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ЭÍÅÐÃÅÒèчÅсÊèÕ ÖÅËÅé

В статье представëен обзор ëитературныõ данныõ, касающиõся нетради�
ционноãо вида сырья дëя цеëей биоэнерãетики – микроводоросëей как источ�
ника биотопëива (метана, биоводорода, биодизеëя и жидкиõ уãëеводородов). 
Рассмотрены преимущества испоëьзования микроводоросëей как биотопëива 
второãо покоëения, высокая продуктивность и энерãосодержание которыõ 
ставят иõ в фокус широкиõ научныõ иссëедований. Проведен сравнитеëьный 
анаëиз урожайности масëичныõ растений и микроводоросëей. В сиëу высокой 
продуктивности микроводоросëей по масëу, замена масëичныõ куëьтур на 
микроводоросëевые позвоëит сократить необõодимые пëощади от 50 до 100 
раз, причем, с испоëьзованием земеëь, неприãодныõ дëя растениеводства. Рас�
смотрены спектр микроводоросëей – продуцентов масëа и жидкиõ уãëеводо�
родов, теõноëоãии иõ выращивания и способы переработки биомассы.  

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : биоэнерãетика, биотеõноëоãии, биотопëиво, ëипиды, 
биомасса микроводоросëей.

Â последíèе годы ускореííое рàзâèтèе бèоэíергетèкè стàло глобàльíой об-
щемèроâой теíдеíöèей. Более 100 âедущèх фèрм èз 17 стрàí мèрà зàíèмàютсÿ 
èсследоâàíèÿмè, рàзрàботкой техíологèй, проектèроâàíèем è èíжèíèрèíгом 
объектоâ длÿ бèотоплèâíой промышлеííостè è проèзâодстâом âозобíоâлÿемого 
топлèâà. использоâàíèе бèотоплèâà позâолÿет решàть кàк экоíомèческèе, тàк è 
экологèческèе проблемы: зàмещеíèе èскопàемых ресурсоâ, дèâерсèфèкàöèÿ èсто-
чíèкоâ эíергèè длÿ обеспечеíèÿ эíергетèческой безопàсíостè стрàí­èмпортероâ, 
дополíèтельíое проèзâодстâо â àгрàрíом секторе экоíомèкè коíкуреíтоспособ-
íой экспортíой продукöèè, сокрàщеíèе эмèссèè пàрíèкоâых гàзоâ â àтмосферу. 
Â большèíстâе рàзâèтых стрàí íàблюдàетсÿ теíдеíöèÿ уâелèчеíèÿ потреблеíèÿ 
бèотоплèâà. Темпы ростà проèзâодстâà рàзлèчíых âèдоâ жèдкèх бèотоплèâ состà-
âлÿют â мèре, по рàзíым оöеíкàм, 20–40% â год. Â стрàíàх еС к 2010 г. èх долÿ 
â общем потреблеíèè íефтÿíого топлèâà должíà достèгíуть 5,75% [2]. Мèроâàÿ 
бèотоплèâíàÿ промышлеííость переходèт â стàдèю состоÿâшейсÿ быстрорàстущей 
отрàслè, которàÿ прèâлекàет âсе больше âíèмàíèÿ è деíег со стороíы «трàдè-
öèоííых» топлèâíых èгрокоâ, èíâестороâ è госудàрстâ. Îбъем èíâестèöèй â эту 

© Н.и. черíоâà, Т.П. Коробкоâà, 2010
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отрàсль, íàпрèмер, â США достèг зà последíèе 10 лет 150 млрд. дол. [6]. До íедàâ-
íего âремеíè сырьем длÿ проèзâодстâà бèотоплèâà служèлè зерíоâые è мàслèчíые 
культуры (бèотоплèâо 1­го поколеíèÿ), что â результàте прèâело к протèâоречèâому 
отíошеíèю к бèоэíергетèке кàк мàсштàбíому потребèтелю пèщеâых ресурсоâ. 
Это дàло стèмул к рàзрàботке бèотоплèâà èз íепèщеâого сырьÿ: лèгíоöеллюлозы 
дреâесíых è сельскохозÿйстâеííых отходоâ è др. Тàк, еâропейскèй Союз прèíÿл 
попрàâкè â прогрàммы по бèотоплèâу, уâелèчèâ обÿзàтельíую долю бèотоплèâà èз 
íепèщеâого сырьÿ. идут àктèâíые поèскоâые рàботы  â облàстè получеíèÿ тàкого 
бèотоплèâà, которое íàзâàíо «бèотоплèâом âторого поколеíèÿ».

Â кàчестâе àльтерíàтèâы трàдèöèоííым эíергетèческèм культурàм могут 
âыступàть фотосèíтезèрующèе мèкроâодорослè – перспектèâíые èсточíèкè рàз-
лèчíых âèдоâ âозобíоâлÿемого бèотоплèâà: метàíà прè àíàэробíом сбрàжèâàíèè, 
бèоâодородà, бèоэтàíолà,  бèодèзелÿ èз âодорослеâого мàслà, углеâодородоâ èз  
мèкроâодорослè Botryococcus braunii, èз которых былè получеíы 65% беíзèíà, 
15% àâèàöèоííого топлèâà, 18% дèзелÿ, 2% мàзутà [14]. 

Бèомàссà мèкроâодорослей отâечàет большèíстâу предъÿâлÿемых к рàстè-
тельíому эíергетèческому сырью требоâàíèÿм.

Âодорослè – фотоàâтотрофы. им длÿ ростà è рàзâèтèÿ íужеí солíечíый сâет, 
ÑÎ

2
, âодà с íебольшèм колèчестâом мèíерàльíых солей.
Продуктèâíость мèкроâодорослей по бèомàссе è мàслу íà порÿдкè преâышàет 

продуктèâíость íàземíых рàстеíèй. Тàк, íàпрèмер, â íекоторых âèдàх âодорос-
лей прè оптèмàльíых услоâèÿх культèâèроâàíèÿ содержàíèе лèпèдоâ преâышàет 
тàкоâое â мàслèчíых рàстеíèÿх: у Scenedesmus dimorphus содержàíèе лèпèдоâ 
состàâлÿет 16–40%, у prymnesium parvum – 22–38%, euglena gracilis – 14–20%, 
chlorella vulgaris – 14–22%, Dunaliella salina – 16–44%, haematococcus plu� plu�plu�
vialis – 25–45%, tetraselmis suecica – 20–30%, isochrisis galbana – 22–38%, 
nannochloropsis sp. – 33–38%, Stichococcus sp. – 40–59%, à у Botryococcus 
braunii – до 80%, прè этом площàдè èх âырàщèâàíèÿ зíàчèтельíо сокрàщàютсÿ 
по срàâíеíèю, íàпрèмер, с рàпсом â 50–100 рàз (тàбл. 1) [11].   

Тàблèöà 
Сравнительная оценка источников сырья для производства биодизеля*

Table
the comparative value of the crude sources for biodiesel production

Культура Урожай масла,  л/га
Площадь, необходимая для  

производства масла (·106га)**

Кукурузà
Соÿ
Кàíолà
Ятрофà
Кокосоâый орех
Пàльмоâое мàсло
Мèкроâодорослè (30%)***

Мèкроâодорослè (70%)****

172
446
1190
1892
2689
5950

58 700
136 900

1540
594
223
140
99
45
4,5
2

* Данные получены в экспериментах по выращиванию микроводорослей на площади 5681 м2 в Новой Зелан-
дии

** Для замены 50% всего транспортного топлива в США
*** 30% масла (от биомассы по сухому весу)
**** 70% масла (от биомассы по сухому весу)
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Длÿ âырàщèâàíèÿ âодорослей íе требуютсÿ пàхотíые землè, плàíтàöèè можíо 
рàзмещàть íà поâерхíостè âодоемоâ èлè íà íепрèгодíых длÿ земледелèÿ почâàх 
(зàсолеííых, пустыííых è др.).

Плàíтàöèè мèкроâодорослей могут служèть эффектèâíым стоком СÎ• 
2
, 

прè этом âодорослè коíâертèруют его â жèдкую форму эíергèè âысокой 
плотíостè.
Âодорослè требуют íàмíого меíьше âоды, чем трàдèöèоííые зерíоâые • 
культуры. их можíо âырàщèâàть è â солеíой âоде, è íà сточíых âодàх, 
ослàблÿÿ дàâлеíèе íà ресурсы чèстой âоды. 
Мèкроâодорослè íе ÿâлÿютсÿ трàдèöèоííым пèщеâым сырьем. • 
Îдíèм èз âозможíых путей сокрàщеíèÿ стоèмостè бèотоплèâà èз мèк-• 
роâодорослей ÿâлÿетсÿ получеíèе öеííых сопутстâующèх продуктоâ èз 
íèх длÿ хèмèческой, фàрмàöеâтèческой, медèöèíской, пèщеâой, кормоâой 
промышлеííостè (бетà­кàротèí, àстàксàíтèí, фèкоöèàíèí, хлорофèлл, 
глèöерèí è т.д.) è èспользоâàíèе â техíологèÿх âырàщèâàíèÿ отходоâ 
другèх проèзâодстâ.
Прè сущестâующèх â мèре техíологèÿх стàíоâèтсÿ âозможíым крупíо-• 
мàсштàбíое âырàщèâàíèе бèомàссы мèкроâодорослей круглогодèчíо íе 
только â услоâèÿх тропèческого è субтропèческого клèмàтà, íо è â клè-
мàтèческèх услоâèÿх, íàпрèмер, штàтà Моíтàíà, где темперàтурà зèмой 
опускàетсÿ до ­18 °Ñ [12].
использоâàíèе мèкроâодорослей â кàчестâе сырьÿ длÿ эíергетèкè способ-• 
стâует дèâерсèфèкàöèè эíергетèческèх èсточíèкоâ.

Шèрокèй фроíт íàучíо­èсследоâàтельскèх è èíжеíерíых рàзрàботок íàпрàâлеí 
íà решеíèе глàâíых зàдàч проèзâодстâà мèкроâодорослеâого бèотоплèâà. Â осíоâе 
его лежèт  промышлеííàÿ культурà мèкроâодорослè, которàÿ должíà облàдàть  
способíостью быстро рàстè, сèíтезèроâàть è àккумулèроâàть зíàчèтельíые ко-
лèчестâà лèпèдоâ â âèде трèàöèлглèöерèдоâ è жèдкèх углеâодородоâ. Â сâÿзè с 
этèм âедетсÿ поèск â прèродíых популÿöèÿх мèкроâодорослей, отâечàющèх этèм 
требоâàíèÿм. Устàíоâлеíо, что íàèболее перспектèâíымè ÿâлÿютсÿ предстàâèтелè 
зелеíых è дèàтомоâых мèкроâодорослей, прèчем íàèâысшèй уроâеíь трèàöèлглè-
öерèдоâ (ТАГ) (40–60%) обíàружеí у последíèх. Следует отметèть, что помèмо 
ТАГ âодорослè могут продуöèроâàть углеâодороды, àíàлогèчíые èскопàемым. Â 
íàстоÿщее âремÿ èзâестíы только дâе культуры мèкроâодорослей, обрàзующèе 
жèдкèе углеâодороды: Botryococcus braunii è íедàâíо âыделеííый ÿпоíскèмè 
учеíымè штàмм pseudochoricystis ellipsoidea [16]. Решеíèем SERI\NREl (Solar 
Energy Research Institute\ National Renewable Energy Laboratory,US)  создàíà 
коллекöèÿ мèкроâодорослей â рàмкàх прогрàммы ������� ������� �������, ÿâлÿ­������� ������� �������, ÿâлÿ­ ������� �������, ÿâлÿ­������� �������, ÿâлÿ­ �������, ÿâлÿ­�������, ÿâлÿ­, ÿâлÿ-
ющàÿсÿ öеííым  геíетèческèм ресурсом. Этà перâàÿ коллекöèÿ мèкроâодорослей 
èз пресíых è солеíых âодоемоâ íàходèтсÿ â Уíèâерсèтете íà Гàâàйÿх è доступíà 
длÿ èсследоâàтелей [20].

Помèмо àктèâíого поèскà мèкроâодорослей­продуöеíтоâ лèпèдоâ â прèроде 
проâодèтсÿ создàíèе íоâых штàммоâ мèкроâодорослей путем мутàгеíезà è ме-
тодàмè геííой èíжеíерèè, отâечàющèх осíоâíым требоâàíèÿм промышлеííого 
проèзâодстâà – поâышеíèю продуктèâíостè по бèомàссе è лèпèдàм.

Уâелèчеíèе эффектèâíостè фотосèíтезà è оптèмèзàöèÿ проöессà бèосèíтезà 
лèпèдоâ ÿâлÿютсÿ зàдàчàмè мíогèх èсследоâàтельскèх прогрàмм. изâестíо, что âо-
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дорослè могут эффектèâíо èспользоâàть до 10% от полíого солíечíого сâетà. Сâерх 
этого уроâíÿ солíечíàÿ эíергèÿ íе èспользуетсÿ è, более того, может поâредèть 
фотосèíтетèческèй àппàрàт, âызыâàÿ фотоèíгèбèроâàíèе. Îдíà èз âозможíостей 
поâышеíèÿ – мутàöèè èлè геííàÿ èíжеíерèÿ. Это позâолèт фотосèíтетèческому 
àппàрàту усâàèâàть только тàкое колèчестâо сâетà, которое оí может èспользоâàть, 
à результàтом будет сíèжеíèе потерь, умеíьшеíèе опàсíостè фотоокèслеíèÿ â 
фотосèíтетèческом реàкöèоííом öеíтре è уâелèчеíèе сâерхпродукöèè âодоросле-
âой культуры. Â рàботе  Melis A. с соàâт. [18] продемоíстрèроâàíà  âозможíость 
получеíèÿ âысокой эффектèâíостè è âысокого уроâíÿ сâетоâого íàсыщеíèÿ длÿ 
âодорослеâых культур. 

чтобы èзбежàть проблем культèâèроâàíèÿ мèкроâодорослей, сâÿзàííых с 
осâещеííостью, â промышлеííом мàсштàбе èсследоâàтелè пошлè по путè создà-
íèÿ гетеротрофíых штàммоâ âодорослей èз облèгàтíых фотоàâтотрофоâ. Ââедеíèе 
â мèкроâодоросль phaeodactylum tricornutum геíà, отâечàющего зà трàíспорт 
глюкозы, позâолèло ей утèлèзèроâàть экзогеííый оргàíèческèй углерод è рàстè 
âíе зàâèсèмостè от сâетà. Это перâàÿ успешíàÿ трофèческàÿ коíâерсèÿ облèгà-
тíого фотоàâтотрофà путем метàболèтíой èíжеíерèè, покàзàâшàÿ, что способ 
клеточíого пèтàíèÿ может быть фуíдàмеíтàльíо èзмеíеí èíтродукöèей одíого 
геíà [10]. Кèтàйскèмè èсследоâàтелÿмè зàпàтеíтоâàí способ получеíèÿ бèодèзелÿ 
с èспользоâàíèем гетеротрофíой хлореллы chlorella kessleri, обеспечèâàющèй 
âысокую продуктèâíость по бèомàссе è по содержàíèю мàслà – 108 г/л è 52%, 
соотâетстâеííо [19]. Длÿ сокрàщеíèÿ рàсходоâ по проèзâодстâу âодорослеâого 
бèодèзелÿ зà счет умеíьшеíèÿ рàзмероâ èíфрàструктуры длÿ âырàщèâàíèÿ, обле-
гчеíèÿ сборà бèомàссы âодорослè  è âыделеíèÿ мàслà компàíèÿ SOLAZYME, US 
тàкже рàботàет íàд получеíèем геíетèческè модèфèöèроâàííых штàммоâ âодо-
рослей с гетеротрофíым тèпом пèтàíèÿ. использоâàíèе гетеротрофíых штàммоâ 
мèкроâодорослей сíèмàет âопросы осâещеííостè культуры прè âырàщèâàíèè, íо 
стàâèт проблему прèмеíеíèÿ углеâодоâ длÿ èх пèтàíèÿ [5]. 

