеризуються 
відсутністю пігìентаöії, розвинених ìіöеліальних структур, хлаìідоспор, 
слизових капсул, а також здатністю до бродіння) знайдено Saccharomyces 
cerevisiae лише на одній станöії l та в невеликій кількості (20½103 ÊÓО/л), 
що пояснює відсутність в ìорськоìу середовищі легкодоступних дже-
рел вуглеöю, до яких вони найбільш пристосовані. Éìовірно виявлені 
сахароìіöети потрапили в ìорське середовище з прибережних рослин.
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Òаблиöя 2

Чисельність представників окремих родів та видів дріжджів (½103 ÊУÎ/л) 
в воді акваторії о. Зміїний

Table 2

Number of certaіn yeast genera and specіes (½103 CFU/l) 
іn marіne water of Zmііnyі basіn

Âид
Станція відбору проб

g h f i j k l м

Aureobasidiu� 
pullulans

130±6 140±6 - 150±6 - - - -

Candida spp. 79±1 - 15±1 - 6±1 18±1 29±1 27±1

Candida 
albicans

10±1 - 10±1 - 6±1 13±1 12±1 -

Candida 
glabrata

- - - - - - 17±4 20±4

Candida 
parapsilosis

41±1 - - - - 5±1 - -

Candida 
tropicalis

10±2 - 5±2 - - - - 5±2

Cryptococcus 
spp.

68±11 - 15±11 15±11 - - 144±11 -

Cryptococcus 
albidus

34±5 - - 10±5 - - 26±5 -

Cryptococcus 
neofor�ans

17±2 - 5±2 5±2 - - - -

Pichia spp. 10±5 - - - - - 17±5 -

Rhodotorula 
spp.

190±28 220±28 250±28 340±28 110±28 170±28 - 150±28

Rhodotorula 
glutinis

10±2 - - - - 40±2 - -

Rhodotorula 
�inuta

- 20±11 70±11 - - - - 40±11

Rhodotorula 
rubra

150±19 170±19 - 240±19 80±19 130±19 - 100±19

Saccharo�yces 
cerevisiae

- - - - - - 20±1 -

Òиповиìи представникаìи дріжджів-фітобіонтів, що виявлені в ак-
ваторії навколо острова Зìіїний є представники роду Rhodotorula (до 
3,4½103  ÊÓО/л). Зна÷на кількість дріжджів-фітобіонтів в прибережних 
водах острова пояснюється наявністю в öьоìу районі заростей водоростей-
ìакрофітів, які зна÷ною ìірою форìують уìови для існування інших 
організìів, у тоìу ÷ислі і для дріжджів. За рахунок розвинених капсул 
клітини öих дріжджів здатні до адгезії на поверхні ìорських водоростей. 
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В прибережній акваторії острова найширше представлена ìорфолого-
фізіологі÷на група сапробіонтів (роди Candida, Aureobasidiu�, Pichia, 
Cryptococcus), які ìають високу гідроліти÷ну активність і беруть у÷асть у 
деструкöії органі÷них решток, продовжую÷и трансфорìаöію та деструкöію 
полютантів, що приносять водні потоки ріки Дунай.

До складу групи дріжджів-опортуністів відносять представників, що 
викликають захворювання людини та тварин. Ó досліджуваноìу райо-
ні ідентифіковано представників родів Candida (до 79½103 ÊÓО/л) та 
Cryptococcus (до 114½103 ÊÓО/л), для яких характерниì є протеоліти÷на 
активність та здатність до адгезії.

Отже, в прибережних водах акваторії острова Зìіїний ÷исельність 
дріжджів коливалася у вузькоìу діапазоні від 220½103 до 760½103 ÊÓО/л. 
Проведені дослідження дозволили ідентифікувати 15 видів дріжджів, що 
належать до 6 родів Cryptococcus, Aureobasidiu�, Candida, Rhodotorula, 
Saccharo�yces, Pichia. Найбільш поширениìи в прибережних водах 
острова виявилися представники не ідентифікованих видів Rhodotorula 
spp., Candida spp. та виду Rhodotorula rubra. Найбільша ÷исельність 
та таксоноìі÷на різноìанітність дріжджів виявлена на станöії g, що 
розташована в районі порту і ìає найбільший антропогенний вплив, та 
станöії і – з великою кількістю ìорських водоростей. Представники 
усіх ідентифікованих видів є типовиìи косìополітаìи і досить широко 
розповсюджені в інших біотопах Зеìлі [5, 6]. 
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ЧÈСËÅÍÍÎСÒЬ È ÒÀÊСÎÍÎÌÈЧÅСÊÈÉ СÎСÒÀÂ ÄÐÎЖЖÅÉ 
ПÐÈÁÐÅЖÍÎÉ ÀÊÂÀÒÎÐÈÈ ÎСÒÐÎÂÀ ЗÌÅÈÍЫÉ

Ðеферат

Впервые для прибрежных вод острова Зìеиный изу÷ены ÷ислен-
ность и таксоноìи÷еский состав дрожжевой ìикробиоты. Показано, 
÷то ÷исленность дрожжей колебалась в узкоì диапазоне от 202½103 до 
760½103 ÊОÅ/л. Проведенные исследования позволили идентифиöиро-
вать 11 видов дрожжей, относящихся к 6 родаì (Cryptococcus albidus, 
C. neofor�ans, Aureobasidiu� pullulans, Candida albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. tropicalis, Rhodotorula rubra, R. glutinis, R. �inuta, 
Saccharo�yces cerevisiae). Четыре представителя идентифиöировано 
только до рода (Сryptococcus, Candida, Pichia, Rhodotorulla). Предста-
вители всех 11 идентифиöированных видов являются типи÷ныìи косìо-
политаìи и достато÷но широко распространены в других биотопах Зеìли. 
Наиболее распространенныìи в прибрежных водах акватории острова 
оказались представители не идентифиöированных видов Rhodotorula 
spp., Candida spp. и вида Rhodotorula rubra. Наибольшая ÷исленность 
и таксоноìи÷еское разнообразие дрожжей обнаружены в районе порта, 
где в основноì осуществляется хозяйственная деятельность.

Ê лю÷ е вые  с л о в а : дрожжи, ÷исленность, таксоноìи÷еский состав, 
акватория, остров Зìеиный.
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ABUNDANCE AND TAXONOMIC COMPOSITION OF THE 
COASTAL AREA OF YEASTS OF ZMIINIY ISLAND

Summary

Coastal waters for the first time Snake Island studied the number and 
taxonomic composition of yeast microbiota. It is shown that the number 
of yeast varied in a narrow range from 220½103 to 760½103 cfu/l. Research 
has identified 11 species of yeasts belonging to 6 genera (Cryptococcus 
albidus, C. neofor�ans, Aureobasidiu� pullulans, Candida albicans, 
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, Rhodotorula rubra, R. glutinis, 
R. �inuta, Saccharo�yces cerevisiae). Identified only four members of 
the genus (Cryptococcus, Candida, Pichia, Rhodotorulla). Representatives 
of all 11 identified species are typical cosmopolitan and fairly common in 
other habitats of the Earth. The most common in the coastal waters of 
the waters of the island were the representatives of unidentified species of 
Rhodotorula spp., Candida spp. and the type of Rhodotorula rubra. The 
greatest number and taxonomic diversity of yeast found in the port area 
and the economic activities of inhabitants.

K e y  w o r d s : yeast, abundance, taxonomic composition, water area, 
Zmiiniy Island.
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УСÒÎÉЧÈÂÎСÒЬ ÌÈÊÐÎÌÈÖÅÒÎÂ Ê СÎÂÌÅСÒÍÎÌУ 
ÄÅÉСÒÂÈЮ СÎÅÄÈÍÅÍÈÉ ÒßЖÅËЫÕ ÌÅÒÀËËÎÂ

Иссëедована устойчивость микромицетов к совместному действию 
азотнокисëыõ соединений кадмия, цинка, меди, никеëя и свинца. Самы�
ми чувствитеëьными к минимаëьному содержанию (0,75 ПДК) соеди�
нений тяжеëыõ метаëëов в среде Чапека быëи Absidia butleri Lendn, 
Mortierella vaneсаe Dixon�Stewart, Cunningha�ella echinulata Thaxter, 
Curvularia tuberculata Jain и Fusariu� solani (C. Mart.) Appel et Wollenw, 
тоãда как у Trichoder�a longibrachiatu� Rifai, Alternaria alternatа (Fr.) 
Keissl, Penicilliu� sp4 и Mucor globоsus Ficher набëюдаëся умеренный 
рост даже при максимаëьной концентрации (50 ПДК). Наибоëь�ее 
инãибирование синтеза биомассы (в 7,3 раза) при концентрации ионов 
тяжеëыõ метаëëов в среде 3 ПДК отмечено у Penicilliu� sp1.

К ëюч е вы е  с ë о в а : микромицеты, тяжеëые метаëëы, устойчивость, 
биомасса.

В результате повышенной антропогенной нагрузки эдафотопы 
проìышленных регионов Óкраины загрязнены разли÷ного рода поллю-
тантаìи, в ÷астности,  соединенияìи тяжелых ìеталлов.  Накапливаясь 
в по÷ве, последние негативно влияют на ìикроорганизìы, в тоì ÷исле, 
и на ìикроскопи÷еские грибы, приводя к изìенению видового состава 
ìикробного öеноза. Êроìе этого, ìикроìиöеты ìогут быть индикаторныìи 
видаìи и использоваться в ìониторинге антропогенной нагрузки на 
эдафотопы [5, 6].

Для прогнозирования последствий загрязнения по÷в ионаìи тяжелых 
ìеталлов öелесообразныì является изу÷ение законоìерностей пере-
стройки структуры и функöионирования коìплекса ìикроìиöетов при 
воздействии разли÷ных конöентраöий токсикантов, поскольку иìенно 
высокая устой÷ивость  ìикроìиöетов к тяжелыì ìеталлаì позволяет 
заниìать определенныì видаì доìинирующее положение в ìикробноì 
öенозе загрязненных по÷в. В настоящее вреìя известно несколько типов 
взаиìодействия ìикроìиöетов с тяжелыìи ìеталлаìи, которые обуслав-
ливают их высокую устой÷ивость: ограни÷ение поглощения токси÷ных 
элеìентов, отложение их в клетке в безопасной форìе, исклю÷ение из 

© В.Н. Гришко, О.Н. Êориновская, 2012 
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ìетаболизìа у÷астка, ÷увствительного к определенноìу ìеталлу [10]. 
Одниì из интегральных показателей ÷увствительности организìов к 
изìеняющиìся условияì внешней среды является коли÷ество проду-
öируеìой биоìассы. В по÷вах тундры основной ÷астью ìикробиоöе-
ноза являются ìикроìиöеты. Биоìасса их в верхних корнеобитаеìых 
горизонтах по÷вы составляет порядка 75–80% от общей ìикробной 
биоìассы [1]. Ìикроскопи÷еские грибы являются одниìи из активных 
продуöентов органи÷еского вещества по÷вы. Ðазлагая растительные и 
животные остатки, они приниìают непосредственное у÷астие в обра-
зовании гуìуса, а также осуществляют ìинерализаöию разнообразных 
веществ [11]. Хотя отдельное влияние кадìия, никеля, öинка, ìеди и 
свинöа на синтез биоìассы некоторыìи ìикроìиöетаìи изу÷ено, оста-
ются невыясненныìи эффекты влияния коìплекса соединений тяжелых 
ìеталлов на продуöирование иìи биоìассы [9, 10]. Öелью работы была 
оöенка действия разли÷ных соединений тяжелых ìеталлов на рост 
по÷венных ìикроìиöетов.

Ìатериалы и методы 
Ìатериалоì для исследования являлись культуры ìикроìиöетов, 

выделенные из технозеìов проìышленных предприятий г. Êривого Ðога 
и ÷ернозеìа обыкновенного (всего 49 штаììов).   Èх идентификаöию 
проводили по определителяì оте÷ественных и зарубежных авторов [7, 
12, 13, 14]. Чувствительность ìикроìиöетов к тяжелыì ìеталлаì оöени-
вали при  культивировании  на среде Чапека  с добавлениеì Cd(NO3)2 ½ 
4H2O, Cu(NO3)2 ½ 3H2O, Ni (NO3)2 ½ 6H2O, Zn (NO3)2 ½ 6H2O и Pb 
(NO3)2 из рас÷ета предельно допустиìых конöентраöий (ПДÊ) каждого 
элеìента (Cu – 3,0; Cd – 3,0; Ni – 4,0; Pb – 20,0 и Zn – 23,0 ìг/л) в 
конöентраöиях 0,75; 1; 3; 5; 7; 10; 15; 20 и 50 ПДÊ [4]. Ðост колоний на 
агаризованной среде Чапека, не содержащей соединений тяжелых ìета-
ллов, был контролеì. 

Для изу÷ения способности накапливать биоìассу были отобраны  
как доìинантные, так и типи÷ные ÷астые в ìикробиоöенозах природных 
и загрязненных эдафотопах штаììы, а также разли÷ные по устой÷и-
вости к тяжелыì ìеталлаì [5]. Trichoder�a longibrachiatu� Rifai, Al�Al�
ternaria alternatа (Fr.) Keissl, Aspergillus niger Tiegh, A. wentiі Thom 
et Church, Fusariu� oxysporu� E.F.Sm. Et Swingle и Penicilliu� sp1 
культивировали 14 суток в кони÷еских колбах объеìоì 250 ìл с 50 ìл 
жидкой среды Чапека с добавлениеì Cd(NO3)2 ½ 4H2O, Cu(NO3)2 ½ 3H2O, 
Ni(NO3)2 ½ 6H2O и Zn(NO3)2 ½ 6H2O в конöентраöиях 0,5; 1; 1,5; 2 и 3 
ПДÊ при 27 °C. Вес грибной биоìассы определяли гравиìетри÷ески после 
фильтрования, проìывания бидистиллированной водой и высушивания 
при 105 °C до постоянного веса [8].
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Ðезультаты и их обсуждение 
Êак видно из таблиöы, ìикроìиöеты иìеют разную ÷увствительность 

к повышенноìу содержанию тяжелых ìеталлов. Наши экспериìенты 
показали, ÷то 10% тест-штаììов (A.  butleri, M. vaneсeа, C.  echinulata, 
C.  tuberculata и  F. solani) проявляли наибольшую ÷увствительность к 
ионаì тяжелых ìеталлов и прекращали рост уже при их ìиниìальной 
конöентраöии. Ñ увели÷ениеì  содержания токси÷еских соединений  в 
питательной среде до 3 ПДÊ росли 81% культур ìикроìиöетов. При 
повышении конöентраöии до 5 ПДÊ отсутствие роста наблюдалось у 
24% исследованных штаììов (кроìе пере÷исленных выше, также у 
M. corticola, B. cinerea, A. wentiі). На среде с содержаниеì соединений 
тяжелых ìеталлов 7 ПДÊ наблюдали отсутствие роста только A. glausa. Ñ 
последующиì увели÷ениеì конöентраöии до 10 ПДÊ неустой÷ивыìи ока-
зались представители родов Absidia, Botrytis, Cladosporiu�, Curvularia, 
Cunningha�ella, Eupenicilliu� sp. и Paecilo�yces.