Зíàчèтельíый прогресс достèгíут èсследоâàтелÿмè â поíèмàíèè того, кàк 
проèсходèт íàкоплеíèе лèпèдоâ â мèкроâодорослÿх [15]. Было устàíоâлеíо, что 
прè âырàщèâàíèè  дèàтомоâых âодорослей íехâàткà кремíèÿ â пèтàтельíой среде, 
который ÿâлÿетсÿ глàâíым компоíеíтом клеточíой стеíкè дèàтомей, может èíдуöè-
роâàть сèíтез лèпèдоâ. Â зелеíых âодорослÿх сèíтез è àккумулÿöèÿ лèпèдоâ  èдет 
â услоâèÿх àзотíого голодàíèÿ. Мехàíèзм, зàпускàющèй àккумулÿöèю лèпèдоâ, 
до коíöà íе ÿсеí. Полàгàют, что íедостàток пèтàíèÿ может зàтрàгèâàть тàкèе 
спеöèфèческèе бèохèмèческèе путè, кàк лèпèдíàÿ àккумулÿöèÿ, сопроâождàемàÿ 
уâелèчеíèем зàпàсíых лèпèдоâ (трèàöèлглèöерèдоâ) по отíошеíèю к мембрàííым 
полÿрíым лèпèдàм. что кàсàетсÿ дèàтомоâых âодорослей, то íедостàток кремíèÿ â 
пèтàтельíой среде уâелèчèâàет экспрессèю, по крàйíей мере, одíого геíà, âключеí-
íого â лèпèдíый сèíтез – àöетèл­КоА­кàрбоксèлàзы. Геí, кодèрующèй продукöèю 
этого фермеíтà, был âыделеí è клоíèроâàí. изолÿöèÿ этèх геíоâ способстâоâàлà 
рàзâèтèю сèстем переíосà геíоâ â дèàтомоâых âодорослÿх. Былà покàзàíà âоз-
можíость его сâерхэкспрессèè,  что позâолÿет íàдеÿтьсÿ, что уâелèчеíèе уроâíÿ 
àктèâíостè àöетèл­КоА­кàрбоксèдàзы â клетке прèâедет к росту продуктèâíостè 
мàслà â âодорослÿх [20].

Длÿ реàлèзàöèè бèосèíтетèческèх âозможíостей прèродíых è рекоíструè-
роâàííых штàммоâ мèкроâодорослей­àâтотрофоâ èспользуютсÿ дâà способà 
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культèâèроâàíèÿ: â фотобèореàкторàх (ФБР) – зàкрытый способ – è â открытых 
культèâàторàх. ФБР обеспечèâàют коíтролèруемые услоâèÿ è âысокèй âыход про-
дукöèè, íо дорогè. Îткрытые пруды зíàчèтельíо дешеâле, íо легко подâергàютсÿ 
коíтàмèíàöèè è только трè âèдà âодорослей окàзàлèсь способíымè к шèрокомàс-
штàбíому культèâèроâàíèю. Гèбрèдíàÿ сèстемà длÿ âырàщèâàíèÿ  объедèíÿет 
âсе преèмущестâà ФБР è открытых культèâàтороâ, èзбегàÿ èх íедостàткоâ. Тàк, â 
1997–2001 гг. íà Гàâàйÿх осущестâлеíо успешíое крупíомàсштàбíое культèâèро-
âàíèе зелеíой мèкроâодорослè haematococcus pluvialis с прèмеíеíèем гèбрèдíой 
сèстемы [15]. ФБР обеспечèâàют устойчèâое культèâèроâàíèе  âодорослей, которые 
íе могут рàстè â открытых культèâàторàх, обеспечèâàÿ íепрерыâíую постàâку  
âысококàчестâеííого èíокулюмà â открытые пруды. Âысокàÿ скорость ростà â 
открытых прудàх позâолÿет зà  короткое âремÿ (1–2 дíÿ) получèть большую бèо-
мàссу è помогàет èзбежàть зàрàжеíèÿ постороííей мèкрофлорой, à âозíèкàющèй 
прè этом лèмèт пèтàтельíых âещестâ стèмулèрует бèосèíтез мàслà è пèгмеíтà 
àстàксàíтèíà. Предложеííàÿ сèстемà íепрерыâíого культèâèроâàíèÿ мèкро-
âодорослè гемàтококкус состоÿлà èз зàкрытых трубчàтых фотокультèâàтороâ è 
открытых прудоâ общей площàдью 2 гà. Средíÿÿ эíергопродуктèâíость бèомàссы 
h. pluvialis состàâèлà â этом проекте 763 ГДж/гà/год прè эíергопродуктèâíостè 
по мàслу 422 ГДж/гà/год. Мàксèмàльíые же âыходы состàâèлè 1836 ГДж/гà/год 
(1014 ГДж/гà/год), соотâетстâеííо. Этè âелèчèíы сущестâеííо больше, чем длÿ 
íàземíой рàстèтельíостè, большàÿ чàсть которой обеспечèâàет от 50 до 400 гДж/
гà/год. Проâедеííый íàмè срàâíèтельíый àíàлèз продуктèâíостè мàслèчíых 
культур (рàпсà) è мèкроâодорослè h. pluvialis кàк сырьÿ длÿ бèодèзелÿ  покàзàл 
прèíöèпèàльíую âозможíость зàмеíы íàземíых рàстеíèй мèкроâодорослÿмè длÿ 
получеíèÿ бèотоплèâà. Устàíоâлеíо, что  проèзâодстâо бèотоплèâà èз âысшèх 
рàстеíèй, экâèâàлеíтíое 300·1018 Дж/год, требует íà порÿдкè большую площàдь 
пàхотíых земель, чем  бèомàссà мèкроâодорослей, прèчем длÿ âырàщèâàíèÿ âо-
дорослей íе íужíà плодородíàÿ почâà [9]. Îöеíкè, проâедеííые по результàтàм 
дàííого проектà, покàзàлè, что стоèмость бèодèзелÿ, проèзâедеííого èз мèкро-
âодорослè былà блèзкà  к текущèм öеíàм íà мèíерàльíый дèзель.  

Прè èспользоâàíèè âодорослей­продуöеíтоâ лèпèдоâ с гетеротрофíым тè-
пом пèтàíèÿ будет полезеí огромíый опыт, íàкоплеííый мèкробèологèческой 
промышлеííостью прè мíоготоííàжíом âырàщèâàíèè продуöеíтоâ рàзлèчíых 
бèологèческè àктèâíых соедèíеíèй.

Большое âíèмàíèе уделÿетсÿ удешеâлеíèю способоâ âыделеíèÿ è трàíс-
формàöèè âодорослеâых мàсел.  избежàть фèльтрàöèè бèомàссы è хèмèческой 
экстрàкöèè мàслà èз íее помогàет метод, предложеííый компàíèей OriginOil, 
U� è осíоâàííый íà обрàботке âодорослеâой суспеíзèè â перемеííом электро­ è осíоâàííый íà обрàботке âодорослеâой суспеíзèè â перемеííом электро-
мàгíèтíом поле прè èзмеíеíèè рН с помощью добàâок СÎ

2
, что прèâодèло к рàз-

рушеíèю клеточíой стеíкè âодорослè è âсплытèю мàслà [4]. Метод, осíоâàííый 
íà кèслотíом кàтàлèзе [17], позâолÿет сâестè â одíу стàдèю проöесс âыделеíèÿ 
лèпèдоâ èз мèкроâодорослей è получеíèÿ бèодèзелÿ. избежàть гèбелè культуры 
прè èзâлечеíèè лèпèдоâ âозможíо прè èспользоâàíèè мезопорèстых íàíочàстèö, 
которые экстрàгèруют мàслà èз жèâых клеток âодорослей; дàльíейшее âыделеíèе 
мàслà проèсходèт с èспользоâàíèем спеöèàльíо рàзрàботàííого è зàпàтеíтоâàííого 
кàтàлèзàторà Catilin [13].
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Â последíèе годы èíâестèöèè â âодорослеâые проекты  àктèâíо рàстут: только 
â 2008 г. â США â íèх âложеíо сâыше 300 млí. дол. Âедущèе компàíèè США 
плàíèруют достèчь коммерческèх объемоâ проèзâодстâà âодорослеâого бèотоп-
лèâà â блèжàйшèе 2–3 годà (Solazyme – 100 млí. гàллоíоâ/год к 2012–2013 гг., 
PetroAlgae – 100 млí. гàллоíоâ/год к 2011г). Пессèмèстèческè отíосÿтсÿ к этèм 
зàÿâлеíèÿм â European Algae Biomass Association, зàÿâлÿÿ, что íà коммерческèй 
уроâеíь проèзâодстâо âодорослеâого бèотоплèâà âыйдет íе рàíее, чем через  
10–15 лет.

 Â лàборàторèè âозобíоâлÿемых èсточíèкоâ эíергèè геогрàфèческого фàкуль-
тетà МГУ â течеíèе последíèх 20 лет проâодÿтсÿ íàучíо­èсследоâàтельскèе рàботы 
по крупíомàсштàбíому âырàщèâàíèю бèомàссы мèкроâодорослей â открытых 
плоскостíых фотокультèâàторàх кàк длÿ öелей эíергетèкè, тàк è длÿ комплекс-
íого èспользоâàíèÿ â кàчестâе кормоâых è пèщеâых добàâок. изучàютсÿ âопросы 
сèстемàтèкè мèкроâодорослей. Создàетсÿ коллекöèÿ культур мèкроâодорослей­п-
родуöеíтоâ лèпèдоâ. По íàшему мíеíèю перâостепеííой зàдàчей ÿâлÿетсÿ поèск 
â прèродíых услоâèÿх штàммоâ, àдàптèроâàííых к предполàгàемым рàйоíàм âырà-
щèâàíèÿ, â сâÿзè с чем, â чàстíостè, проâодèтсÿ поèск культур – предстàâèтелей 
родà Botryococcus â âодоемàх Москоâской è Тâерской облàстей. Âыделеíы èзолÿты  
ботрèококкà с öелью уточíеíèÿ èх сèстемàтèческого положеíèÿ, определеíèÿ 
содержàíèÿ â íèх углеâодородоâ è перспектèâíостè èх èспользоâàíèÿ â кàчестâе 
сырьÿ длÿ получеíèÿ бèотоплèâà. 

Аíàлèз лèтерàтурíых дàííых è собстâеííые рàботы по âыделеíèю культур 
èз прèродíых èсточíèкоâ былè положеíы â осíоâу создàíèÿ бàзы дàííых è фо-
рмèроâàíèÿ коллекöèè мèкроâодорослей­продуöеíтоâ лèпèдоâ лàборàторèè ÂиЭ 
геогрàфèческого фàкультетà МГУ [1, 3, 7, 8, 9]. 

Тàкèм обрàзом, моторíые топлèâà  можíо создàâàть íà осíоâе íоâого поколе-
íèÿ  íетрàдèöèоííого сырьÿ – бèомàссы мèкроâодорослей. Следует отметèть, что 
плàíтàöèè мèкроâодорослей одíоâремеííо будут служèть эффектèâíым стоком 
àíтропогеííого СÎ

2
, коíâертèруÿ его â эíергèю âысокой плотíостè.

использоâàíèе мèкроâодорослей длÿ проèзâодстâà жèдкого бèотоплèâà стà-
íоâèтсÿ бурíо рàзâèâàющейсÿ отрàслью, требующей èííоâàöèй длÿ ускореííой 
коммерöèàлèзàöèè. 
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сучàсÍèé сÒàÍ Òà пÅÐспÅÊÒèâè âèÊÎÐèсÒàÍÍß 
ÌiÊÐÎâÎäÎÐÎсÒÅé äËß ÅÍÅÐÃÅÒèчÍèÕ ÖiËÅé

Реферат

Стàттÿ прèсâÿчеíà íетрàдèöійíому âèду сèроâèíè длÿ öілей б�оеíергетèкè – 
м�кроâодоростÿм ÿк джерелу б�опàлèâà (метàíу, б�оâодíю, б�одèзелю тà р�дкèх 
âуглеâодí�â). Розглÿíуто переâàгè âèкорèстàííÿ м�кроâодоростей ÿк б�опàлèâà 
другого поколіííÿ, âèсокà продуктèâíість тà еíергоâм�ст ÿкèх стàâлÿть їх у фо-
кус шèрокèх íàукоâèх досліджеíь. Проâедеíо поріâíÿльíèй àíàліз âрожàйíості 
олійíèх рослèí тà м�кроâодоростей. У зâ’ÿзку з âèсокою продуктèâíістю м�кроâо-
доростей по олії, зàміíà олійíèх культур íà м�кроâодорост� дозâолèть скоротèтè 
площі âèрощуâàííÿ âід 50 до 100 рàзіâ, з âèкорèстàííÿм земель, íепрèдàтíèх 
длÿ рослèííèöтâà. Розглÿíуто спектр м�кроâодоростей­продуöеíтіâ олії тà рідкèх 
âуглеâодíіâ, техíології їх âèрощуâàííÿ тà переробкè б�омàсè.

Ключоâ� слоâà: б�оеíергетèкà, б�отехíолог�ї, б�опàлèâо, л�п�дè, б�омàсà 
м�кроâодоростей.
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MiCroalgaE as sourCE of EnErgy: CurrEnt situation 
and PErsPECtivEs of usE

summary

Th� �����l� �� d�v���d �� �l���n���v� ���d� f�� b���n���y – ������l��� �� � ������ 
�f b��f��l� (���h�n�, b��hyd����n, b��d����l �nd l����d hyd�����b�n�). Th��� w��� 
considered the advantages of microalgae as biofuels-2 generation, its high productivity 
and energy content bring up these organisms to extensive research activities focus. 

The comparative analysis of oil plants productivity and microalgae was carried 
out. As demonstrated here, oil productivity of many microalgae greatly exceeds 
the oil productivity of the best producing oil crops, so replacement of the plants by 
microalgae will allow to reduce cropland aimed for energy plantations by a factor 
�f 50–100, �� �h�� �h��� w�ll b� �����bl� �� ��� l�nd ��������� �n�����bl� f�� �l�n� 
��l��v����n. Th��� ��� ��n��d���d ������l��� – ��l �nd l����d hyd�����b�n�­���d�����, 
production methods and means of biomass converting.

Key words : bioenergy, biotechnology, biofuels, lipide, microalgae biomass.
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thE 2-PhEnylEthanol and Ethanol 
ProduCtion By yEast  

SaccharomyceS cereviSiae 

the present study is focused on the determination of the 2-phenylethanol and ethanol 
production with use of statistical analyses experiments combined with Box�Behnken 
design under the influence of sucrose, yeast extract and L-phenylalanine concentra�
tions. the effect of each factor as well as their interactions was assessed by AnovA 
technique. S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM Y-524 produced the highest calculated 
adjusted level 1.21 g/l of 2-phenylethanol. Meanwhile, the level of ethanol reached 
22.39 g/l. The regression equations derived from statistical analysis of three main 
effects and the models with multiple correlation coefficients were obtained. 

K e y  w o r d s : S. cerevisiae, 2-phenylethanol, ethanol, optimization, statistical 
analysis.

Alcohol fermentation is a process used for formation of many different aroma 
compounds. high aromatic alcohols are responsible for the taste of beer and wines. 
Th�y �nfl��n�� �h� fl�v���� �nd ���l��y �f �h�����n� �nd �������l w�n��. On� �f 
the main commercially utilized higher aromatic alcohols that are produced by alcohol 
fermentation is 2-phenylethanol. Due to its strongly pronounced aroma of roses, this 
type of alcohol is widely used in the production of a variety of alcoholic beverages 
throughout the industry.

Various yeast including Saccharomyces cerevisiae [3, 5, 6, 12–14], S. bayanus 

[14], Kluyveromyces marxianus [4–6], K. lactis [8], pichia fermentans [3, 4, 6, 7], 
p. anomala, p. membranaefaciens [5], candida utilis [11], along with many others 
have been reported to be capable of producing 2-phenylethanol.