Однако 39% изу÷енных ìикроìиöетов, относящихся к родаì 
Alternaria, Aspergillus, Cheto�iu�, Fusariu�, Hu�icola, Mortierella, 
Mucor, Penicilliu� и   Trichoder�a, проявляли относительную резистент-
ность к действию ионов тяжелых ìеталлов в среде в конöентраöии до 
15 ПДÊ. При÷еì из них хороший и слабый рост иìели 68%. Óстой÷и-
вость к изу÷енноìу коìплексу соединений тяжелых ìеталлов проявляли 
Penicilliu� sp1, A. nidulans, A. ustus, M. isabelina, F. oxysporu�, F. ja�
vanicu�, C. globosu�, H. brevis и A. fu�igatus, которые  иìели хороший 
и слабый рост при конöентраöии 20 ПДÊ, тогда как ÷увствительныìи 
к отìе÷енноìу содержанию тяжелых ìеталлов оказались Penicilliu�  
sp5, M. jenkini, A. niger, A. ochraceus, T. viride и M. pirifor�is. Ñаìую 
высокую резистентность к азотнокислыì соединенияì ìеди, öинка, ни-
келя, кадìия и свинöа проявляли лишь T. longibrachiatu�, A. alternatа, 
Penicilliu� sp4 и M. globosus, которые росли даже при их ìаксиìальной 
конöентраöии.

Èнтенсивность накопления биоìассы у разли÷ных ìикроìиöетов зави-
сит от скорости ìетаболи÷еских проöессов и является видоспеöифи÷еской 
характеристикой [6]. Поэтоìу в последующих экспериìентах использова-
лись виды, у которых она зна÷ительно разли÷алась. Òак, данные рисунка 
свидетельствуют, ÷то в условиях контроля наибольшей скоростью на-
копления биоìассы обладал A. wentii (574,1 ìг). В 1,2–1,6 раза ìеньше 
эти зна÷ения были у T. longibrachiatu�, F. оxysporu�, Penicilliu� sp1 
и  A. niger, тогда как биоìасса А. alternata составляла 162,7 ìг. Èз- ìг. Èз-ìг. Èз-
вестно, ÷то в разли÷ных экологи÷еских условиях другие факторы ìогут 
как стиìулировать, так и ингибировать ее синтез, выступая в последнеì 
слу÷ае лиìитирующиìи. Показано, ÷то селенат натрия в конöентраöиях 
10-7–10-4 г/л среды обуславливает увели÷ение на 30–121% скорости роста 
Penicilliu� chrysogenu�, P. nigricans, Fusidiu� coccineu�, Acre�oniu� 
chrysogenu� и накопления биоìассы [3].
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Ñоединения ìеди, серебра и ртути в конöентраöиях до 1 ПДÊ сти-
ìулировали накопление биоìассы и спороношение у ìикроìиöетов рода 
Penicilliu� [2].

В наших экспериìентах при совìестноì воздействии азотнокислых 
солей ìеди, öинка, никеля и кадìия уже при ìиниìальноì содержании 
тяжелых ìеталлов в среде наблюдалось ингибирование образования 
биоìассы у T. longibrachiatu�, F. oxysporu�, A. niger и Penicilliu� sp1, 
тогда как у A. alternata и A. wentii она статисти÷ески достоверно не 
отли÷алась от контроля. Вìесте с этиì, у первой группы видов большее 
снижение биоìассы (на 49–65%) было характерно для F. oxysporu� и 
A. niger. Возрастание конöентраöии ионов тяжелых ìеталлов до 1 и 1,5 
ПДÊ приводило к уìеньшению накопления биоìассы всеìи ìикроìиöета-
ìи, при÷еì наиìеньшие теìпы (до 33%) были у A. alternata,а наибольшее 
(74,3%) – у Penicilliu� sp1. Полу÷енные результаты свидетельствуют 
как об увели÷ении синерги÷еского влияния ионов тяжелых ìеталлов, 
так и о его видоспеöифи÷ности. При ìаксиìальноì содержании тяжелых 
ìеталлов в среде биоìасса Penicilliu� sp1 уìеньшалась в 7,3 раза по 
сравнению с контролеì, у A. wentii и A. alternata до 5 раз, тогда как у 
остальных видов составляла 15–19% от контроля.

Ðис.1. Áиомасса микромицетов на среде Чапека с разным содержанием  
соединений тяжелых металлов (мг) 

Alternaria alternata (1), Trichoder�a longibrachiatu� (2), Fusariu� oxysporu� 
(3), Aspergillus niger (4), Penicilliu�  sp1(5), Aspergillus  wentii (6), * – стати-

сти÷ески достоверная разниöа относительно контроля, р<0.05.

Fіg.1. Bіomass of mіcromycetes on the Chapek medіum wіth dіfferent maіntenance 
of heavy metals compounds (mg)

 Alternaria alternata (1), Trichoder�a longibrachiatu� (2), Fusariu� oxyspo� oxyspo�oxyspo�
ru� (3), Aspergillus  niger (4), Penicilliu� sp1(5), Aspergillus  wentii (6), * – 

statistically reliable difference in relation to control at р<0.05.
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Наиболее ÷увствительныìи к ìиниìальноìу содержанию тяжелых 
ìеталлов в среде Чапека были 10% исследованных тест-штаììов, тогда 
как при их ìаксиìальной конöентраöии не переставали расти 8% куль-
тур ìикроìиöетов. Наибольшее ингибирование синтеза биоìассы (в 7,3 
раза) отìе÷ено у Penicilliu� sp1.
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СÒIÉÊIСÒЬ ÌIÊÐÎÌIÖÅÒIÂ ÄÎ СУÌIСÍÎЇ ÄIЇ СПÎËУÊ 
ÂÀЖÊÈÕ ÌÅÒÀËIÂ

Ðеферат

Досліджено стійкість ìікроìіöетів до суìісної дії  азотнокислих сполук 
кадìію, öинку, нікелю і плюìбуìу. Най÷утливішиìи до ìініìального вìісту 
(0,75 ГДÊ)  сполук важких ìеталів в середовищі Чапека були Absidia butleri 
Lendn, Mortierella vaneсаe Dixon-Stewart, Cunningha�ella echinulata 
Thaxter, Curvularia tuberculata Jain і Fusariu� solani (C. Mart.) Appel et 
Wollenw, тоді як у Trichoder�a longibrachiatu� Rifai, Alternaria alternatа 
(Fr.) Keissl, Penicilliu� sp4 і Mucor globоsus Ficher спостерігався по-
ìірний ріст навіть за ìаксиìальної конöентраöії (50 ГДÊ). Найбільше 
інгібування синтезу біоìаси (у 7,3 рази) за конöентраöії іонів важких 
ìеталів в середовищі 3 ГДÊ відìі÷ено у Penicilliu� sp1.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : ìікроìіöети, важкі ìетали, стійкість, біоìаса.

V.M. Gryshko, O.N. Korіnovska 
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 50, Marshaka str., Kryvyi Rig, 50089, Ukraine, tel.:+38 (097) 852 83 51, 

 е-mail: Korinovskaya2009@yandex.ru

MICROMYCETES STABILITY TO THE HEAVY METALS 
COMPOUNDS JOINT ACTION

Summary

It has been studied the micromycetes stability to the joint action of nitric 
acid compounds of cadmium, zinc, copper, nickel and lead. Most sensible 
to minimum maintenance (0.75 MPC) of heavy metals compounds in the 
Chapek medium were Absidia butleri Lendn, Mortierella vaneсаe Dixon-
Stewart, Cunningha�ella echinulata Thaxter, Curvularia tuberculata Jain 
and Fusariu  solani (C. Mart.) Appel et Wollenw, while at Trichoder�а 
longibrachiatu� Rifai, Alternaria alternatа (Fr.) Keissl, Penicilliu� sp4 
and Mucor globоsus Ficher moderate growth was observed even at a maxi- moderate growth was observed even at a maxi-
mal concentration (50 MPC). The most inhibition of biomass synthesis (in 
7.3 times) at the concentration of heavy metal ions in medium 3 MPC is 
marked at Penicilliu� sp1.

K e y  w o r d s : micromycetes, heavy metals, stability, biomass.
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 ÈЗÂËÅЧÅÍÈÅ ÐÅÄÊÈÕ È ÖÂÅÒÍЫÕ ÌÅÒÀËËÎÂ 
СÎÎÁЩÅСÒÂÎÌ ÌÈÊÐÎÎÐÃÀÍÈЗÌÎÂ ÈЗ ЗÎËЫ 

ÎÒ СЖÈÃÀÍÈß ПÀÂËÎÃÐÀÄСÊÎÃÎ УÃËß 

Цеëью работы быëо изучение способности к выщеëачиванию редкиõ 
и цветныõ метаëëов из зоëы от сжиãания Павëоãрадскоãо  уãëя на 
Ладыжинской тепëоэëектростанции сообществом микроорãанизмов 
сформировав�еãося в процессе õранения теõноãенноãо микробиоценоза. 
Ìетодом атомно�абсорбционной спектроскопии установëено, что в 
зоëе содержатся в промы�ëенныõ концентрацияõ медь, цинк, свинец, 
ãаëëий, ãерманий, оëово, ванадий, кобаëьт, аëюминий. Иссëедования 
по выщеëачиванию метаëëов из зоëы от сжиãания Павëоãрадскоãо 
уãëя проводиëи в усëовияõ бëаãоприятныõ дëя роста мезофиëьныõ 
ãетеротрофныõ микроорãанизмов, мезофиëьныõ ацидофиëьныõ õемо�
ëитотрофныõ бактерий и умеренно термофиëьныõ ацидофиëьныõ õе�
моëитотрофныõ бактерий. В процессе иссëедований показана высокая 
выщеëачивающая активность сообщества  ацидофиëьныõ õемоëито�
трофныõ бактерий, насеëяющиõ зоëу Ладыжинской ТЭС, относитеëьно 
ãермания, ãаëëия, кадмия и никеëя. В мезофиëьныõ усëовияõ в резуëь�
тате биоõимической деятеëьности сообщества õемоëитотрофныõ 
бактерий в раствор независимо от источника энерãии, практически 
поëностью переõодиëи ãерманий, ãаëëий и кадмий, а также до 76,6% 
никеëя.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : зоëа, уãоëь, ãетеротрофные микроорãанизмы, 
ацидофиëьные õемоëитотрофные бактерии,  биовыщеëачивание, редкие 
и цветные метаëëы.

Öенные коìпоненты, входящие в ìинеральную составляющую угля, 
конöентрируются в зольных уносах и золах в коли÷ествах, зна÷ительно 
превышающих их содержание в исходноì угле.  Поэтоìу отходы, обра-
зующиеся в проöессе сжигания  угля,  в последнее вреìя привлекают к 
себе особое вниìание как сырье для полу÷ения таких редких ìеталлов, 
как герìаний и галлий, а также öелого ряда öенных öветных ìеталлов 
(алюìиний, ìедь, железо, кадìий, никель и т.д.) [10].

© È.À. Блайда, Ò.В. Васильева, Л.È. Ñлюсаренко, В.Ф. Хитри÷, В.À. Èваниöа, 2012
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Для извле÷ения ìеталлов из исходного сырья приìеняют отработанные 
пиро-  и гидроìеталлурги÷еские ìетоды, предусìатривающие использо-
вание сильных кислот и оснований, высоких теìператур и давления 
[10, 13]. В связи с ужесто÷ениеì ìер по охране окружающей среды 
стандартные хиìи÷еские  ìетоды неöелесообразны как с экологи÷еских, 
так и с эконоìи÷еских позиöий. В сложившейся ситуаöии возникает обо-
снованная необходиìость разработки и внедрения совреìенных ìетодов 
биотехнологи÷еского выщела÷ивания ìеталлов [1, 4, 5]. 

Êлю÷евыì фактороì, определяющиì скорость и степень извле÷ения 
ìеталлов,  является  состав и окислительная активность ìикробного 
öеноза  ìеталлсодержащих техногенных отходов. Èзу÷ение ìикробного 
состава ìинерального сырья природного происхождения свидетельствует 
о нали÷ии в них представителей ìезофильных и уìеренно терìофильных 
серуокисляющих бактерий. Оöенка их биогеохиìи÷еской активности 
показывает, ÷то эти ìикроорганизìы в природных условиях играют 
важную роль в выщела÷ивании ìеталлов из сульфидных руд [6, 7, 9]. 
Àналоги÷ные проöессы ìогут происходить и в ìинеральноì сырье тех-
ногенного происхождения. 

В связи с этиì öелью работы было изу÷ение способности извлекать 
редкие и öветные ìеталлы из золы от сжигания Павлоградского угля 
на Ладыжинской теплоэлектростанöии сообществоì ìикроорганизìов, 
сфорìировавшиìся в проöессе хранения.

    
Îбъекты и методы исследований
Объектоì исследования служили ìикроорганизìы техногенного би-

оöеноза, сфорìировавшегося естественныì путеì в проöессе хранения 
золы на  Ладыжинской ÒЭÑ, полу÷енной от сжигания Павлоградского 
угля. Зола представляет собой аìорфный пылевидный ìелкодисперсный 
продукт с однородныìи ÷астиöаìи серого öвета (разìероì ≤1,00±0,05 
ìì), содержащий выкристаллизованные вкрапления основных фаз сырья - 
кварöа α-SiO2, оксидов железа Fe2O3, алюìиния α-Al2O3,  кальöия, ìагния, 
калия, натрия, карбонатов и силикатов (рис.1а).  Ñодержание  в золе 
невыгоревшего углерода достигает 10,0%; SiO2 – 45,0%; серы – 2,0%. 
Основныìи öенныìи составляющиìи золы являются редкие и öветные 
ìеталлы (герìаний, галлий, свинеö, öинк, ìолибден, вольфраì, олово, 
бериллий, öирконий, висìут, селен, кадìий, ртуть и  др.)  в коли÷ествах, 
превышающих их проìышленно зна÷иìые конöентраöии (табл. 1).