The genera Saccharomyces is able to produce significant amounts of 2-phe-
nylethanol. For that reason, Saccharomyces cerevisiae is currently receiving attention 
as a yeast having a great prospect in development of biotechnological production of 
2-phenylethanol. Previously, several groups of researchers have conducted series of 
experiments in 2-phenylethanol production with effects of sucrose and L-phenylalanine 
on yeast. S. cerevisiae DSMZ 70487 has been reported to be able to produce up 
�� 0.34 �/l �f 2­�h�nyl��h�n�l [5]; S. cerevisiae NCYC has been known to produce 

© O.G. Mameeva, A.Ì. Ostapchuk, V.S. Podgorsky, 2010
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1.5 �/l [1]; ����n� S. cerevisiae is capable �� ����l� �n 750 ��/l �f 2­�h�nyl��h�n�l; 
S. cerevisiae K­9 w�� �bl� �� ���d��� 1.3 �/l [4]. D���n� �h� �x������n�, d�ff���n� 
cultivations parameters, such as precursor concentrations, cultivation temperature, 
initial ph and others were put under consideration. Though it has not been exactly 
established which of the three main effects has played the main role in the 2-phenyletha- in the 2-phenyletha-
nol and ethanol syntheses? It is well known that Saccharomyces yeast is Crabtree-
������v�. C�n�����n�ly, �h� y���� ��n ���d��� ��h�n�l �nd�� ����b�� ��nd����n� �� 
a toxic by-product. Thus the knowledge of the bioconversion of L-phenylalanine to 
2-phenylethanol with the usage of sucrose or glucose as carbon and energy sources 
�� ���h�� ���f�l [4–7]. The estimation of the significant yeast extract concentrations 
in the production of the 2-phenylethanol and ethanol has been carried out only to a 
l�����d �x��n� [7, 9]. 

The purpose of the present study is to determine the maximum levels of the 
2-phenylethanol and ethanol production by yeast S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM 
Y-524 using surface methodology combined with Box-Behnken design under the influ- using surface methodology combined with Box-Behnken design under the influ-surface methodology combined with Box-Behnken design under the influ-
ence of sucrose, yeast extract and L-phenylalanine concentrations.

Materials and methods
yeast strain and inoculum preparation. The yeast strains Saccharomyces cerevi�

siae UCM Y-514 and UCM Y-524 from the collection of yeasts (UCM) of the Industrial 
Microorganisms Physiology Department, Institute of Microbiology and Virology of 
National Academy of Sciences of Ukraine, Kiev were used in this study. 

The yeasts inoculums (106-107 ��ll�/�l) w��� ���wn �n � ��d���, ��n���n�n� (�/l): 
80 sucrose, 7 L-phenylalanine, 22.8 Na

2
hPO

4
·2H

2
O, 10.3 citric acid, 0.5 MgSO

4
·7H

2
O, 

0.17 Bacto Yeast Nitrogen Base without amino acids and (Nh
4
)
2
SO

4
, adjusted to ph 

5.0. To optimize experiments we used yeast strains incubated at periodic culture in 
a different medium, containing 150 ml in different combination according to Box-
Behnkan experimental design: 0%, 9%, 18% ������� �nd 0%, 0.75%, 1.5% y���� 
�x�����, 0 ��/l, 0.1 ��/l, 0.2 ��/l L­�h�nyl�l�n�n� �n 750 �l E�l�n��y�� fl��k� f�� 
26 h �� 28–30 °C, �dj����d �� �H 5.0 w��h HCl �nd �h�k�n� �� 240 ���.

Biomass and medium ph determination. Growth of yeast biomass after cultivation 
was measured as optical density at 540 nm and recalculated as biomass dry weight. 
Medium ph was determined directly with ph meter (Model ph-150MA, Antex, Bye-
l�������). �ll d��� w�� ���nd��d�z�d �nd ������d ��� �n ����l� f�����n�y.

GC/MS analysis. The concentrations of 2-phenylethanol and ethanol in the 
��d��� w��� �������d �f��� f�l������n� by GC/M� �n�ly���. ����l�� w��� f�l����d 
through 0.2 μ� f�l���� ����� �� GC/M� �n�ly��� (���l�n� T��hn�l�����, U��). GC/
M� �n�ly��� w��� ���f����d �n ���l�n� 6890N/5973 �n��� �h����������h / ���� 
������������ (���l�n� T��hn�l�����, U��) �������d w��h DB­FF�� ����ll��y ��l��n 
(30 m x 0.25 mm x 0.25 μ�, J&W ����n��f��, U��). H�l��� w�� ���d �� �h� ������� 
��� �� � fl�w ���� �f 1 �l/��n. Th� ����������� ������� w�� �� f�ll�w�: 60 °C f�� 
1 ��n �nd �h�n �n������d �� 220 °C �� � ���� 20 °C/��n �nd h�ld f�� 10 ��n. Th� 
temperature of injector was maintained at 250 °C. Detection was followed at SCAN 
rate. 2-phenylethanol and ethanol were identified by NIST 02 mass spectrum database 
and 2-phenylethanol and ethanol standard solution (Merck, Germany). 

Statistical analysis. The conditions for biomass, 2-phenylethanol and ethanol 
syntheses were optimized with respect to sucrose (x

1
), yeast extract (x

2
) and L-
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phenylalanine (x
3
) concentrations using the Box-Behnkan experimental design with 

the software STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc., 2001). This design determines the effect 
of a combination of process factors (x

1
, x

2
, x

3
), ���h �� �h��� ����d����n� l�v�l� (­1, 

0, +1) and their interactions on the response variable, which were the biomass yield 
(Y1), 2-phenylethanol (Y2) and ethanol (Y3) syntheses. In total, 15 combinations 
�f f������ w��� ���d. Th� �n�ly��� �f v����n�� ���hn���� w�� ���d �� d������n� �h� 
���n�f���n� d�ff���n�� �� 95% ��nf�d�n�� (�≤0.05) l�v�l. Th� �ff��� �f ���h f����� �nd 
�h��� �n��������n� w�� �������d by �NOV� ���hn����. Th� d�����b�l��y f�n����n �� ��� 
optimal biomass yield, 2-phenylethanol and ethanol syntheses were fitted by the least 
������ ���h�d ���n� �h� ��f�w���. Th� 3D �����n�� ����h �nd ���f�l� f�� ���d����d 
values and desirability level for factors were plotted using the software.

results and discussion
The high aromatic alcohols are responsible for the taste of beer, white and mus-high aromatic alcohols are responsible for the taste of beer, white and mus-

����l w�n��, �nd �l�� n�����v�ly �nfl��n�� �h� ����� �nd ���l��y �f ����kl�n� w�n�� 
[11]. Our previous work has revealed that among sixteen S. cerevisiae yeast strains 
tested, two produce the highest yield of 2-phenylethanol. S. cerevisiae UCM Y-514 
���d���d 0.11 �/l; 0.12 �/l was produced by S. cerevisiae UCM Y-524. Both were 
obtained from wine making. These strains are capable of achieving high product yields 
�n d�ff���n� ��l��v����n ��nd����n� [10].

Previously, neither reports on optimization of 2-phenylethanol and ethanol syn-2-phenylethanol and ethanol syn-
theses by yeast S. cerevisiae nor 2-phenylethanol production using surface methodol-surface methodol-
ogy combined with Box-Behnken design for biomass growth has been done. For our 
experiments the regression coefficients for the main effects and their interactions 
were obtained by the regression analysis of the optimized experimental data to fit suit-
�bl� ���������n �������n� f�� b������ y��ld, 2­�h�nyl��h�n�l �nd ��h�n�l ���d�����n� 
�� � f�n����n �f l�n��� �nd ���d����� �ff���� �f ���n f������ �nd �h� l�n���­by l�n��� 
�n��������n �ff���� w��h ���������n ���ff����n��. Th� ���������n �������n� �b���n�d 
were response variable biomass yield, 2-phenylethanol and ethanol productions for 
S. cerevisiae UCM Y­514 �nd UCM Y­524. Th� �n�ly��� ���������n �������n� �h�w�d 
the complicate nature of all interactions. 

Th� ���������n �������n� �b���n�d f�� S. cerevisiae UCM Y-514 were

Y(1) = 1.63 + 0.22·X
1
 + 0.14·X

1
2 + 0.33·X

2
 + 0.17·X

1
·X

2
 + 0.17·X

1
2·X

2
 

r2: 0.99668 (1),
Y(2) = 0.22 – 0.26·X

1
 – 0.15·X

1
2 – 0.031·X

2
 + 0.08·X

2
2 – 0.09·X

3
 – 0.05·X

3
2 

+ 0.064·X
1
·X

2
 – 0.12·X

1
·X

2
2 + 0.03·X

1
2·X

2
 + 0.18·X

1
·X

3
 + 0.07·X

1
2·X

3
   

r2: 0.99997 (2),
Y(3) = 6.48 + 0.89·X

1
 + 3.41·X

1
2 + 3.19·X

2
 + 0.7·X

3
 + 1.82·X

3
2 + 6.67·X

1
·X

2
 

+ 1.53·X
1
·X

2
2 + 4.98·X

1
2·X

2
 + 0.68·X

1
·X

3
 + 0.73·X

1
2·X

3
 

r2: 0.99998 (3),

wh��� Y(1) – b������ y��ld, CDW, �/l, �nd 1.63; 0.22 ���. ���������n 
���ff����n��;

Y(2) – 2­�h�nyl��h�n�l ���d�����n, ��/�l, �nd 0.22; 0.26 ���. ���������n 
���ff����n��;

Y(3) – ��h�n�l ���d�����n, ��/�l, �nd 6.48; 0.89 ���. ���������n ���ff����n��.
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Th� ���������n �������n� �b���n�d f�� S. cerevisiae UCM Y-524 were
Y(1) = 1.82 + 0.41·X

2
 + 0.17·X

3
2       

r2: 0.98632 (4),
Y(2) = 0.29 – 0.32·X

1
 – 0.18·X

1
2 – 0.13·X

2
 + 0.11·X

2
2 – 0.083·X

3
  + 0.21·X

1
·X

2
 

– 0.19·X
1
·X

2
2 + 0.11·X

1
2·X

2
  

r2: 0.99948 (5),
Y(3) = 6.43 + 1.91·X

1
2 + 7.54·X

2
 + 1.9·X

2
2 + 1.91·X

3
 + 3.57·X

3
2 + 3.21·X

1
·X

2
2 

­1.66·X
1
2·X

2
 + 2.56·X

1
2·X

3
 + 5.32·X

2
·X

3
 

r2: 0.99816 (6),

wh��� Y(1) – b������ y��ld, CDW, �/l, �nd 1.82; 0.41 ���. ���������n 
���ff����n��;

Y(2) – 2­�h�nyl��h�n�l ���d�����n, ��/�l, �nd 0.29; 0.32 ���. ���������n 
���ff����n��;

Y(3) – ��h�n�l ���d�����n, ��/�l, �nd 6.43; 1.91 ���. ���������n ���ff����n��.
The results showed the ability of yeast to grow on any substrates, like sucrose, 

y���� �x����� �� L­�h�nyl�l�n�n� �nd �h��� v�������n� (T�bl� 1).  Th� ���������n ����-
tions data indicated that the significant factors for the first strain were sucrose and 
yeast extract concentrations whereas for the other were yeast extract and L-pheny-
lalanine. In regard to 2-phenylethanol and ethanol production the significant factors 
were sufficiently all main factors. we can note that the yeast extract demonstrated 
its ability to affect 2-phenylethanol and ethanol syntheses. This could be explained 
by �h� f��� �h�� y���� �x����� �n �dd����n �� ���v�d�n� �d������ n������n ��n���n� 
various vitamins which increased growth of the yeast strains. The received results 
����l���ly ���n��d�d w��h �h� ����l�� �f ��h�� ���h��� [1, 7, 9]. The values of the 
determination coefficients for biomass yield by S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM 
Y-524 (R2: 0.99668 and R2: 0.98632), for 2-phenylethanol production (R2: 0.99997 and 
R2: 0.99948), for ethanol production (R2: 0.99998 and R2: 0.99816) indicates that only 
0.33 �nd 1.36%, 0.003 �nd 0.052%, 0.002 �nd 0.18%, ��������v�ly, �f �h� ����l v����-
tion is not explained by the model, indicating the high goodness of fit of the model.

Th� �ff��� �f ���h f����� �nd �h��� �n��������n� w�� �������d by �NOV� ���hn����. 
The analysis of variance shows that the models are very significant for S. cerevisiae 
UCM Y-514 and UCM Y-524 (Table 2). That was confirmed by Fisher F test, where 
F values were calculated. 

The closeness of the observed and the adjusted data can be noted which indicates 
�h�� �ll ���������n �������n� ��n b� ���d �� d������n� b������ y��ld, 2­�h�nyl��h�-
nol and ethanol concentrations at different levels of factors. Correlation coefficients 
were close to 1.0 and an excellent correlation between the experimental and adjusted 
values were obtained. 

Also, we received the response surface graph of the effect of sucrose and yeast 
extract concentrations. It indicates that the biomass, 2-phenylethanol and ethanol 
productions were highly influenced by the increasing yeast extract concentrations 
in the medium. The lowest addition of the yeast extract determined an increase in 
2-phenylethanol production (flowery perception) while the high concentrations of the 
yeast decreased the high aroma alcohol concentrations. The last can be explained 
by �h� f�������n �f ���� ���b�xyl�� ���d� [2]. G���h���l ���dy �����d�d �� �h� h��h 
significance of the regression model.
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Table 1
Combination of independent factors for optimization experiments and response 

variables for S. cerevisiae UCM Y-514 and S. cerevisiae UCM Y-524

run 
n

su*, 
%

(X1)

yE, %
(X2)

l-ph, 
mg/l
(X3)

B, 
g/l,
(Y1)

2-PE,
g/l,
(Y2)

Eth,
g/l,
(Y3)

detected compounds

S. cerevisiae UCM Y-514

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

0
18
0
18
0
18
0
18
9
9
9
9
9
9
9

0
0

1.5
1.5
0.75
0.75
0.75
0.75
0

1.5
0

1.5
0.75
0.75
0.75

0.1
0.1
0.1
0.1
0
0
0

0.2
0
0

0.2
0.2
0.1
0.1
0.1

1.25
1.37
1.35
2.14
1.35
1.75
1.325
1.78
1.25
2.48
1.27
2.24
1.86
1.78
1.90

0.49
0

0.26
0.026
1.21
0

1.21
0.083

0
0
0

0.035
0.041
0.060
0.053

13.61
0
0

13.08
0

4.51
0

7.26
0

18.22
0

21.15
13.41
13.32
13.51

2-PE, Eth*
AA, FA, F, P, PN, FC
2-PE, AA, FA, B, P, F

2-PE, Eth
2-PE

Eth, AA
2-PE

2-PE, Eth, AA, FA, B, P, PN, 
FC 

AA, FA, F, P, PN, FC 
Eth, AA, FA

AA, FA, F, P, PN, FC
2-PE, Eth, AA, FA, P
2-PE, Eth, AA, FA, P
2-PE, Eth, AA, FA, P
2-PE, Eth, AA, FA, P

S. cerevisiae UCM Y-524

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

0
18
0
18
0
18
0
18
9
9
9
9
9
9
9

0
0

1.5
1.5
0.75
0.75
0.75
0.75
0

1.5
0

1.5
0.75
0.75
0.75

0.1
0.1
0.1
0.1
0
0
0

0.2
0
0

0.2
0.2
0.1
0.1
0.1

1.75
1.35
2.50
2.50
1.45
2.10
1.75
2.00
1.325
1.50
1.30
2.30
2.20
1.96
2.00

0.84
0.02
0.008
0.05
1.21
0.03
1.21
0.06
0

0.04
0.008
0.05
0.08
0.12
0.07

0
0

19.51
15.10

0
10.22

0
11.06

0
0
0

21.30
17.07
16.60
15.20

2-PE
2-PE, AA, FA, F, P, FC
2-PE, Eth, AA, FA, B

2-PE, Eth
2-PE

Eth, AA
2-PE

2-PE, Eth, AA, FA, B, P, PN, 
FC 

AA, FA, F, P, PN, FC 
2-PE, AA, FA
2-PE, AA, FA
2-PE, Eth, AA
2-PE, Eth, AA
2-PE, Eth, AA
2-PE, Eth, AA

*  Su – sucrose, YE – yeast extract, L-ph – L-phenylalanine, B – biomass, 2-PE – 2-phenylethanol, Eth – ethanol, AA 
– acetic aci�, �A – �ormic aci�, B – 2,3-Butane�iol, P – 2-Propanone, P� – ��-Pyran-�-one, �� – 2-�urancarboxal-acetic aci�, �A – �ormic aci�, B – 2,3-Butane�iol, P – 2-Propanone, P� – ��-Pyran-�-one, �� – 2-�urancarboxal- – �ormic aci�, B – 2,3-Butane�iol, P – 2-Propanone, P� – ��-Pyran-�-one, �� – 2-�urancarboxal-�ormic aci�, B – 2,3-Butane�iol, P – 2-Propanone, P� – ��-Pyran-�-one, �� – 2-�urancarboxal-
�ehy�e, � – 2-�uranmethanol.

Many researchers suggested that the yeast extracts and autolysates can strongly 
modify wine aroma composition, affecting the volatility of wine aroma compounds 
[2]. O�� d��� ��nf����d �h�� �������n�. In �dd����n �� 2­�h�nyl��h�n�l �nd ��h�n�l 
S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM Y-524 produced other aroma compounds such 
as acetic acid, formic acid, 2,3-butanediol, 2-propanone, 4h-рyran-4-one, 2-furancar-
boxaldehyde, 2-furanmethanol. Volatile compounds were detected in higher concen-
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������n� �� �h� �����n�� �f ��l��v���n� ��d�� 9–18% ������� �nd 0.75–1.5% y���� 
extract. This tendency was not observed when we added 0.2 ��/l L­�h�nyl�l�n�n� 
to sucrose and yeast extract. In this case we found present acetic acid, formic acid, 
and ethyl acetate. This phenomenon could be explained by using the main metabolic 
pathways via acetyl-CoA and the entry of carbon into the central metabolism via 
�����nyl­C�� [12, 13].

Table 2 
anova for biomass yield (Y1), 2-phenylethanol (Y2) and ethanol production 

(Y3) by S. cerevisiae UCM Y-524 as a function of sucrose (X1), yeast extract (X2) 
and L-phenylalanine (X3) concentrations and their interactions

Factors
Sum of  

squares

Degrees of 

freedom

Mean sum of 

squares
F value p

for biomass yield 

YE (X
2
)

Lph (X
3

2)

1.237531

0.386508

1

1

1.237531

0.386508

74.85068

23.37749

0.013098

0.040214

Total 2.416543 14

for 2-phenylethanol production 

Su (X
1
)

Su (X
1

2)

YE (X
2
)

YE (X
2

2)

Lph (X
3

2)

X
1
∙X

2

X
1
∙X

2

2

X
1

2∙X
2

0.755050

0.508898

0.115824

0.198307

0.102052

0.185761

0.301088

0.097682

1

1

1

1

1

1

1

1

0.755050

0.508898

0.115824

0.198307

0.102052

0.185761

0.301088

0.097682

1078.643

726.997

165.463

283.295

145.788

265.373

430.126

139.546

0.000926

0.001373

0.005989

0.003511

0.006789

0.003747

0.002317

0.007090

Total 2.710487 14

for ethanol production 

Su (X
1

2)

YE (X
2
)

YE (X
2

2)

Lph (X
3
)

Lph (X
3

2)

X
1
∙X

2

2

X
1

2 ∙X
2

X
1

2∙X
3

X
2
∙X

3

53.915

409.694

53.774

26.404

188.694

82.497

22.145

52.326

113.423

1

1

1

1

1

1

1

1

1

53.915

409.694

53.774

26.404

188.694

82.497

22.145

52.326

113.423

56.9744

432.9425

56.8254

27.9024

199.4019

87.1785

23.4012

55.2958

119.8589

0.017103

0.002302

0.017146

0.034021

0.004978

0.011277

0.040175

0.017608

0.008240

Total 1027.689 14

*  Su – sucrose concentrations, YE – yeast extract concentrations, Lph – L-phenylalanine concentrations;
**  X

1
, X

2,
 X

3
 – linear term, X

1
2, X

2
2, X

3
2 – qua�ratic term;

***  p ≤ 0.05.
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The profiles for adjusted response for factors indicate that the sucrose and yeast 
�x����� ��n��n������n� w��� 13.5% �nd 1.5% ��������v�ly, w��h��� L­�h�nyl�l�n�n� 
giving an optimal S. cerevisiae UCM Y-514 b������ y��ld 2.5 �/l. Th� ������l 
S. cerevisiae UCM Y-524 b������ y��ld �f 2.53 �/l ��v�� h��h y���� �x����� �nd L­
phenylalanine concentrations. Profiles for adjusted values for optimum 2-phenylethanol 
production 1.21 ��/�l w��� b��h f�� S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM Y-524 with 
y���� �x����� ��n��n������n� �f 0.75% �nd L­�h�nyl�l�n�n� ��n��n������n �f 0.2 ��/l 
(Fig. 1).  

The adjusted values of optimal ethanol production show that the optimum concen-
trations were obtained at 22.39 and 21.3 ��/�l ��������v�ly f�� S. cerevisiae UCM 
Y-514 and UCM Y-524. The adjusted profiles indicate that the yeast extract concentra-514 and UCM Y-524. The adjusted profiles indicate that the yeast extract concentra-UCM Y-524. The adjusted profiles indicate that the yeast extract concentra-524. The adjusted profiles indicate that the yeast extract concentra-
���n� ���n���n�d �h� ���� 1.5% f�� S. cerevisiae UCM Y-514 and UCM Y-524, while 
the sucrose and L-phenylalanine concentrations did not differ significantly. 

Fig. 1. Profiles for adjusted values of optimal 2-phenylethanol production by 
S. cerevisiae UCM Y-514 (A) and S. cerevisiae UCM Y-524 (B) with respect  

to different factors

In summary, based on the data obtained in the present study, yields of the biomass, 
2-phenylethanol and ethanol production were optimized using a statistically designed 
experiment. The optimized conditions for maximum 2-phenylethanol syntheses were 
d������n�d �� b� 5% �������, 0.75% y���� �x����� �nd 0.2 ��/l L­�h�nyl�l�n�n�. Th� 
������z�d ��nd����n� f�� ��x���� ��h�n�l �yn�h���� w��� ��� �� 9–13.5% �������, 
1.5% y���� �x����� �nd 0.15–0.2 ��/l L­�h�nyl�l�n�n�. The results showed that 
S. cerevisiae UCM Y­514 �nd UCM Y­524 w��� ����bl� �f ���d���n� �� �� 1.21 �/l  
�f 2­�h�nyl��h�n�l �nd �� �� 22.39 �/l �f �yn�h���z�d ��h�n�l. Th� h��h b������ y��ld 
completely confirmed that in these concentrations alcohols in cultivation medium 
are not toxic to yeast. 

We gratefully acknowledge Dr S.S. nagornaya for the provision of yeast cultures 
from the collection of the Department of Industrial Microorganisms Physiology, Institute 
of Microbiology and Virology of National Academy of Sciences of Ukraine, Kiev.

A B



21Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

СиНТеЗ 2­ФеН²ЛеТАНÎЛУ ТА еТАНÎЛУ ДР²ЖДЖАМи SAcchAromyceS cereviSiAe...

rEfErEnCEs

Albertazzi E., Cardillo R., Servi S., Zucci G.1.  Biogeneration of 2-phenylethanol 
�nd 2­�h�nyl������� �������n� ����� �����n�n�� // B�����hn�l. L���. – 1994. – 16. 
– �. 491–496.

Comuzzo P., Tat L., Tonizzo A., Battistuta F. 2. Yeast derivatives (extracts and 
autolysates in winemaking: Release of volatile compounds and effects on wine aroma 
v�l���l��y // F��d Ch��. – 2006. – 99. – �. 217–230.

Clemente-Jimenez J.M., Mingorance-Cazola L., Martinez-Rodriguez S., Las 3. 
Heras-Vazquez F.J., Rodriguez-Vico F. Infl��n�� �f �����n���l y���� ��x����� �n w�n� 
f����n�����n // In�. J. �f F��d M����b��l. – 2005. – 98. – �. 301–308. 

Etschmann M.M.W., Bluemke W., Shell D., Schrader J.4.  Biotechnologycal 
���d�����n �f 2­�h�nyl��h�n�l // ���l. M����b��l. B�����hn�l. – 2002. – 59. – 
�. 1–8.

Etschmann M.M.W., Shell D., Schrader J.5.  Screening of yeasts for the 
���d�����n �f �h� ����� ������nd 2 – �h�nyl��h�n�l �n � ��l�����­b���d ��d��� 
// B�����hn�l. L���. – 2003. – 25. – �. 531–536.

Fabre C.E., Duviau V.J., Blanc P.J., Goma G.6.  Identification of volatile flavour 
compounds obtained in culture of Kluyveromyces marxianus // B�����hn�l. L���. – 
1995. – 17. – �. 1207–1212.

Huang C.J.R., Lee S.L., Chou C.C.7.  Production and molar yield of 2-
phenylethanol by pichia fermentans L-5 as affected by some medium components 
// J. B�����. B���n�. – 2000. – 90. – �. 142–147.

Jiang J. 8. Identification of flavour volatile compounds produced by Kluyveromyces 

lactis // Biotechnol. Tech. – 1993. – 7. – �. 863–866.
Lee S.L., Chou C.C., and Wu C.M.9. : Effect of some factors on the volatile 

flavour production by Sporobolomyces odorus // J. Ch�n. �����. Ch��. ���. – 1992. 
– 16. – �. 1183–1188.

Ìамеева О.Г., Наãорная С.С., Подãорский В.С.10.  Скрèíèíг продуöеíтоâ 2­
феíèлэтàíолà средè дрожжей родоâ Saccharomyces è Klyuveromyces // Мèкологèÿ 
è фèтопàтологèÿ. – 2008. – Т. 42, âып. 2. – C. 185–191.

Rodopulo A.K., Lyudnikova T.A., Bezzubov A.A.11.  Effect of yeast cultivation 
��nd����n� �n �h� b���yn�h���� �nd ������l����n �f �������� ��b���n��� // ���l. 
B���h��. M����b��l. – 1995. – 21. – �. 332–336.

Stark D., Munch T., Sonnleitner B., Marison I.W., von Stockar U.12.  Extractive 
bioconversion of 2-phenylethanol from L phenylalanine by Saccharomyces cerevisiae 
// B�����hn�l. Prog. – 2002. – 18. – �. 514–523.

Stark D., Kornmann H., Mьnch T., Sonnleitner B., Marison I.W., von Stock�13. 
ar u. Novel type of in situ extraction: Use of solvent containing microcapsules for the 
bioconversion of 2-phenylethanol from L-phenylalanine by Saccharomyces cerevisiae 

// Biotechnol. and Bioeng. – 2003. – 83. – �. 376–385. 
Torija M.J., Beltran G., Novo M. et al.14.  Effects of fermentation temperature 

and Saccharomyces species on the cell fatty acid composition and presence of volatile 
������nd� �n w�n� // In�. J. F��d M����b��l. – 2003. – 85. – �. 127–136.



22 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010    

О.Г. Мамєєва, А.М. Остапчук, В.С. Пiдгорський

УДК 663.12/.14:547.568.5

О.Г. Мамеева, А.М. Остапчук, В.С. Подгорский 

иíстèтут мèкробèологèè è âèрусологèè èмеíè Д.К. Зàболотíого НАН 
Укрàèíы, ул. Акàдемèкà Зàболотíого, 154, Кèеâ, ДСП, Д03680, Укрàèíà, 

тел.: +38 (044) 526 11 79, e-mail: mameeva@ukr.net

СИНТез 2-ФеНИЛэТАНОЛА И  эТАНОЛА ДРОжжАМИ 
SaccharomyceS cereviSiae

Реферат

Нàстоÿщàÿ рàботà сфокусèроâàíà íà определеíèè сèíтезà 2­феíèлэтàíолà è 
этàíолà с èспользоâàíèем методоâ стàтèстèческого àíàлèзà íà осíоâàíèè моде-
лè Боксà­Беíкеíà прè дейстâèè рàзлèчíых коíöеíтрàöèй сàхàрозы, дрожжеâого 
экстрàктà è L­феíèлàлàíèíà. Âлèÿíèе кàждого фàкторà, тàкже кàк è èх комбèíàöèй, 
оöеíеíо методом ANOVA. S. cerevisiae ÓÊM Y­514 è УКM Y­524 прè сàмом âысоком 
рàссчèтàííом âероÿтíостíом уроâíе сèíтезèруют до 1,21 г/л 2­феíèлэтàíолà. Прè 
этом уроâеíь сèíтезà этàíолà достèгàет 22,39 г/л. Âыâедеíы урàâíеíèÿ регрессèè 
íà осíоâàíèè стàтèстèческого àíàлèзà âлèÿíèÿ трёх осíоâíых эффектоâ, получеíы 
коэффèöèеíты регрессèè è коэффèöèеíты детермèíàöèè.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : S. cerevisiae, 2­феíèлэтàíол, этàíол, оптèмèзàöèÿ, 
стàтèстèческèй àíàлèз.
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СИНТез 2-ФеНІЛеТАНОЛУ ТА еТАНОЛУ ДРІжДжАМИ 
SaccharomyceS cereviSiae 

Реферат

Дàíе досліджеííÿ спрÿмоâàíе íà âèзíàчеííÿ продукуâàííÿ 2­феíілетàíолу і 
етàíолу з âèкорèстàííÿм методіâ стàтèстèчíого àíàлізу íà осíоâі моделі Боксà­Бе-
íкеíà зà дії різíèх коíöеíтрàöій сàхàрозè, дріжджоâого екстрàкту і L­феíілàлàíіíу. 
Âплèâ кожíого фàктору, тàкож і їх комбіíàöії, оöіíеíі методом �NOV�. S. cerevisiae 
УКM Y­514 і УКM Y­524 зà íàйâèщого розрàхоâàíого ймоâірíого ріâíÿ сèíтезують 
до 1,21 г/л 2­феíілетàíолу. Прè öьому ріâеíь сèíтезу етàíолу досÿгàє 22,39 г/л. 
Âèâедеíі ріâíÿííÿ регресії íà осíоâі стàтèстèчíого àíàлізу âплèâу трьох осíоâíèх 
ефектіâ, отрèмàíі коефіöієíтè регресії і коефіöієíтè детерміíàöії.

К л ю ч о â і  с л о â à :  S. cerevisiae, 2­феíілетàíол, етàíол, оптèмізàöіÿ, 
стàтèстèчíèй àíàліз.
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àÊÒèâÍÎсÒ² àспàÐÒàÒÊiÍàЗè Òà 

ÃÎÌÎсÅÐèÍäÅÃ²äÐÎÃÅÍàЗè у ÌуÒàÍÒÍèÕ шÒàÌ²â 
Spirulina platenSiS  

З ÍàäсèÍÒÅЗÎÌ ÌÅÒiÎÍiÍу 

Ферментативну активність аспартаткінази (АК) та ãомосериндеãідроãенази 
(ГСДГ) визначено в кëітинаõ батьківськоãо штаму дикоãо типу (ДТ) 
ціанобактерії Arthrospira (Spirulina) platensis та йоãо етіонінрезистентниõ 
мутантів 30Б та 198Б, отриманиõ у õоді сеëекції штамів з підвищеним 
вмістом метіоніну в біомасі. Встановëено підвищений рівень АК-активності 
у порівнянні зі штамом ДТ у штаму 198Б (в 1,8 раза). АК усіõ штамів 
підëяãає кумуëятивному інãібуванню ëізином та треоніном. У штаму 198Б 
інãібуваëьна дія циõ амінокисëот значно менша, ніж у штаму ДТ. За рівнем 
ГСДГ-активності значної різниці між штамами не встановëено. Виявëено, 
що ГСДГ усіõ штамів підëяãає інãібуванню треоніном, однак різною мірою. 
У штаму ДТ треонін у концентрації 5 мÌ приãнічує активність ГСДГ 
повністю, у штаму 30Б – на 53%, у штаму 198Б – на 21%. У штамів ДТ і 
30Б ГСДГ активується ізоëейцином на 32 та 14%, відповідно. У штаму 198Б 
ГСДГ втрачає здатність до активації ізоëейцином, аëе набуває підвищеної 
здатності (на 33%) до активації метіоніном. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  Spirulina platensis, синтез метіоніну, аспартаткіназа, 
ãомосериндеãідроãеназа, реãуëяція.