Ñпособность ìикроорганизìов извлекать ìеталлы из золы изу-
÷али в условиях и в средах благоприятных для роста ìезофильных 
гетеротрофных бактерий, ìезофильных хеìолитотрофных аöидофильных 
бактерий и уìеренно терìофильных хеìолитотрофных аöидофильных 
бактерий.
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Ðис. 1. Ìикрофотографии золы Ëадыжинской ÒЭС до и после обработки 
сообществом хемолитотрофных бактерий

Fіg. 1. Photomіcrographs of the ash  of the Ladyzhynskaya TPP before and after 
chemolithotrophic bacteria community treatment 

Для роста ìезофильных гетеротрофных ìикроорганизìов использо-
вали питательную среду Горбенко с рН 7,0 [8]. Посевы инкубировали 
при теìпературе 30,0±2,0 °Ñ в те÷ение 5 суток. 

Для преиìущественного роста сообщества аöидофильных 
хеìолитотрофных бактерий использовали стандартную среду  Ñильверìа-
на и Лундгреìа 9Ê (состав, г/дì3: (NH4)2SO4 – 3,0; KÑl – 0,1; K2HPO4 – 
0,5; MgSO4 ½ 7H2O – 0,5; Ca(NO3)2 – 0,01; pH 2,0). 

Для сообщества ìезофильных хеìолитотрофных аöидофильных бак-
терий, окисляющих серу и ее  восстановленные соединения, в ка÷естве 
питательной среды использовали среду  Ñильверìана и Лундгреìа 9Ê  с 
тиосульфатоì или серой в ка÷естве энергети÷еского субстрата.  Êонöен-
траöия используеìых  исто÷ников энергии составляла 2,0 г/дì3 в пере-
с÷ете на ион S2+ [6].  Ìезофильные бактерии, использующие в ка÷естве 
исто÷ника энергии двухвалентное железо, выращивали на среде Ñиль-
верìана и Лундгреìа 9Ê с FeSO4½ 7H2O в коли÷естве 9,0 г/дì3  в пере-
с÷ете на ион Fe2+ [6]. Êультивирование ìезофильных хеìолитотрофных 
бактерий осуществляли при 30,0±2,0 °Ñ в те÷ение 5 суток.

  Для уìеренно терìофильных аöидофильных бактерий использо-
вали ìодифиöированную среду 9Ê*, рекоìендованную для представите-
лей рода Sulfobacillus (состав, г/дì3:  FeSO4 ½ 7H2O – 30,0; (NH4)2SO4 
–0,45; KCl – 0,1; K2HPO4 – 0,5; MgSO4 ½ 7H2O – 0,5; Ca(NO3)2   – 0,01; 
дрожжевой экстракт – 0,2, pH 2,0) [8,15]. Óìеренно терìофильных пред-
ставителей Acidithiobacillus культивировали на стандартной ìинеральной 
среде 9Ê с двухвалентныì железоì в коли÷естве 9,0 г/дì3 в перес÷ете 
на ион Fe2+, при теìпературе 45,0±2,0 °Ñ в те÷ение 5 суток [14]. 

Зна÷ения рН для сообщества ìезофильных и уìеренно терìофильных 
бактерий до≤2,0 доводили 1,0 N раствороì H2SO4.

     
а – до обработки                          б – после обработки 
 



94 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

².À. Áлайда, Ò.Â. Âасильєва, Ë.². Слюсаренко, Â.Ф. Õитрич, Â.Î. ²ваниця

Численность представителей сообщества гетеротрофных и 
хеìолитотрофных аöидофильных бактерий после 5 дней культивирования 
определяли путеì высева десятикратных последовательных разведений 
бактериальных суспензий на агаризованные среды того же состава. Êо-
ли÷ество спорообразующих бактерий определяли после предварительной 
терìообработки при 80,0 °Ñ в те÷ение 15 ìин.

Òакой ìетоди÷еский подход обеспе÷ивал возìожность обнаружения 
спектра разли÷ных  представителей аборигенной ìикробиоты и оöенить 
их вклад в проöессы извле÷ения ìеталлов [6, 8, 11]. 

Определение выщела÷ивающей активности ìикробного сообщества 
золы Ладыжинской ÒЭÑ проводили в колбах объеìоì 0,2 дì3 при по-
ддержании соотношения твердой и жидкой фаз 1:10. Для этого в колбы 
вносили по 2,0 г исследуеìого субстрата и добавляли по 20,0 ìл со-
ответствующей питательной среды, предпо÷тительной  для определенной  
группы ìикроорганизìов. В контрольных опытах золу перед внесениеì 
в питательную среду стерилизовали. О биогеохиìи÷еской активности 
аборигенной ìикробиоты  техногенных отходов  судили по конöентраöии 
ìеталлов, перешедших из твердой фазы в среду культивирования. Ñодер-
жание ìеталлов в растворах определяли ìетодоì атоìно-абсорбöионной 
спектроскопии на приборах ÀÀS-1 и Ñ-115ПÊ Selmi [12]. 

Достоверность полу÷енных результатов оöенивали по критерию 
Ñтьюдента. При определении содержания элеìентов в образöах отно-
сительное стандартное отклонение для трех повторяеìых изìерений не 
превышало 0,03–0,05. 

Ðезультаты и их обсуждение
Ðезультаты  коли÷ественного спектрального анализа (табл. 1) сви-

детельствуют о нали÷ии в исследуеìой золе öенных коìпонентов, в тоì 
÷исле галлия и герìания,  в коли÷ествах, достато÷ных для их рентабель-
ного извле÷ения  [2].

В сульфидных рудах и природных конöентратах öелевыìи ìеталлаìи 
являются ìедь, öинк, свинеö и железо. В исследуеìых наìи  техногенных 
отходах в ка÷естве öелевых были выбраны  редкие ìеталлы (герìаний, 
галлий), а также коìпоненты, содержание которых в ìинеральноì сырье 
позволяет отнести их к проìышленно-рентабельныì (табл. 1). 

Êак показали контрольные исследования во всех опытах в отсутствие 
ìикроорганизìов из твердой фазы в раствор переходит ìеньше 2,0% 
ìеталлов.

Êак следует из рис. 2 степень извле÷ения ìеталлов, в тоì ÷исле гер-
ìания и галлия, представителяìи сообщества гетеротрофных бактерий 
не превышала 10,0%. При этоì как образующие так и не образующие 
споры гетеротрофные бактерии росли достато÷но активно.
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    Òаблиöа 1 

Содержание металлов в золе Ëадыжинской ÒЭС, полученной от сжигания 
Павлоградского угля

Table 1

The metals content іn the  Ladyzhynskaya TPP ash receіved 
from the burnіng of Pavlograd coal 

Элемент
Промышленные

концентрации, мг/кг
Îбнаруженные

концентрации, мг/кг

Ìедь 45,0–60,0 50,0

Öинк 65,0–70,0 70,0

Ìарганеö (0,8–1,0)·103 700,0

Ñвинеö 18,0–22,0 30,0

Никель 80,0–120,0 50,0

Êадìий 45,0–55,0 2,0

Æелезо (1,5–2,0) ½103 73,9 ½ 103

Галлий 10,0–15,0 10,0

Герìаний 5,0–7,0 700,0

Олово 90,0–120,0 351,9

Хроì 190,0–210,0 99,1

Ванадий 140,0–160,0 214,5

Êобальт 37,0–42,0 116,1

Àлюìиний (2,5–5,0) ½ 103 59,4 ½103

Ê конöу пятых суток в среде накопилось 1,2±0,24 ½ 105 кл/ìл споро-
образующих и 4,5±0,28 ½105 кл/ìл не образующих споры гетеротрофных 
бактерий  (табл. 2). Эти данные, несоìненно, свидетельствует о тоì, ÷то 
представители этой группы ìикроорганизìов практи÷ески не приниìают 
у÷астия в освобождении ìеталлов из исследуеìых проб золы.