ціàíобàктерії ââàжàютьсÿ перспектèâíèмè об’єктàмè фотоàâтотрофíèх 
біотехíологій [1]. Îдíàк, у дàíèй чàс, íезâàжàючè íà зусèллÿ âчеíèх, серед öіàíо­[1]. Îдíàк, у дàíèй чàс, íезâàжàючè íà зусèллÿ âчеíèх, серед öіàíо-
бàктерій íе селекöіоíоâàíо промèслоâо­перспектèâíèх штàміâ­продуöеíтіâ âільíèх 
àміíокèслот. Тому âèâчеííÿ особлèâостей метàболізму мутàíтіâ öіàíобàктерій, 
здàтíèх до íàдсèíтезу àміíокèслот, дуже âàжлèâе ÿк длÿ розуміííÿ особлèâостей 
метàболізму öіàíобàктерій тà мехàíізміâ його коíтролю, тàк і длÿ селекöії згàдàíèх 
штàміâ­продуöеíтіâ.

 Рàíіше íàмè опублікоâàíо дàíі про селекöію мутàíтíèх штàміâ öіàíобàктерії 
Spirulina platensis, стійкèх до Dl­етіоíіíу – àíàлогу метіоíіíу, ÿкі булè здàтíі до 
íàдсèíтезу метіоíіíу тà íàкопèчуâàлè його â біомàсі [2, 3]. Âрàхоâуючè той фàкт, 
що у бàгàтьох промèслоâèх штàміâ­продуöеíтіâ âільíèх àміíокèслот íàдпродукöіÿ 
обумоâлеíà геíетèчíо­детерміíоâàíèмè порушеííÿмè регулÿöії ключоâèх фермеíтіâ 
â шлÿхàх біосèíтезу öèх àміíокèслот [4, 5], âàжлèâо проâестè поріâíÿльíе 
досліджеííÿ àктèâíостей ключоâèх фермеíтіâ тà деÿкèх момеíтіâ їх регулÿöії â 
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шлÿхàх біосèíтезу àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè, до ÿкої íàлежèть і метіоíіí,  
у отрèмàíèх íàмè штàміâ, здàтíèх до íàдсèíтезу метіоíіíу, тà у їх бàтькіâського 
штàму дèкого тèпу.

Аспàртàткіíàзà (АТФ: α­àспàртàт­4­фосфотрàíсферàзà, КФ 2.7.2.4., дàлі АК), 
тà гомосерèíдегідрогеíàзà (L­гомосерèí: НАДФ+оксèдоредуктàзà, КФ 1.1.1.3., 
дàлі ГСДГ) є âàжлèâèмè ключоâèмè фермеíтàмè розгàлужеíого шлÿху біосèíтезу 
àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè у мікрооргàíізміâ, àктèâíість ÿкèх  регулюєтьсÿ 
кіíöеâèмè продуктàмè öього шлÿху [7, 8]. Як було покàзàíо íàмè рàíіше, у 
öіàíобàктерії S. platensis 80% зàгàльíої АК­àктèâíості фермеíтíого препàрàту 
підлÿгàє кумулÿтèâíому іíгібуâàííю L­треоíіíом тà L­лізèíом. Рештà АК­àктèâíості 
іíгібуєтьсÿ тàкож L­гомосерèíом [6]. Дàíèх про учàсть àміíокèслот àспàрàгіíоâої 
родèíè â регулÿöії àктèâíості ГСДГ у S. platensis â доступíій літерàтурі âèÿâèтè 
íе âдàлосÿ.

Метà дàíої роботè – âèâчèтè âплèâ àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè íà 
àктèâíість АК тà ГСДГ бàтькіâського штàму дèкого тèпу öіàíобàктерії S. platensis 
тà його етіоíіíрезèстеíтíèх мутàíтіâ 30Б тà 198Б, отрèмàíèх íà різíèх стàдіÿх 
селекöії штàміâ з íàдсèíтезом метіоíіíу in vitro.

Матерiали та методи
Â роботі âèкорèстоâуâàлè штàмè öіàíобàктерії Arthrospira (Spirulina) plat�

ensis (N��d��.) G���l.: штàм дèкого тèпу (ДТ), тà мутàíтíі штàмè, отрèмàíі íàмè â 
ході селекöії штàміâ з íàдсèíтезом метіоíіíу у біомàсі – проміжíèй штàм 30Б, у 
котрого âміст метіоíіíу у біомàсі íà 27% âèщèй íіж у штàму ДТ, тà штàм 198Б, 
отрèмàíèй íà остàííій стàдії селекöії, у ÿкого âміст метіоíіíу у біомàсі у 2,2 рàзà 
âèщèй íіж у штàму ДТ [2, 3].

Біомàсу штàміâ âèрощуâàлè тà готуâàлè длÿ досліджеííÿ, ÿк опèсàíо â [6]. 
Длÿ âèзíàчеííÿ фермеíтàтèâíèх àктèâíостей â роботі âèкорèстоâуâàлè чàсткоâо 
очèщеíèй фермеíтíèй препàрàт (безклітèííèй екстрàкт, âèсолеíèй сульфàтом 
àмоíію), ÿкèй готуâàлè зà методом [9].

Аспàртàткіíàзíу àктèâíість âèзíàчàлè методом Блекà з деÿкèмè модèфікàöіÿмè 
[11]. Стàíдàртíà реàкöійíà суміш містèлà тàкі коíöеíтрàöії компоíеíтіâ (об'єм 
1 мл): 100 мМ кàлій­фосфàтíого буферà, рН 7,0; 100 мМ  L­àспàрàгіíоâої кèслотè; 
20 мМ АТФ; 20 мМ M�Cl

2
; 400 мМ гідроксèлàміíу; фермеíтíèй препàрàт (білок 

3–5 мг/мл). Зíàчеííÿ рН усіх компоíеíтіâ, окрім  M�Cl
2
, попередíьо доâодèлè 

до 7,0 зà допомогè 6 N KOH. Післÿ іíкубуâàííÿ протÿгом 30 хâèлèí прè 30 °С 
реàкöію зупèíÿлè додàâàííÿм 1,5 мл реàгеíту тàкого склàду: 10% FeCl

3
·6H

2
O тà 

3,3% ТХУ â 0,7 N HCl. Деíàтуроâàíèй білок âèлучàлè öеíтрèфугуâàííÿм прè 5000 
об/хâ âпродоâж 30 хâ. Утâореíèй âíàслідок реàкöії β­гідроксàмàт L­àспàрàгіíоâої 
кèслотè âèзíàчàлè  спектрофотометрèчíо прè 540 íм. АК­àктèâíість âèрàжàлè 
кількістю íàíомолей β­гідроксàмàтà L­àспàрàгіíоâої кèслотè, що утâорюâàâсÿ зà 
1 хâèлèíу íà 1 мг білкà фермеíтíого препàрàту.

Гомосерèíдегідрогеíàзíу àктèâíість âèзíàчàлè з âèкорèстàííÿм біохімічíої 
реàкöії, що âідбуâàлàсÿ у íàпрÿмку: гомосерèí + НАДФ+ = íàпіâàльдегід 
àспàрàгіíоâої кèслотè + НАДФН, тà àíàлізуâàлè зà шâèдкістю âідíоâлеííÿ 
ÍÀÄФ+  прè 340 íм [13]. Трèâàлість реàкöії 5 хâ. Стàíдàртíà реàкöійíà суміш булà 
тàкого склàду (об’єм 3 мл): 10 мМ трèс­НСl буфер, рН 9,0; 400 мМ КСl; 0,27 мМ 
ÍÀÄФ+; 1,7 мМ гомосерèíу тà фермеíтíèй препàрàт (білок 3–5 мг/мл). Розчèí 
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гомосерèíу попередíьо доâодèлè до рН 9,0 зà допомогè 4 N КÎН. ГСДГ­àктèâíість 
âèрàжàлè кількістю íàíомолей  НАДФН, що утâорюâàâсÿ зà 1 хâèлèíу íà 1 мг 
білкà фермеíтíого препàрàту.

Âплèâ àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè íà àктèâíість АК тà ГСДГ âèâчàлè in 

vitro шлÿхом додàâàííÿ їх у коíöеíтрàöії 5 мМ до реàкöійíої суміші длÿ âèзíàчеííÿ 
àктèâíостей öèх фермеíтіâ. Як було âстàíоâлеíо íàмè â попередíіх досліджеííÿх, 
öÿ коíöеíтрàöіÿ є íàсèчуâàльíою длÿ àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè, ÿкі 
âплèâàлè íà àктèâíість АК [6] тà ГСДГ (íе опублікоâàíі дàíі) у S. platensis.

Âміст білкà у фермеíтíèх препàрàтàх âèзíàчàлè зà методом Лоурі, 
âèкорèстоâуючè àльбуміí людської сèроâàткè ÿк стàíдàрт [12].

експерèмеíтè поâторюâàлè шестèкрàтíо. Мàтемàтèчíе опрàöюâàííÿ отрèмà-
íèх дàíèх здійсíюâàлè з âèкорèстàííÿм прогрàм M� Ex��l. Âірогідíість різíèöі 
покàзíèкіâ оöіíюâàлè зà допомогè t­крèтерію Стьюдеíтà. 

Результати дослiдження та їх обговорення 
Âрàхоâуючè сучàсíі зíàííÿ про шлÿхè біосèíтезу àміíокèслот àспàрàгіíоâої 

родèíè тà їх регулÿöію [7, 8], à тàкож особлèâості метàболізму отрèмàíèх селекöійíо­
геíетèчíèмè тà геííо­іíжеíерíèмè методàмè штàміâ­продуöеíтіâ àміíокèслот öієї 
родèíè у різíèх мікрооргàíізміâ [5, 9], íàмè було зроблеíе прèпущеííÿ, що у 
штàміâ Arthrospira (Spirulina) platensis, здàтíèх до íàдсèíтезу метіоíіíу, мàє 
місöе порушеííÿ регулÿöії àктèâíості ключоâèх фермеíтіâ àспàртàткіíàзè тà 
гомосерèíдегідрогеíàзè.

Â тàбл. 1 íàâедеíі результàтè âèзíàчеííÿ àспàртàткіíàзíої тà гомосерèíдегі-
дрогеíàзíої àктèâíостей  â клітèíàх піддослідíèх штàміâ. У проміжíого мутàíтà 
30Б АК­àктèâíість íе переâèщує àíàлогічíèй покàзíèк у штàмà ДТ. Нà âідміíу 
âід íього, АК­àктèâíість у мутàíтà 198Б â 1,8 рàзà є âèщою, íіж у штàмà ДТ. 
Гомосерèíдегідрогеíàзíà àктèâíість у âèâчеíèх штàміâ суттєâо íе âідрізíÿєтьсÿ.

Тàблèöÿ 1
Аспартаткiназна та гомосериндегiдрогеназна активностi  в клiтинах штамiв 

Spirulina platensis (M±m, n=6)

Table 1
aspartate kinase and homoserine dehydrogenase activities in cells of Spirulina 

platensis strains (M±m, n=6)

Штам

Аспартаткiназна активнiсть
Гомосериндегiдрогеназна 

активнiсть

мкмоль β-гiдроксамату 
L-аспарагiнової кислоти/

хв на мг бiлка
%

нмоль НАДФН/
хв на мг бiлка

%

ÄÒ 6,15±0,17 100,0±2,7 1,67±0,06 100,0±3,2

30Б 6,18±0,12 100,4±2,0 1,90±0,06* 114,1±3,8*

198Б 10,95±0,34* 178,1±5,5* 1,63±0,02 97,9±1,4

*  різниця вірогідна у порівнянні з ДТ (p≤0,05)



26 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010    

С.Г. Каракiс

Âрàхоâуючè той фàкт, що â регулÿöії àктèâíостей АК тà ГСДГ у мікрооргàíізміâ 
беруть учàсть кіíöеâі продуктè шлÿхіâ біосèíтезу àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè 
[7–9], à тàкож те, що у піддослідíèх  мутàíтíèх штàміâ  30Б тà 198Б мàє місöе 
зíàчíе підâèщеííÿ âíутрішíьоклітèííого пулу âільíèх àміíокèслот у поріâíÿííі з 
бàтькіâськèм штàмом ДТ [2], âèâчàлè âплèâ àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè íà 
àктèâíість âèщезгàдàíèх фермеíтіâ із штàміâ 30Б, 198Б тà дèкого тèпу in vitro. 

Результàтè досліджеííÿ àктèâíості АК із різíèх штàміâ зà âплèâу àміíокèслот 
àспàрàгіíоâої родèíè íàдàíі у тàбл. 2. ці дàíі  підтâердèлè âстàíоâлеíèй íàмè 
рàíіше фàкт [6], що лізèíу тà треоíіíу âлàстèâà іíгібуâàльíà діÿ íà àктèâíість АК 
із штàму ДТ з âèрàжеíèм àдèтèâíèм ефектом. Метіоíіí тà ізолейöèí íе іíгібують 
àктèâíість АК із ДТ. 

Згідíо з дàíèмè, íàâедеíèмè у тàбл. 2, АК із проміжíого штàму 30Б суттєâо 
íе âідрізíÿєтьсÿ âід АК із штàму ДТ зà дією àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè íà 
її àктèâíість. Нà âідміíу âід öього, АК із штàму 198Б чàсткоâо âтрàчàє здàтíість 
до зâоротíого іíгібуâàííÿ лізèíом тà треоíіíом – âоíà мàйже у 2 рàзè слàбше 
іíгібуєтьсÿ лізèíом тà треоíіíом, íіж АК із штàміâ попередíèкіâ. Îкрім того, АК 
із штàму 198Б íàбуâàє здàтíості àктèâуâàтèсÿ ізолейöèíом. У прèсутíості öієї 
àміíокèслотè àктèâíість АК підâèщуєтьсÿ íà 58% у поріâíÿííі з коíтролем, у 
той чàс, ÿк àктèâíість АК із штàму ДТ тà штàму 30Б íе зàзíàє зміí під âплèâом 
ізолейöèíу. Зà дією метіоíіíу íà àктèâíість АК штàм 198Б íе âідрізíÿєтьсÿ âід 
âèхідíèх штàміâ.

Тàблèöÿ 2
Вплив амiнокислот на активнiсть аспартаткiнази iз рiзних штамiв Spirulina 

platensis (M±m, n=6)

Table 2
Effect of amino acids on activity of aspartate kinase from different strains  

of Spirulina platensis (M±m, n=6)

Амiнокислота
(5 мМ)

Активнiсть аспартаткiнази
(% вiд контролю)

Штам ДТ Штам 30Б Штам 198Б

Коíтроль 
(без додàткіâ)

100,0±2,7 100,0±2,0 100,0±3,1

met 105,2±2,5 91,6±2,1* 108,2±3,4*

lys 30,0±0,9* 35,4±1,0* 79,5±2,8*

thr 40,0±0,7* 37,5±1,0* 79,0±2,7*

ile 102,8±2,8 98,8±2,4 157,9±5,8*

lys+thr 24,3±0,7* 31,3±1,0* 50,0±1,4*

* різниця вірогідна у  порівнянні з контролем (p≤0,05)

Â тàбл. 3 íàâедеíо результàтè поріâíÿльíого âèâчеííÿ àктèâíості ГСДГ із 
різíèх штàміâ зà âплèâом àміíокèслот, ÿкі сèíтезуютьсÿ зà її учàстю. Нàâедеíі 
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дàíі сâідчàть, що у штàму ДТ àктèâíість ГСДГ іíгібуєтьсÿ треоíіíом (прè коíöеí-
трàöії 5 мМ – поâíістю) і дещо àктèâуєтьсÿ  ізолейöèíом – íà 32%. У проміжíого 
штàму 30Б мàє місöе чàсткоâà âтрàтà здàтíості ГСДГ до зâоротíього іíгібуâàííÿ її 
àктèâíості треоíіíом тà àктèâàöії ізолейöèíом. У прèсутíості треоíіíу àктèâíість 
ГСДГ із штàму 30Б іíгібуєтьсÿ тількè íà 53,3%, à у прèсутíості ізолейöèíу – àк-
тèâуєтьсÿ тількè íà 14%. ГСДГ із  штàму 198Б ще меíш чутлèâà до дії треоíіíу 
тà ізолейöèíу, íіж із штàму 30Б. Â коíöеíтрàöії 5 мМ треоíіí прèгíічує àктèâíість 
ГСДГ штàму 198Б лèше íà 20%, à ізолейöèí мàйже íе âплèâàє íà її àктèâíість.