В среде благоприятной для роста сообщества ìезофильных 
аöидофильных хеìолитотрофных бактерий, окисляющих двухвалентное 
железо и тиосульфат, в раствор независиìо от исто÷ника энергии, прак-
ти÷ески полностью переходили герìаний, галлий и кадìий, а также до 
76,6% никеля (рис. 3). Ìаксиìальное коли÷ество ìарганöа, ìеди и öинка 
(10,7, 19,0 и 20,2%%, соответственно) ìезофильные хеìолитотрофные 
бактерии извлекали в среде с двухвалентныì железоì в ка÷естве 
энергети÷еского субстрата.
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Ðис. 2. Степень извлечения (%) металлов гетеротрофными бактериями из золы 
Ëадыжинской ÒЭС

Fіg. 2.The metals extractіon  degree  (%) by heterotrophіc bacterіa from the  
Ladyzhynskaya TPP ash

Ðис. 3. Степень извлечения (%) металлов мезофильными хемолитотрофными 
бактериями из золы Ëадыжинской ÒЭС

Fіg. 3.The metals extractіon  degree  (%) by mesophіlіc chemolіthotrophіc bacterіa 
from the  Ladyzhynskaya TPP ash
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Ñледует отìетить, ÷то в среде с  двухвалентныì железоì, 
эффективность извле÷ения ìеталлов была выше, ÷еì при использова-
нии других энергети÷еских субстратов (тиосульфата и серы). При этоì 
коли÷ество ìезофильных аöидофильных хеìолитотрофных бактерий на 
среде с  двухвалентныì железоì было наìного выше, ÷еì на средах с 
тиосульфатоì и серой, и составляло 6,6±0,64 ½104 кл/ìл. Полу÷енные 
результаты ìогут  свидетельствовать о ведущей роли в этоì сообще-
стве бактерий Acidithiobacillus ferrooxidans в проöессах бактериального 
выщела÷ивания ìеталлов в условиях данного экспериìента [3, 6, 7]. 

Ðис. 4. Степень извлечения (%) металлов  
умеренно термофильными хемолитотрофными бактериями  

из золы Ëадыжинской ÒЭС

Fіg. 4. The metals extractіon  degree  (%) by moderately 
thermophіlіc chemolіthotrophіc bacterіa from the   

Ladyzhynskaya TPP ash

Êоли÷ественные показатели извле÷ения ìеталлов из золы 
Ладыжинской ÒЭÑ разли÷ныìи представителяìи уìеренно терìофильных 
хеìолитотрофных бактерий на средах 9Ê и 9Ê* превышали 80% для 
герìания, галлия, кадìия и никеля (рис. 4). На среде 9Ê* бактерии из-
влекали из золы практи÷ески весь герìаний, 90% никеля и более 70% 
ìеди. Óìеренно терìофильные хеìолитотрофные аöидофильные бакте-
рии на обеих средах выщела÷ивали в отли÷ие от ìезофильных бактерий 
около 50% ìарганöа. 
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Òаблиöа  2

Численность бактерий (ÊÎÅ/мл) в средах выщелачивания металлов из золы 
Ëадыжинской ÒЭС (через 5 суток)

Table 2

Bacterіal quantіty (CFU/ml) іn the medіa of the metals leachіng from the 
Ladyzhynskaya TPP ash (after fіve days)

Ãетеротрофные
бактерии

Ìезофильные хемолитотрофные 
бактерии

Умеренно термофиль-
ные хемолитотрофные 

бактерии

Среда Ãорбенко
Среда 9Ê Среда 9Ê Среда 9Ê*

Èсточники энергии

oбразующие
споры

не образую-
щие споры

Na2S2O3 Sо Fe2+ Fe2+ Fe2+

1,2±0,24
 х105

4,5±0,28 
х105

3,5±0,43 
х103

1,5±0,24 
х102

6,6±0,64 
х104

6,4±0,37
 х108

6,4±0,59 
х107

Электронноìикроскопи÷еские исследования показали, ÷то биохиìи-
÷еская деятельность хеìолитотрофных аöидофильных бактерий сопровож-
дается  разрушениеì достато÷но устой÷ивых кристалли÷еских структур, 
образованиеì пустот и увели÷ениеì аìорфности субстрата (рис. 1б).  

Òакиì образоì, проведенные исследования показали, ÷то в проöес-
се хранения в золе, полу÷енной от сжигания Павлоградского угля на  
Ладыжинской ÒЭÑ, форìируется сообщество ìикроорганизìов, которое 
в определенных условиях экспериìента способны эффективно извле-
кать ряд редких и öветных ìеталлов. Èзвестно, ÷то в аöидофильных 
условиях накопительная культура хеìолитотрофных ìикроорганизìов 
вклю÷ает преиìущественно представителей бактерий, относящихся к 
родаì Acidithiobacillus, Sulfobacillus, Lеptospirillu�, Acidi�icrobiu�, а 
также археи, принадлежащие к родаì Acidianus, Sulfolobus, Ferroplas�a  
[3–7, 14, 15].  

Через 5 дней в ìезофильных условиях в результате биохиìи÷еской 
деятельности сообщества хеìолитотрофных бактерий в раствор незави-
сиìо от исто÷ника энергии, практи÷ески полностью переходили герìаний, 
галлий и кадìий, а также до 76,6% никеля.

Полу÷енные результаты позволяют с одной стороны судить об 
окислительно-восстановительных проöессах, протекающих в исследуеìых  
субстратах, с другой стороны – оöенить вклад разли÷ных групп бактерий 
в проöессы извле÷ения ìеталлов и разработать экологи÷ески ÷истые 
биотехнологии эффективного выщела÷ивания ìеталлов из техногенных 
отходов разли÷ного происхождения. 
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 ÂÈËУЧÅÍÍß  ÐIÄÊIСÍÈÕ ÒÀ ÊÎËЬÎÐÎÂÈÕ 
ÌÅÒÀËIÂ УÃÐУПÎÂÀÍÍßÌÈ ÌIÊÐÎÎÐÃÀÍIЗÌIÂ ЗÎËÈ 

ÂIÄ СПÀËЮÂÀÍÍß ПÀÂËÎÃÐÀÄСЬÊÎÃÎ ÂУÃIËËß

Ðеферат

Ìетою роботи було вив÷ення здатності до вилу÷ення рідкісних і 
кольорових ìеталів з золи від спалювання Павлоградського вугілля 
на Ладижинській теплоелектростанöії ìікроорганізìаìи техногенно-
го ìікробіоöенозу, який  сфорìувався в проöесі зберігання. Ìетодоì 
атоìно-абсорбöійної спектроскопії встановлено, що в золі ìістяться в 
проìислових конöентраöіях ìідь, öинк, свинеöь, галій, герìаній, олово, 
ванадій, кобальт, алюìіній. Дослідження з вилу÷ення ìеталів з золи від 
спалювання Павлоградського вугілля здійснювали в уìовах сприятли-
вих для росту ìезофільних гетеротрофних ìікроорганізìів, ìезофільних 
аöидофільних хеìолітотрофних бактерій і поìірно терìофільних аöидо-
фільних хеìолітотрофних бактерій. Ó проöесі досліджень показана ви-
сока вилуговую÷а активність спільноти аöидофільних хеìолітотрофних 
бактерій, що населяють золу Ладижинської ÒÅÑ. В ìезофільних уìовах 
в результаті біохіìі÷ної діяльності угруповання хеìолітотрофних бакте-
рій в роз÷ин  практи÷но повністю переходили герìаній, галій і кадìій, а 
також до 76,6% нікелю. 

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : зола, вугілля, гетеротрофні ìікроорганізìи, аöи-
дофільні хеìолітотрофні бактерії, біовилуговування, рідкісні і кольорові 
ìетали.
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EXTRACTION OF RARE AND NONFERROUS METALS BY   
MICROBIAL COMMUNITIES OF  THE ASH FROM BURNING  

PAVLOGRAD’S COAL  

Summary

The aim of the paper was to study the ability to leach rare and 
nonferrous metals from the ash from the combustion of Pavlograd coal 
in the Ladyzhynskaya power plant by microorganisms formed during 
storage of anthropogenic microbiota. It was found out by atomic absorption 
spectroscopy that the ash contained copper, zinc, lead, gallium, germanium, 
tin, vanadium, cobalt, aluminum in industrial concentrations. Studies on 
leaching of metals from the ash from the combustion of Pavlograd coal 
were conducted under the favorable growth of mesophilic heterotrophic 
microorganisms, mesophilic acidophilic chemolithotrophic bacteria and 
moderately thermophilic acidophilic chemolithotrophitic bacteria. During 
the study it was showed high activity of lixiviant community moderately 
thermophilic acidophilic chemolithotrophic bacteria inhabiting the ash of the 
Ladyzhynskaya TPP regarding germanium, gallium, cadmium and nickel. 
Almost completely germanium, gallium, cadmium and to 76.6% nickel 
extracted in solution in mesophilic conditions by the biochemical activity of 
community of chemolithotrophic bacteria regardless of the source of energy. 

Key words: ash, coal, heterotrophic microorganisms, acidophilic 
chemolithotrophic bacteria, bioleaching, rare and nonferrous metals.
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ÍÀУÊÎÂÎ-ПÐÀÊÒÈЧÍÀ ÊÎÍФÅÐÅÍÖ²ß  

«СУЧÀСÍI ÐÅСУÐСÎЗÁÅÐIÃÀЮЧI ÒÅÕÍÎËÎÃIЇ.  
ПÐÎÁËÅÌÈ ÒÀ ПÅÐСПÅÊÒÈÂÈ» 

Україна, м. Îдеса, 1-5 жовтня 2012

II Ìіжнародна науково-практи÷на конференöія «Ñу÷асні ресурсозбері-
гаю÷і технології. Проблеìи і перспективи» уже вдруге пройшла в ì. Одесі 
(Óкраїна) на базі Біотехнологі÷ного науково-нав÷ального öентру Одеського 
наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова з 1 по 5 жовтня 2012 року.

Захід відбувся за у÷астю ÀÒ «Öентр наук про Зеìлю, ìеталургію та 
збага÷ення» Ðеспубліки Êазахстан в раìках договору про науково-техні÷не 
співробітниöтво за підтриìки:

– Ìіністерства освіти і науки, ìолоді та спорту Óкраїни
– Ìіністерства екології та природних ресурсів Óкраїни
– Òовариства ìікробіологів Óкраїни іìені Ñ.Ì. Виноградського
– Ñпілки біологів і біотехнологів Одеси.
До по÷атку роботи конференöії було сфорìовано програìу та видано 

збірник ìатеріалів конференöії, який вклю÷ив 64 доповіді на 342 сторінках. 
Ó роботі конференöії взяли у÷асть понад 100 в÷ених з Óкраїни, Ðеспубліки 
Êазахстан, Ðосії та Àзербайджану.

В ході роботи конференöії було заслухано 6 пленарних, 36 усних та 
представлено 38 стендових доповідей за основниìи секöіяìи: 

1. Проìислові відходи як вторинна сировина. 
2. Проìислові біогеотехнології. Біоенергетика. 
3. Ðаöіональне використання природних ресурсів.
Голова оргкоìітету конференöії проректор Одеського наöіонального 

університету, професор, доктор біологі÷них наук В.О. Iваниöя, а також 
÷лени ìіжнародного наукового оргкоìітету конференöії у присутності 
журналістів, офіöійних представників уро÷исто оголосили про відкриття 
заходу. Êонференöій, присвя÷ених глобальниì і локальниì екологі÷ниì 
проблеìаì в Óкраїні і в країнах ÑНД, проходить ÷иìало. Відìінною ри-
сою даного форуìу є надання особливої уваги найперспективнішоìу і 
екологі÷но безпе÷ноìу на сьогоднішній день підходу до переробки відходів 
– біотехнологі÷ноìу, питанняì переробки відходів з вилу÷енняì із них 
кольорових, рідкісних, дорогоöінних ìеталів, а також питанняì екологізаöії 
біоетанольного виробниöтва і використання альтернативних енергоресур-
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сів. Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова і створений 
на його базі Біотехнологі÷ний науково-нав÷альний öентр проводить таку 
конференöію вже вдруге, оскільки саìе тут останніì ÷асоì активно і 
успішно розвиваються багато з öих напряìів наукових досліджень. 

Êонференöія ìала науково-практи÷ний характер. Ìета – обìін досві-
доì, науковиìи і практи÷ниìи досягненняìи, визна÷ення основних тенден-
öій, перспектив розвитку і координаöія зусиль в÷ених і представників під-
приєìств з утилізаöії проìислових відходів і оздоровлення навколишнього 
середовища, зìіöнення контактів ìіж заöікавлениìи сторонаìи, залу÷ення 
до проблеìи уваги інвесторів, проìисловöів, підприєìöів, гроìадськості, 
влади, ЗÌI.

Ó проöесі наси÷еної конструктивної роботи у÷асники знайшли нових 
партнерів по науково-техні÷ноìу співробітниöтву, з обìіну практи÷ниìи 
і науковиìи результатаìи.

Ó÷асникаìи конференöії було відзна÷ено високий рівень фундаìенталь-
них і прикладних досліджень, представлених у доповідях, а також актив-
ну у÷асть у роботі конференöії та зрослий інтерес до наукових проблеì 
ìолодих в÷ених Óкраїни, Êазахстану і Ðосії. Було висловлено побажання 
зробити такий форуì традиöійниì з періоди÷ністю три роки  і провести 
III-ю Ìіжнародну науково-практи÷ну конференöію «Ñу÷асні ресурсозбері-
гаю÷і технології. Проблеìи і перспективи» в ì. Одесі (Óкраїна) у вересні 
2015 року з необхідністю залу÷ення до роботи конференöії у÷асників з 
боку профільних ìіністерств, проìислових підприєìств і бізнесìенів для  
встановлення необхідних взаєìовідносин «наука-виробниöтво».

Докладнішу інфорìаöію конференöію, про плани та перспективи про-
ведення III Ìіжнародної науково-практи÷ної конференöії «Ñу÷асні ресур-
созберігаю÷і технології. Проблеìи і перспективи»  ÷итайте на офіöійноìу 
сайті заходу: http://www.mrst.onu.edu.ua.

Áлайда I.À., 
канд. техн. наук 
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²ÍФÎÐÌÀÖIÉÍÅ ПÎÂIÄÎÌËÅÍÍß ÄËß ÀÂÒÎÐIÂ

Науковий журнал «Ìікробіологія і біотехнологія» запрошує Вас  до 
співпраöі з питань висвітлення результатів нау кових досліджень у галузі 
ìікробіології і біотехнології. 

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

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

Ìова (мови) видання: українська, російська, англійська.