Тàблèöÿ 3
Вплив амiнокислот на активнiсть гомосериндегiдрогенази iз рiзних штамiв 

Spirulina platensis (M±m, n=6)

Table 3
Effect of amino acids on activity of homoserine dehydrogenase from different 

strains of Spirulina platensis  (M±m, n=6)

Амiнокислота
(5 мМ)

Активнiсть
(% вiд контролю)

Штам ДТ Штам 30Б Штам 198Б

Коíтроль 
(без додàткіâ)

100,0±3,2 100,0±3,8 10,0±2,4

met 107,1±1,4* 110,0±3,1* 133,3±0,1*

thr 0* 46,7±0,2* 79,0±2,7*

ile 132,1±1,5* 114,1±1,3* 104,7±2,5

*  різниця вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05)

Îтже, мутàíт 30Б âідрізíÿєтьсÿ âід бàтькіâського штàму ДТ зíàчíою мірою 
лèше âтрàтою здàтíості ГСДГ до зâоротíого іíгібуâàííÿ треоíіíом. ці зміíè â 
метàболізмі обумоâлюють íезíàчíе підâèщеííÿ сèíтезу метіоíіíу у öього штàму 
– âсього íà 27%. Нà âідміíу âід штàму 30Б, штàм 198Б хàрàктерèзуєтьсÿ зíàчíèм 
підâèщеííÿм АК­àктèâíості тà чàсткоâою âтрàтою здàтíості АК до зâоротíого 
іíгібуâàííÿ лізèíом тà треоíіíом. Îкрім того, у штàму 198Б ГСДГ ще більш зíà-
чíою мірою âтрàчàє здàтíість до іíгібуâàííÿ треоíіíом тà àктèâàöії ізолейöèíом 
тà íàбуâàє здàтíості до àктèâàöії метіоíіíом. Âочеâèдь, öі геíетèчíо­детерміíоâàíі 
особлèâості штàму 198Б дозâолÿють посèлèтè потік метàболітіâ­попередíèкіâ у 
іíдèâідуàльíі шлÿхè сèíтезу метіоíіíу тà обумоâлюють його íàдсèíтез (âміст 
метіоíіíу â його біомàсі â 2,2 рàзà âèщèй, íіж у ДТ). 

Тàкèм чèíом, íà осíоâі поріâíÿííÿ ріâíіâ АК­ тà ГСДГ­àктèâíостей  тà осо-
блèâостей âплèâу àміíокèслот àспàрàгіíоâої родèíè íà àктèâíість АК тà ГСДГ 
у піддослідíèх штàміâ, можíà зробèтè âèсíоâок, що зíàчíе підâèщеííÿ сèíтезу 
метіоíіíу у спіруліíè потребує одíочàсíого послàблеííÿ íегàтèâíого коíтролю 
àктèâíості ÿк АК, тàк і ГСДГ кіíöеâèмè продуктàмè íà фоíі зíàчíого підâèщеííÿ 
АК­àктèâíості.
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ÎсÎÁÅÍÍÎсÒè ÐÅÃуËßÖèè àÌèÍÎÊèсËÎÒàÌè àÊÒèâÍÎсÒè 
àспàÐÒàÒÊèÍàЗЫ è ÃÎÌÎсÅÐèÍäÅÃèäÐÎÃÅÍàЗЫ  
у ÌуÒàÍÒÍЫÕ шÒàÌÌÎâ Spirulina platenSiS,  

ÎÁËàäàЮЩèÕ сâÅÐÕсèÍÒÅЗÎÌ ÌÅÒèÎÍèÍà

Реферат

Фермеíтàтèâíàÿ àктèâíость àспàртàткèíàзы (АК) è гомосерèíдегèдрогеíàзы 
(ГСДГ) былè определеíы â клеткàх родèтельского штàммà дèкого тèпà (ДТ) 
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öèàíобàктерèè Arthrospira (Spirulina) platensis è его этèоíèíрезèстеíтíых му-
тàíтíых штàммоâ 30Б è 198Б, получеííых íà рàзíых этàпàх селекöèè штàммоâ с 
поâышеííым содержàíèем метèоíèíà â бèомàссе. Устàíоâлеíо, что только мутàíт 
198Б èмеет поâышеííый уроâеíь АК­àктèâíостè (â 1,8 рàзà) по срàâíеíèю со 
штàммом ДТ. АК âсех штàммоâ коммулÿтèâíо èíгèбèруетсÿ лèзèíом è треоíèíом. 
Îдíàко, только у штàммà 198Б èíгèбèрующèй эффект этèх àмèíокèслот íàмíого 
меíьше, чем у штàммà ДТ. Сущестâеííой рàзíèöы â уроâíе ГСДГ­àктèâíостè 
у èзучеííых штàммоâ íе âыÿâлеíо. Покàзàíо, что ГСДГ âсех штàммоâ èíгèбè-
руетсÿ треоíèíом. Â коíöеíтрàöèè 5 мМ треоíèí èíгèбèрует ГСДГ штàммà ДТ 
полíостью, штàммà 30Б – íà 53%, штàммà 198Б – íà 21%. У штàммоâ ДТ è 30Б 
ГСДГ àктèâèруетсÿ èзолейöèíом íà 32 è 14%, соотâетстâеííо. У штàммà 198Б 
ГСДГ íе àктèâèруетсÿ èзолейöèíом, одíàко поâышàетсÿ способíость к àктèâàöèè 
метèоíèíом íà 33%. 

К л ю ч е â ы е  с л о â à :  Spirulina platensis, сèíтез метèоíèíà, àспàртàткè-
íàзà, гомосерèíдегèдрогеíàзà, регулÿöèÿ.

s.g. Karakis

Odesa National of Mechnykov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine, 
tel.: +38 (0482) 68 79 32, e-mail: karakis_sg@mail.ru

PECuliaritiEs of asPartatE KinasE and hoMosErinE 
dEhydrogEnasE aCtivitiEs rEgulation By aMino 

aCids in Spirulina platenSiS Mutant strains With 
MEthioninE suPEr synthEsis

summary

The activities of aspartate kinase (AK) and homoserine dehydrogenase (GSDG) 
have been  determined in cells of parental wild strain as well as 30B and 198B mu-
tant strains, received on different stages of Spirulina platensis strain selection with 
elevated content of methionine in biomass. It was found, that only strain 198B showed 
considerable increase of AK activity (in 1.8 times) in respect to the wild strain. AK-
activity is subject to cumulative inhibition by L-threonine and L-lysine in all strains. 
however, in mutant 198B inhibition effect of these amino acids on the activity AK 
is much smaller than the same in the wild strain. There is no essential difference in 
value of GSDG-activity between investigated strains. It is established, that GSDG-
activity is subject to inhibition by L-threonine in all strains. GSDG from wild strain 
w�� ����l���ly �nh�b���d by L­�h���n�n� (5 �M), f��� 30B �����n – �n 53%, f��� 
198B �����n – �nly �n 21%. G�DG f��� w�ld �����n �nd 30B �����n w�� ����v���d by 
L­���l����n� �n 32 �nd 14%, �����d�n�. G�DG �f 198B ����n� w�� n�� ����v���d by 
L­���l����n�, b�� ��� h�d � h��h �����l����y �ff��� (33%) by L­���h��n�n�.

Key words : Spirulina platensis, methionine synthesis, aspartate kinase, 
homoserine dehydrogenase, regulation. 
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èссËÅäÎâàÍèÅ ÒÅÐÌÎèÍàÊÒèâàÖèè 
α-ÃàËàÊÒÎЗèäàЗЫ claDoSporium 

claDoSporioiDeS

Иссëедована термостабиëьность α-ãаëактозидазы cladosporium cladosporioides 
в диапазоне температур 55–60 °С. Расcчитаны некоторые термодинамические 
параметры и предëожен меõанизм термоинактивации фермента. Энерãия 
активации переõода отдеëьной субъединицы α-ãаëактозидазы из нативноãо 
состояния в денатурированный составиëа 165 кДж/моëь. Показана стабиëиза�
ция моëекуëы фермента в присутствии бычьеãо сывороточноãо аëьбумина (на 
19%), ãëицерина (на 30–40%), ãаëактозы (на 15%), меëибиозы, раффинозы 
и стаõиозы (45%, 21% и 15%).

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : α-ãаëактозидаза, Cladosporium cladosporioides, 
термоинактивация.

Â íàстоÿщее âремÿ èмеетсÿ обшèрíый мàтерèàл по кèíетèке термоèíàктè-
âàöèè олèгомерíых фермеíтоâ â рàзлèчíых услоâèÿх. Можíо укàзàть íà четыре 
осíоâíых тèпà èíàктèâàöèè фермеíтоâ [2]. Это íеобрàтèмàÿ èíàктèâàöèÿ перâого 
порÿдкà, èíàктèâàöèÿ по схеме последоâàтельíых преâрàщеíèй перâого порÿдкà, 
èíàктèâàöèÿ по мехàíèзму последоâàтельíо­пàрàллельíых реàкöèй перâого по-
рÿдкà è дèссоöèàтèâíàÿ èíàктèâàöèÿ. Последíèй мехàíèзм íàèболее âàжеí длÿ 
олèгомерíых молекул, поскольку â этом проöессе обрàтèмые стàдèè дèссоöèàöèè 
предшестâуют кèíетèческè íеобрàтèмому èзмеíеíèю èх продуктоâ. Прèмером 
тàкого родà ÿâлÿетсÿ рàспàд дèмерíого белкà Е2 по кèíетèческой схеме:

     k1          k2

Е2 ↔ 2Е → 2Еден

     
k-1

Е – моíомерíый белок, способíый к обрàтèмой реíàтурàöèè, à Еден – продукт 
íеобрàтèмого èзмеíеíèÿ е. Белок Еден уже íе способеí к àссоöèàöèè с обрàзоâà-
íèем фуíкöèоíàльíо àктèâíого комплексà е

2
, íàпрèмер, âследстâèе íàрушеíèÿ 

сâойстâ коíтàктíого учàсткà белкоâой глобулы èлè сущестâеííых структурíых 
èзмеíеíèй.

Зàâèсèмость кèíетèческèх крèâых дèссоöèàтèâíой термоèíàктèâàöèè фермеíтà 
по дâустàдèйíому мехàíèзму прè [e]

0
=const от темперàтуры объÿсíÿетсÿ рÿдом 

фàктороâ: рàзлèчèем темперàтурíых коэффèöèеíтоâ проöессоâ дèссоöèàöèè è 
деíàтурàöèè è резкèм уâелèчеíèем с ростом темперàтуры âелèчèíы Кдисс. Тàкèм 
обрàзом, поèск путей стàбèлèзàöèè олèгомерíого белкà состоèт â решеíèè зàдàчè 
сохрàíеíèÿ èíтàктíостè его четâертèчíой структуры путем подàâлеíèÿ перâèчíых 

© Н.Â. Борзоâà, Л.Д. Âàрбàíеö, 2010
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обрàтèмых стàдèй термоèíàктèâàöèè. Положеíèе точек èзломà è íàклоíы крèâых 
â коордèíàтàх кèíетèческого урàâíеíèÿ перâого порÿдкà  позâолÿют определèть 
трè элемеíтàрíые кèíетèческèе коíстàíты: k1 (коíстàíтà скоростè дèссоöèàöèè 
дèмерà), Кдис (коíстàíтà рàâíоâесèÿ дèссоöèàöèè дèмерà), kден (коíстàíтà скоростè 
деíàтурàöèè), где Кдис= k1/k-1. Âсе трè пàрàметрà могут быть определеíы экспе-
рèмеíтàльíо â том случàе, еслè дàííые получеíы длÿ темперàтурíого èíтерâàлà, 
который отâечàет эксперèмеíтàльíо íàблюдàемому проöессу дèссоöèàöèè олèго-
мерà, è â облàстè коíöеíтрàöèй белкà, соèзмерèмых с âелèчèíой Кдис. 

исследуемый íàмè фермеíт – α­гàлàктозèдàзà cladosporium cladosporioides, 
по íàшèм предâàрèтельíым дàííым ÿâлÿетсÿ глèкозèлèроâàííым гексàмером [1], с 
молекулÿрíой мàссой 400 кДà по дàííым гель­фèльтрàöèè, è 66 кДà – по дàííым 
SDS­ПААГ электрофорезà. Дàííàÿ рàботà посâÿщеíà èзучеíèю âопросоâ кèíетèкè 
è термоèíàктèâàöèè этого олèгомерíого белкà, с öелью рàсшèрèть âозможíые 
облàстè его прèмеíеíèÿ.

Материалы и методы
Прè èсследоâàíèè проöессà термоèíàктèâàöèè коíтрольíую реàкöèю про-

âодèлè прè 37 °С, тàк кàк прè этой темперàтуре èсследуемàÿ  α­гàлàктозèдàзà 
c. cladosporioides зà âремÿ реàкöèè полíостью сохрàíÿлà сâою кàтàлèтèческую 
àктèâíость. Удельíàÿ àктèâíость фермеíтà состàâлÿлà 3,6 е/мл, К

m
 рàâíÿлàсь 

0,79 мМ. Âыбрàííые рàбочèе коíöеíтрàöèè фермеíтоâ íàходèлèсь â пределàх 
дèàпàзоíà коíöеíтрàöèй, где фермеíтàтèâíàÿ àктèâíость прÿмо пропорöèоíàльíà 
коíöеíтрàöèè фермеíтà [E]

0
. 

Термостàтèроâàíèе проâодèлè прè темперàтурàх 50–65 °С, перèодèческè 
отбèрàÿ пробы (0,1 мл) длÿ определеíèÿ àктèâíостè. Актèâíость определÿлè по 
íàчàльíой скоростè гèдролèзà р­íèтрофеíèл­α­D­гàлàктопèрàíозèдà спектрофотоме-
трèческèм методом [3] прè коíтрольíой темперàтуре è íàсыщàющей коíöеíтрàöèè 
субстрàтà, после чего рàссчèтыâàлè íàчàльíые скоростè реàкöèй. Длÿ реèíàктèâà-
öèè после термообрàботкè обрàзöы èíкубèроâàлè прè 40 °С от 5 до 24 чàсоâ.

изучеíèе кèíетèкè è рàсчет коíстàíт термоèíàктèâàöèè проâодèлè соглàсíо рà-
боте Полторàк è др. [2]. Длÿ рàсчетà эффектèâíой коíстàíты скоростè деíàтурàöèè 
kдеí è коíстàíты дèссоöèàöèè Кдèс строèлè кèíетèческèе крèâые термоèíàктèâàöèè 
â полулогàрèфмèческèх коордèíàтàх lnvτ/vo 

от t, где v
o 
– скорость фермеíтàтèâíой 

реàкöèè прè �=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст­�=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст­=0. По пересечеíèю кàсàтельíых, проâедеííых к лèíейíым учàст-
кàм кèíетèческой крèâой определÿлè точку èзломà прè t=τ. По тàíгеíсàм углоâ 
íàклоíà кàсàтельíых определÿлè kэф (коíстàíты скоростè дèссоöèàöèè олèгомерà 
è àссоöèàöèè моíомероâ). Рàсчет Кдèс проâодèлè по формуле:

 
Кдèс = 4 [е

0
] (v

o
– vτ)

2/ v
o
vτ,

где е
0 
–

 
коíöеíтрàöèÿ олèгомерíой формы фермеíтà â íàчàльíый момеíт 

âремеíè, v
o  
è vτ – 

мàксèмàльíые скоростè коíтрольíой кàтàлèтèческой реàкöèè â 
íàчàльíый момеíт âремеíè è â момеíт âремеíè τ, отâечàющèй точке èзломà.