Ðубрики журналу: «Оглядові та теорети÷ні статті», «Åкспериìен-
тальні праöі», «Дискусії», «Êороткі повідоìлення», «Хроніка наукового 
життя», «Ñторінки історії», «Ювілеї і дати», «Ðеöензії», «Êнижкова 
полиöя».

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

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

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

До друку прийìаються статті (2 приìірники) обсягоì не більше 10 
сторінок (з урахуванняì рисунків, таблиöь і підписів до них, анотаöії, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., реöензії – до 3 стор., 
короткі повідоìлення – до 2 стор.

До рукопису додається електронний  варіант статті ìовою оригіна-
лу та англійською ìовою на дискові (Word, шрифт Times New Roman, 
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ІНФОÐÌÀÖІÉНÅ ПОВІДОÌЛÅННЯ ДЛЯ ÀВÒОÐІВ

кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків на сторінöі, 
поля по 2 сì).

  
При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
– індекс ÓДÊ у лівоìу верхньоìу кутку першого аркуша;
– прізвища та ініöіали автора (авторів) ìовою оригіналу, ìісöе ро-

боти  кожного автора; повна поштова адреса установи (за ìіжнародниìи 
стандартаìи); телефон, електронна адреса (e-mail). Прізвища авторів та 
назви установ, де вони праöюють, позна÷ають одниì і тиì саìиì öиф-
ровиì індексоì (вгорі);

– назва статті великиìи літераìи;
– анотаöія із зазна÷енняì новизни результатів дослідження (до 200 

слів);
– клю÷ові слова (не більше п`яти);

Òекст статті має включати такі складові: вступ; ìатеріали і ìетоди; 
результати та їх обговорення; висновки; література.

До кожного приìірника статті додається анотаöія ìовою оригіналу 
та реферати українською / російською (в залежності від ìови оригіналу 
статті), та англійською ìоваìи  (кожен реферат на окреìоìу аркуші).  
Особливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською 
ìовою. Для öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих 
спеöіалістів-лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту 
автороì(ìи).

Перед словоì «реферат» необхідно написати прізвища та ініöіали 
авторів, назви  установ, адреси, повну назву статті відповідною ìовою. 
Після тексту реферату з абзаöу розìіщуються клю÷ові слова. 

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

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

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

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

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

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

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

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

Підписи, а також пояснення, приìітки до таблиöь та рисунків по-
даються ìовою оригіналу та англійською.

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

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

Ó посиланні наводять прізвища усіх авторів. В експериìентальних 
праöях ìає бути не більше 15 посилань літературних джерел. Патентні 
докуìенти розìіщуються у кінöі списку посилань.

 ЗÐÀЗÊÈ ПÎСÈËÀÍЬ ËIÒÅÐÀÒУÐÈ

Íа книги

Векірчик  К.Ì. Ìікробіологія з основаìи вірусології. – Ê.: Либідь, 
2001. – 312 с.                                  

Патика В.П.,  Òихонови÷ I.À. Ìікроорганізìи і альтернативне зеì-
леробство. – Ê.: Óрожай, 1993. – 176 с.              

Промы�ëенная ìикробиология / Под ред. Н.Ñ. Åгорова. – Ì.: Высш. 
шк., 1989. – 688 с.

Ìетоды общей бактериологии: В 3 т. / Под ред. Ф. Герхардта. – Ì.: 
Ìир, 1983. – Ò. 1. – 536 с.; Ò. 2. – 470 с.; – Ò. 3. – 263 с.

Шëеãеëь Г. Общая ìикробиология. – Ì.: Ìир, 1987. – 566 с.
Bergey`s Manual of Systematic Bacteriology. – 9th ed. – Baltimore; 

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

London; New York: Fcfd. Press, 1980. – 364 p.

Íа журнальні статті

Подãорский В.С. Ñистеìати÷еское положение, экологи÷еские аспекты 
и физиолого-биохиìи÷еские особенности ìикроорганизìов, иìеющих 
проìышленное зна÷ение // Ìікробіол. журн. – 1998. – 60, ¹ 5. – Ñ. 27–42.

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

Гëоба Л.I., Подорван Н.I. Біотехнологія о÷ищення забрудненої при-
родної води // Вісник ОНÓ. – 2001. – т. 6, в. 4. – Ñ. 65–67. 
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Eaton R.W., Ribbons D.V. Utilization of phtalate esters by micrococci // 
Arch. Microbiol. – 1982. – 132, ¹ 2. – P. 185–188.

Íа тези доповідей

Ìацеëюõ Б.П. Ðозробка біотехнології одержання  ландоìіöину Å // 
Ìіжнародна наук. конф. «Ìікробні біотехнології» (Одеса, вересень, 
2006 р.): тез. доп. – О.: «Àстропринт», 2006. – Ñ. 17.

Íа депоновані наукові роботи

Лопатина Н.В., Терентьев А.Н., Натаëич Л.А., Янãуëов Ш.У. Опти-
ìизаöия  питательной среды для культивирования вакöинного штаììа 
÷уìного ìикроба с приìенениеì ìетода ìатеìати÷еского планирования 
экспериìента / Ðедкол. «Ìикробиол. журн.» – Ê., 1991. – 7 с. – Деп. 
в ВÈНÈÒÈ 03.01.92, ¹ 1-В92.

Íа стандарти

ГОСТ 20264.4�89. Препараты ферìентные. Ìетоды определения 
аìилолити÷еской активности. – Ì.: Èзд-во стандартов, 1989. – 17 с.

Íа автореферати дисертацій

Онищенко О.Ì. Òаксоноìія і антибіоти÷на активність  Alteromonas-
подібних бактерій Чорного ìоря: Àвтореф. дис. ... канд. біол. наук. Ê., 
2003. – 21 с.

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

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

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

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

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

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



108 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

ІНФОÐÌÀÖІÉНÅ ПОВІДОÌЛÅННЯ ДЛЯ ÀВÒОÐІВ

INFORMATION FOR THE AUTHORS

Scientific journal «Microbiology and biotechnology»  
invites you to spotlight

Aіms. Journal «Microbiology and biotechnology» publishes primary 
research papers on microbiology and biotechnology of prokaryotic 
(bacteria, archaea) and eucaryotic (fungi, microscopic algae, protozoa) 
microorganisms, viruses.

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

Languages: Ukrainian, Russian, English.

Types of publіcatіons: «Observation and theoretical articles», «Ex-
perimental works», «Reviews», «Original Research Papers», «Discussions», 
«Short communications», «Conferences, congresses, trend schools», «Scien-
tific life chronicles», «Pages of History», «Anniversaries», «Book rewievs», 
«Bookshelf».

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

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

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

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

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



109ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 3    

ІНФОÐÌÀÖІÉНÅ ПОВІДОÌЛÅННЯ ДЛЯ ÀВÒОÐІВ

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

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

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

• article title uppercase;
• article abstract (should not exeed 200 words);
• key words pertaining to the subject matter (5 maximum).
The manuscript should be divided into the following sections: 

introduction, materials and methods, resuts and discussion, concluding 
remarks, and references.

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

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

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

Manuscripts must be grammatically and linguistically correct.
Biological taxonomic names must be given in Latin, italics. 
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Section «Results and Discussion» should clearly state revealed effects, 
cause-effect relations, compare obtained data with literature data and give 
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References should be numbered sequentially in alphabetical-chronological 
order (Cyrillic first, then Latin) at the end of the manuscript. If the first 
author in several references is the same, all these references are arranged 
in chronological order. Reference list should be numbered. The numbers 
should be set in square brackets in the text, i. e. [2, 15]. 
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