Коíстàíту скоростè деíàтурàöèè kдеí определÿлè по формуле:

kдеí= kэф(vo 
+ vτ)/2(v

o
– vτ)
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Îбрàботку фермеíтà глутàроâым àльдегèдом проâодèлè следующèм обрàзом: 
к 1 мл очèщеííого фермеíтíого рàстâорà (10 е/мл) добàâлÿлè 10–50 мкл 50% 
глутàроâого àльдегèдà è âыдержèâàлè прè комíàтíой темперàтуре â течеíèе 
15–60 мèí, остàткè реàгеíтà удàлÿлè гель­фèльтрàöèей íà Sepharose 6B. Дàлее 
обрàботку проâодèлè, кàк опèсàíо âыше.

Углеâоды (сàхàрозà, гàлàктозà, глюкозà, мелèбèозà, рàффèíозà, стàхèозà, 
трегàлозà, мàльтозà), сухую бычью кроâь è БСА èспользоâàлè â коíöеíтрàöèè 
0,5%, глèöерèí – 5–40%.

Результаты и их обсуждение
Кàк âèдíо èз рèс. 1, проöесс термоèíàктèâàöèè α­гàлàктозèдàзы c. cladospo�. cladospo�cladospo�

rioides состоèт èз íесколькèх элемеíтàрíых стàдèй, дâе èз которых (íàчàльíую è 
коíечíую) можíо оöеíèть колèчестâеííо. Прè построеíèè кèíетèческèх крèâых 
термоèíàктèâàöèè â полулогàрèфмèческèх коордèíàтàх íàблюдàлсÿ «èзлом», поло-
жеíèе которого зàâèсèт от коíöеíтрàöèè фермеíтà прè фèксèроâàííой темперàту-
ре. Тàкже покàзàíо, что фермеíт можíо чàстèчíо реèíàктèâèроâàть íà íàчàльíых 
этàпàх термообрàботкè, до «èзломà». Это обычíàÿ кàртèíà прè íàлèчèè â сèстеме 
дèссоöèàтèâíо­àссоöèàтèâíого рàâíоâесèÿ. Тàкèм обрàзом, мы предполàгàем, что 
термоèíàктèâàöèÿ олèгомерíой α­гàлàктозèдàзы c. cladosporioides прè 55 è 60 °С 
проходèт по мехàíèзму дèссоöèàтèâíой èíàктèâàöèè, à прè 65 °С – íеобрàтèмой 
èíàктèâàöèè перâого порÿдкà. 

Рис. 1. Кинетические кривые термоинактивации α-галактозидазы  
c. cladosporioides при различных температурах инкубации 

—— очèщеííый фермеíт, 
­­­­­ íеочèщеííый фермеíтíый препàрàт

Fig. 1. Thermal inactivation kinetic curve of c. cladosporioides α-galactosidase at 
different incubation temperature 

—— purified enzyme,
----- crude enzyme preparation
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Прè темперàтуре 55 è 60 °С íà кèíетèческèх крèâых íàблюдàютсÿ èíдукöè-
оííые учàсткè, что может быть сâÿзàíо с обрàзоâàíèем промежуточíых форм 
α­гàлàктозèдàзы c. cladosporioides, которые íе сопроâождàютсÿ потерей àктèâ-
íостè. 

Âсе рàссчèтàííые кèíетèческèе пàрàметры проöессà термоèíàктèâàöèè 
α­гàлàктозèдàзы c. cladosporioides предстàâлеíы â тàблèöе. Эффектèâíàÿ коíстàí-
тà скоростè деíàтурàöèè прè темперàтуре 55 °С былà 5,35·10-5 с-1, прè поâышеíèè 
темперàтуры оíà âозрàстàлà è прè 65 °С состàâèлà 1,94·10-4 с-1.

Тàблèöà
Кинетические константы термоинактивации α-галактозидазы c. cladosporioides

Table
thermal inactivation kinetic constant of c. cladosporioides α-galactosidase 

Ò, °с k
1
, с-1 k

-1
, с-1 Кдис , мкМ kден, с

-1

55 6,5·10-5 9,3·10-5 0,7 5,35·10-5

60 4,45·10-4 2,7·10-4 1,67 9,5·10-5

65 3,6·10-4 1,2·10-5 29,20 1,94·10-4

Длÿ рàсчетà колèчестâà стàдèй, íе сопроâождàющèхсÿ потерей àктèâíостè, 
èспользоâàлè эмпèрèческую формулу, предложеííую Полторàк è соàâт. [2] è по-
лучеííую путем моделèроâàíèÿ проöессà èíàктèâàöèè íà компьютере. Â услоâèÿх 
íàшего эксперèмеíтà íàблюдàетсÿ мèíèмум дâе стàдèè проöессà термоèíàктèâàöèè, 
которые íе сопроâождàютсÿ потерей àктèâíостè.

Длÿ определеíèÿ эíергèè àктèâàöèè строèлè грàфèк â коордèíàтàх урàâíеíèÿ 
Арреíèусà ln kдеí= f(1/T) (рèс. 2). Тàíгеíс углà íàклоíà этого грàфèкà позâолèл 
íàйтè эíергèю àктèâàöèè переходà отдельíой субъедèíèöы α­гàлàктозèдàзы èз 
íàтèâíого состоÿíèÿ â деíàтурèроâàííое рàâíую 165 кДж/моль.

Необходèмо обрàтèть âíèмàíèе, что прè большèх отрезкàх âремеíè â сèстеме 
будут проходèть только íеобрàтèмые èзмеíеíèÿ до полíой èíàктèâàöèè ферме-
íтà. Необрàтèмые èзмеíеíèÿ â молекулàх фермеíтоâ âозíèкàют прàктèческè â 
момеíт íàчàлà термоèíàктèâàöèè, одíàко поíàчàлу оíè почтè íе âыÿâлÿютсÿ íà 
фоíе обрàтèмых реàкöèй. Тàкже следует отметèть, что эíергèÿ àктèâàöèè  этèх 
проöессоâ сущестâеííо âыше, чем у обрàтèмых è требует большего âремеíè длÿ 
èх зàâершеíèÿ. Â этот перèод èмеютсÿ мехàíèзмы длÿ реèíàктèâàöèè фермеíтà.

Прè проâедеíèè èсследоâàíèй по реèíàктèâàöèè α­гàлàктозèдàзы c. cladospo�. cladospo�cladospo�

rioides было покàзàíо, что после 3­х чàсоâой термоèíàктèâàöèè прè 55 è 60 °С 
фермеíтíые препàрàты былè способíы âосстàíàâлèâàть сâою àктèâíость íà 7–10%. 
Îдíàко прè âыдержèâàíèè этого же препàрàтà прè 65 °С фермеíт прàктèческè âесь 
переходèл â деíàтурèроâàííую форму, íеспособíую к реèíàктèâàöèè, â течеíèе 
30 мèí. Прè оöеíèâàíèè âлèÿíèÿ степеíè очèсткè фермеíтà íà устойчèâость к 
âоздейстâèю âысокèх темперàтур было покàзàíо, что очèщеííые фермеíты облà-
дàлè большей термостàбèльíостью (рèс. 1). Âероÿтíо, â íеочèщеííых препàрàтàх 
íàблюдàлсÿ эффект èíгèбèроâàíèÿ фермеíтà прèсутстâующèмè â культурàльíой 
жèдкостè è препàрàтàх грубой очèсткè продуктàмè реàкöèè è субстрàтàмè.
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Рис. 2. зависимость констант скорости денатурации от температуры:
 ---- ln(kдеí/Т), —— ln kдеí.

fig. 2. temperature dependence upon denaturation rate constant:  
---- ln(k

den
/Ò), —— ln k

den
.

Прè èзучеíèè âозможíостей зàмедлеíèÿ проöессà термоèíàктèâàöèè 
α­гàлàктозèдàзы c. cladosporioides â прèсутстâèè íекоторых сàхàроâ, субстрàтоâ 
фермеíтà è БСА было покàзàíо, что зàщèтíый эффект íà протÿжеíèè перâого 
чàсà èíкубàöèè прè 55–60 °С íàблюдàлсÿ â прèсутстâèè гàлàктозы (íà 15%), 
мелèбèозы, рàффèíозы è стàхèозы (45%, 21% è 15%) è àльбумèíà (íà 19%), 
íезíàчèтельíые протектèâíые сâойстâà былè отмечеíы у трегàлозы è мàльтозы 
(около 8%), одíàко ко âторому чàсу âлèÿíèе этèх âещестâ полíостью íèâелèро-
âàлось. Зíàчèтельíый зàщèтíый эффект íàблюдàлсÿ â прèсутстâèè глèöерèíà (íà 
30–40%) íà протÿжеíèè 3 чàсоâ èíкубàöèè прè 65 °С (рèс. 3).

Рис. 3. зависимость активности α-галактозидазы c. cladosporioides от времени в 
присутствии глицерина и глутарового альдегида при 65 °с

Fig. 3. c. cladosporioides α-galactosidase dependence upon time in presence of 
glycerol and glutaraldehyde at 65 °с
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Тàкèм обрàзом, íàмè устàíоâлеíо, что термоèíàктèâàöèÿ α­гàлàктозèдàзы 
c. cladosporioides проèсходèт по дèссоöèàтèâíому тèпу, à прè темперàтуре 55 è 
60 °С èмеетсÿ èíдукöèоííый перèод, è рàссчèтàíо, что чèсло стàдèй, íе сопро-
âождàющеесÿ потерей àктèâíостè, соотâетстâует дâум. Прè этèх темперàтурàх 
устàíоâлеíы кèíетèческè рàзлèчèмые дâе стàдèè проöессà термоèíàктèâàöèè: 
обрàтèмàÿ дèссоöèàöèÿ è íеобрàтèмàÿ деíàтурàöèÿ. Рàссчèтàíы кèíетèческèе 
пàрàметры этèх проöессоâ. Âсе этè дàííые помогут оптèмèзèроâàть проöессы 
стàбèлèзàöèè молекулы α­гàлàктозèдàзы íà рàííèх стàдèÿх термоèíàктèâàöèè.
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äÎсËiäЖÅÍÍß ÒÅÐÌÎiÍàÊÒèâàÖiї α-ÃàËàÊÒÎЗèäàЗè 
claDoSporium claDoSporioiDeS

Реферат

Досліджеíо термостàбільíість α­гàлàктозèдàзè cladosporium cladosporioides 
у діàпàзоíі темперàтур 55–60 °С. Розрàхоâàíі деÿкі термодèíàмічíі пàрàметрè тà 
зàпропоíоâàíо мехàíізм термоіíàктèâàöії фермеíту. еíергіÿ àктèâàöії переходу 
окремої субодèíèöі α­гàлàктозèдàзè із íàтèâíого стàíу у деíàтуроâàíèй склàлà 
165 кДж/моль. Покàзàíà стàбілізàöіÿ молекулè фермеíту у прèсутíості бèчàчого 
сèроâàткоâого àльбуміíу (íà 19%), гліöерèíу (íà 30–40%), гàлàктозè (íà 15%), 
мелібіозè, рàфіíозè тà стàхіозè (45%, 21% i 15%).

К л ю ч о â і  с л о â à : α­гàлàктозèдàзà, cladosporium cladosporioides, 
термоіíàктèâàöіÿ.
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study of thErMal inaCtivation claDoSporium 

claDoSporioiDeS α-galaCtosidasE

summary

Thermostability of cladosporium cladosporioides of α-galactosidase was studied 
in the range of 55 °Ñ and 60 °Ñ. Some of the thermodynamic parameters have been 
estimated and the mechanism of thermal inactivation has been suggested. Activa-
tion energy of transition α-galactosidase subunit from native to denatured state was 
165 kJ/M. ���b�l�z����n �f �nzy�� ��l���l� �n �h� �����n�� �f B�� (19%), �ly����l 
(30–40%), ��l������ (15%), ��l�b����, ��ff�n��� �nd ����hy��� (45%, 21% �nd 
15%) w�� �h�wn.

K e y  w o r d s :  α-galactosidase, cladosporium cladosporioides, thermal in-
activation.
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âÎäÍЫÅ ÃÐèÁЫ пÅËàÃèàËè àâàÍäÅËьÒЫ  
ÐÅÊè äуÍàé

Идентифицировано 46 видов ãрибов из 10 родов, 6 семейств, 6 порядков,  
4 кëассов отдеëа Ascomycota (анаморфные роды). Наибоëьший вкëад в видовой 
состав микобиоты принадëежаë родам Aspergillus (18 видов) и Penicillium 
(7), дëя представитеëей этиõ родов также отмечена наибоëьшая частота 
встречаемости и пëотность КОЕ·дм-3. Чисëо видов, частота встречаемости 
и пëотность пропаãуë оппортунистическиõ ãрибов в районе быëа выше, чем 
сапротрофныõ, особенно на станцияõ, распоëоженныõ бëиже к береãу. В ис�
сëедованный период не выявиëи зависимости пëотности пропаãуë ãрибов от 
такиõ абиотическиõ параметров, как ãëубина отбора проб, температура, 
соëеность воды и удаëенность станций от береãа.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : микобиота, пропаãуëы ãрибов, оппортунистические 
микромицеты, авандеëьта р. Дунай.

Мèкроскопèческèе грèбы – íеотъемлемàÿ чàсть бèоты пресíых è морскèх 
âодоемоâ – остàютсÿ íàèмеíее èзучеííой группой âодíых оргàíèзмоâ, особеííо â 
коíтурíых èлè крàеâых бèотопàх. Дàííàÿ рàботà посâÿщеíà èзучеíèю мèкобèоты 
â àâàíдельте р. Дуíàй, сàмой крупíой рекè, âпàдàющей â черíое море.

исследоâàíèÿ грèбоâ дàííого рàйоíà, проâедеííые â 50–80 гг. прошлого 
столетèÿ позâолèлè âыÿâèть 123 âèдà грèбоâ: èз отделоâ O��y���� – 9 âèдоâ, 
Zy���y���� – 15, Labyrinthulata – 5, Chy���d���y���� – 6, Bl�����l�d���y���� – 
1, Ascomycota – 97 âèдоâ, èз которых 94 предстàâлеíы àíàморфíымè стàдèÿмè 
[2, 3, 5, 7].

цель рàботы – определèть âèдоâой состàâ мèöелèàльíых âодíых грèбоâ, 
устàíоâèть зàâèсèмостè чèслеííостè пропàгул грèбоâ от глубèíы отборà проб, 
темперàтуры, солеíостè è удàлеííостè стàíöèй от берегà â âоде àâàíдельты рекè 
Дуíàй.

Материалы и методы
Мèкологèческèе èсследоâàíèÿ âоды â рàйоíе àâàíдельты р. Дуíàй, проâодèлè 

â àâгусте è октÿбре 2008 г. (86 проб). Абèотèческèе пàрàметры â местàх отборà проб 
предстàâлеíы â тàбл. 1, схемà стàíöèй покàзàíà íà рèс. 1.

Âоду с поâерхíостíого горèзоíтà отбèрàлè плàстмàссоâым âедром, с прè-
доííого – бàтометром Молчàíоâà, объемом 1 л, которые былè предâàрèтельíо 
обрàботàíы спèртом. Грèбы âыделÿлè èз 20 мл íàтèâíой âоды íà öеллюлозосо-
держàщèе субстрàты­прèмàíкè (стерèльíые полоскè фèльтроâàльíой бумàгè, 
опèлкè дубà). чàшкè Петрè èíкубèроâàлè â течеíèе 2–3 месÿöеâ прè темперàтуре 
18–20 °С [1]. 

© Í.È. Копытèíà, и.Â. Тàрàсюк, 2010
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Тàблèöà 1
Глубина отбора проб, температура и соленость воды в акватории авандельты 

р. Дунай (август, октябрь 2008 г.)

Table 1
depth of sampling selection, temperature and salinity of water in the danube 

avandelta water area (August, October, 2008)

Месяц Глубина отбора проб (м) Температура воды (°С)
Соленость воды

(д)

Аâгуст 0–22 8,8–29,2 0,3–17,7

Îктÿбрь 0–23 14,4–16,7 0,04–17,1

 идеíтèфèкàöèю грèбоâ проâодèлè по рàботàм Сàттоí è др. [6], Хуг è др.[8]. 
Сèстемàтèкà грèбоâ соотâетстâует èзложеííой â электроííой бàзе дàííых 
Ind�x F�n����� [10]. Âычèслÿлè âстречàемость кàждого âèдà (родà) è плотíость 
пропàгул грèбоâ (КÎе), â рàсчете íà 1 дм3. Стàтèстèческàÿ обрàботкà мèколо-
гèческèх è àбèотèческèх дàííых âыполíеíà с èспользоâàíèем пàкетà прогрàмм 
мíогомерíого àíàлèзà PRIMER v. 5.28 [9].

Рис. 1. Схема станций отбора проб в районе авандельты р. Дунай

Fig. 1. The scheme of sampling stations in the Danube avandelta area



39Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

ÂиЩI МÎРСьКI ГРиБи ПеЛАГIАЛI АÂАНДеЛьТи РIКи ДУНАЙ

Результаты и их обсуждение
идеíтèфèöèроâàíо 46 âèдоâ грèбоâ èз 10 родоâ (Acremonium Link, Alternaria 

Nees, Aspergillus P. Micheli ex Link, candida Berkhout, cladosporium Link, 
Dichocladosporium K. ��h�b., U. B���n & C����, exophiala J.W. C�����h., 
neosartorya M�ll��h & C��n, penicillium Link, periconiella ����.) (рèс. 2), 6 семейстâ 
(Davidiellaceae, herpotrichiellaceae, Incertae sedis, Mycosphaerellaceae, Pleosporaceae, 
T���h���������), 6 порÿдкоâ (C��n�d��l��, Ch�����hy���l��, E������l��, Hy������l��, 
�l�������l��, ����h����y����l��) 4 клàссоâ (D��h�d���y�����, E�������y�����, 
����h����y�����, ���d�����y�����) отделà �����y���� (àíàморфíые роды).

Мàксèмàльíым колèчестâом âèдоâ былè предстàâлеíы роды Aspergillus –18 
âèдоâ (рèс. 2) (â àâгусте – 17 âèдоâ, â октÿбре – 10) è penicillium – 7 (â àâгусте 
– 5 âèдоâ, â октÿбре – 7). Нàмè âыÿâлеíы 21 âèд мèкромèöетоâ, которые былè 
рàíее укàзàíы другèмè àâторàмè [2, 5, 7], âперâые длÿ дàííого регèоíà âыÿâлеíы 
25 фàкультàтèâíо морскèх âèдоâ грèбоâ, 13 èз которых – íоâые длÿ черíого морÿ 
(Acremonium atrogriseum (Panas.) w. Gams, A. roseogriseum (S.B. Saksena) w. 
Gams, Alternaria dianthicola Neerg., Aspergillus alliaceus Th�� & Ch���h, A. cae�
siellus Saito, A. carneus Blochwitz, A. conicus Blochwitz, A. unguis (Å�mile-Weill & 
L. G��d�n) Th�� & R����, Cladosporium bruhnei Linder, C. herbarum (Pers.) Link, 
c. macrocarpum Preuss, Dichocladosporium chlorocephalum (Fresen.) K. Schub.,  
U. Braun & Crous, exophiala castellanii Iw����, N��h��. & M�y�j�). Â перèод èссле­Iw����, N��h��. & M�y�j�). Â перèод èссле­, N��h��. & M�y�j�). Â перèод èссле­N��h��. & M�y�j�). Â перèод èссле­. & M�y�j�). Â перèод èссле­M�y�j�). Â перèод èссле­). Â перèод èссле-
доâàíèй облèгàтíо морскèе грèбы íе былè обíàружеíы, âероÿтíо, âлèÿíèе стокà 
р. Дуíàй определÿет домèíèроâàíèе íàземíых âèдоâ â âоде рàйоíà.

Рис. 2. Распределение микромицетов по родам

fig. 2. Micromycetes distribution according to genera

Нàèбольшую чàстоту âстречàемостè отметèлè длÿ Aspergillus fumigatus Fre-Fre-
sen. (33,0%) è Penicillium decumbens var. аtrovirens S. Abe. (30,8%), 18 âèдоâ 
âыделèлè 1–2 рàзà (âстречàемость 1,1–2,3%).

Â поâерхíостíом горèзоíте âоды обíàружеíо 46 âèдоâ грèбоâ, â прèдоííом 
– 40, общèмè длÿ дâух экотопоâ былè 39 âèдоâ. Сходстâо мèкокомплексоâ дâух 
горèзоíтоâ âоды по коэффèöèеíту Брей­Куртèсà состàâлÿло 70,8% (àâгуст – 
73,7%, октÿбрь – 54,2%). 

 



40 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010    

Н.I. Копитiна, I.В. Тарасюк

Â àâгусте грèбы íе былè âыÿâлеíы â 12 пробàх, â октÿбре – â 15. Средíÿÿ 
плотíость пропàгул грèбоâ â âоде соотâетстâоâàлà 2298±393 КÎе∙дм-3 (â àâгус-
те – 3341±429 КÎе∙дм-3, â октÿбре – 1255±357 КÎе∙дм-3) плотíость пропàгул 
грèбоâ по стàíöèÿм èзмеíÿлàсь от 0 до 11750 КÎе∙дм-3. Средíее чèсло âèдоâ íà 
стàíöèÿх состàâлÿло 8. Â àâгусте – 3–13 (â средíем – 7 âèдоâ), â октÿбре – 0–5 
(â средíем – 3 âèдà), зíàчеíèе èíдексà Шеííоíà (âèдоâое рàзíообрàзèе) соотâет-
стâоâàло 2,17. Â àâгусте – 1,51–3,02 (â средíем 2,35±0,11), â октÿбре – 0,466–
1,535 (â средíем – 1,005±0,11) бèт·особь-1. Â àâгусте средíÿÿ плотíость пропàгул 
грèбоâ былà â 2,6 рàзà âыше, чем â октÿбре, что âероÿтíо сâÿзàíо с сезоííымè 
особеííостÿмè ростà è рàзмíожеíèÿ мèкромèöетоâ.

Сходстâо мèкокомплексоâ стàíöèй рàйоíà было íèзкèм (от 10 до 40%).  
Â рàйоíе èсследоâàíèй âыÿâлеíо 17 âèдоâ (36,2%) оппортуíèстèческèх грèбоâ èз 
родоâ Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, penicillium (шèроко рàспрострàíеííые 
сàпротрофíые грèбы, продуöèрующèе мèкотоксèíы èлè способíые прè определеííых 
услоâèÿх переходèть к пàрàзèтèзму). Мàксèмàльíой âстречàемостью â àâгусте 
хàрàктерèзоâàлèсь Aspergillus fumigatus è penicillium decumbens (по 36,3%), â 
октÿбре – Aspergillus flavus, Alternaria alternata K����l. è cladosporium herbarum 

(Pers.) Link (по 32,3%). чàстотà âстречàемостè è плотíость оппортуíèстèческèх 
грèбоâ â рàйоíе былà âыше, чем сàпротрофíых (рèс. 3, 4), особеííо íà стàíöèÿх, 
рàсположеííых блèже к берегу. Уâелèчеíèе плотíостè пропàгул потеíöèàльíо 
пàтогеííых грèбоâ â прèбрежíых рàйоíàх было отмечеíо è â èсследоâàíèÿх другèх 
àâтороâ [5, 7]. Следоâàтельíо, â рàйоíе àâàíдельты р. Дуíàй желàтельíо проâодèть 
мèкологèческèй коíтроль âоды.

Рис. 3. Средняя плотность пропагул микромицетов по родам в августе 2008 г.
(КОе·дм-3)

Fig. 3. Average density of micromycetes propagulаs according to genera in august, 
2008 (CFU·dm-3)

По результàтàм сопостàâлеíèÿ бèотèческой è àбèотèческой мàтрèö сходст-
âà, рàссчèтàíы íàèболее âысокèе зíàчеíèÿ коэффèöèеíтà рàíгоâой коррелÿöèè 
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большей степеíè определÿющèх èзмеíеíèе чèслеííостè грèбоâ. Â èсследуемый 
перèод íе âыÿâèлè коррелÿöèè плотíостè пропàгул грèбоâ (КÎе), âыÿâлеííых 
методом посеâà, от тàкèх àбèотèческèх пàрàметроâ, кàк глубèíà отборà проб, 
темперàтурà, солеíость âоды è удàлеííость стàíöèй от берегà (â пределàх èх ко-
лебàíèй) (тàбл. 2), что подтâерждàет дàííые, получеííые рàíее методом прÿмого 
мèкроскопèроâàíèÿ [4].

Тàблèöà 2
Наиболее высокие значения коэффициента ранговой корреляции Спирмена (pmax)

Table 2
The highest values of Spearman coefficient of grade correlation (pmax)

pmax Переменные Количество переменных

0,099 темперàтурà+солеíость 2

0,092 темперàтурà 1

0,067 глубèíà+темперàтурà+солеíость 3

Â рàйоíе èдеíтèфèöèроâàíо 46 âèдоâ грèбоâ èз 10 родоâ, 6 семейстâ, 6 порÿд-
коâ, 4 клàссоâ отделà Ascomycota (àíàморфíые роды), обíàружеíо 25 íоâых длÿ 
регèоíà âèдоâ, средè которых 13 – âперâые âыделеíы â черíом море. Нàèбольшèй 
âклàд â âèдоâой состàâ мèкобèоты âíосèлè âèды èз родоâ Aspergillus – 18 âèдоâ, 
penicillium – 7, длÿ íèх тàкже былè отмечеíы сàмàÿ âысокàÿ чàстотà âстречàе-
мостè è плотíость (КÎе∙дм-3). 

Рис. 4. Средняя плотность пропагул микромицетов по родам в октябре 2008 г. 
(КОе·дм-3)

Fig. 4. Average density of micromycetes propagulаs according to genera in 
October, 2008 (CFU·dm-3)
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Â àâгусте средíÿÿ плотíость пропàгул грèбоâ былà â 2,6 рàзà âыше, чем â 
октÿбре, что âероÿтíо сâÿзàíо с сезоííымè особеííостÿмè ростà è рàзмíожеíèÿ 
мèкромèöетоâ.

Âыделеíо 17 оппортуíèстèческèх âèдоâ грèбоâ (36,2% от âèдоâого состàâà). 
Îтмечеíо уâелèчеíèе чèслà âèдоâ, чàстоты âстречàемостè è плотíостè пропàгул 
потеíöèàльíо пàтогеííых грèбоâ íà стàíöèÿх, рàсположеííых блèже к берегу, 
поэтому â рàйоíе àâàíдельты р. Дуíàй желàтельíо проâодèть мèкологèческèй 
коíтроль âоды.

Â èсследоâàííый перèод íе âыÿâèлè зàâèсèмостè плотíостè пропàгул грèбоâ 
от тàкèх àбèотèческèх пàрàметроâ, кàк глубèíà, темперàтурà, солеíость âоды è 
удàлеííость стàíöèй от берегà.

Авторы выражают искреннюю бëаãодарность коëëеãам из Одесскоãо фи�

ëиаëа Института биоëоãии южныõ морей НАН Украины за отбор и доставку 
проб.
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ÂиЩI МÎРСьКI ГРиБи ПеЛАГIАЛI АÂАНДеЛьТи РIКи ДУНАЙ
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Îдеськà філіÿ Iíстèтуту біології піâдеííèх моріâ імеíі Î.Î. Коâàлеâського,  
НАН Укрàїíè, âул. Пушкіíськà, 37, Îдесà, 65125, Укрàїíà,
тел.: +38 (048) 725 09 34, е­mail: nade.kopytina@yandex.ru,  
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âèЩi ÌÎÐсьÊi ÃÐèÁè пÅËàÃiàËi àâàÍäÅËьÒè ÐiÊè äуÍàé

Реферат

Iдеíтèфікоâàíо 46 âèдіâ мікроміöетіâ з 10 родіâ, 6 родèí, 6 порÿдкіâ, 4 клàсіâ 
âідділу �����y���� (àíàморфíі родè). Нàйбільшèй âíесок у âèдоâèй склàд мікобіотè 
досліджуâàíої àкâàторії íàлежèть родàм Aspergillus P. Micheli ex Link (18 âè-
діâ) тà penicillium Link (7), длÿ предстàâíèкіâ öèх родіâ тàкож було âідмічеíо й 
íàйбільшу чàстоту зустрічàльíості тà щільíість КУÎ·дм-3. Кількість âèдіâ, чàс-
тотà зустрічàльíості тà щільíість пропàгул опортуíістèчíèх грèбіâ у рàйоíі булà 
âèще, íіж сàпротрофíèх, особлèâо íà стàíöіÿх, розтàшоâàíèх блèжче до берегà. 
Â досліджеíèй період íе âèÿâлеíо зàлежíості густотè пропàгул грèбіâ âід тàкèх 
àбіотèчíèх пàрàметріâ, ÿк глèбèíà âідбору проб, темперàтурà, солоíість âодè тà 
âіддàлеíість стàíöій âід берегà.

К л ю ч о â і  с л о â à : мікобіотà, пропàгулè грèбіâ, опортуíістèчíі мікромі-
öетè, àâàíдельтà р. Дуíàй.

n.i. Kopytina, i.v. tarasyuk

Odesa Branch, Institute of Biology of Southern Seas NASU, 37, 
Pushkinskaja str., Odesa, 65125, Ukraine, tel.: +38 (048) 725 09 34, 

е­mail: nade.kopytina@yandex.ru, irina.tarasyuk87@yandex.ru

aQuatiC fungi of thE WatEr ColuMn of thE danuBE 
rivEr avandElta

summary

Forty six species of fungi, belonging to ten genera of six families, six orders, 
and four classes of the section Ascomycota (anamorphic genera) were identified. The 
greatest contribution into the species diversity of investigated water area, as well as 
��x���l f�����n�y �f �������n�� �nd d�n���y �f CFU∙d�-3, belongs to such genera 
as Aspergillus P. Micheli ex Link (18 species) and penicillium Link (7). The number 
�f �������, f�����n�y �f �������n�� �nd d�n���y �f �������l�� �f �������n����� f�n�� 
in the area was higher than of saprotrophic fungi, especially on the stations situated 
n����� �h� b�nk. D���n� �h� �nv���������n �����d w� d�dn’� �d�n��fy �ny d���nd�n�� 
between propagulas density and such abiotic factors as depth, temperature, salinity 
�f w���� �nd d����n�� �f �h� ������n� f��� �h� ��v��’� ����h�.

K e y  w o r d s : mycobiota, fungi propagulas, opportunistic micromycetes, the 
Danube river avandelta.
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СИНТез ГIДРОЛIТИЧНИХ ФеРМеНТIВ У БАЦИЛ 
â ЗàËÅЖÍÎсÒi âiä сÊËàäу пÎЖèâÍÎÃÎ 

сÅÐÅäÎâèЩà

Вдосконаëено поживне середовище дëя біосинтезу різниõ ãідроëаз  бактеріями 
роду Bacillus та вивчена активність синтезу ними скëадної системи 
ãідроëітичниõ ферментів, що пов'язано з особëивостями скëаду поживноãо 
середовища. Не змінюючи якісноãо скëаду середовища дëя куëьтивування, 
оптимізовано співвідношення її компонентів, що забезпечують підвищений 
біосинтез та активність позакëітинниõ ферментів скëадноãо ãідроëітичноãо 
компëексу. Встановëено, що дëя бациë при підвищенні їõ ãідроëазної активності 
найбіëьш значущим є поєднання неорãанічноãо і орãанічноãо джереë азоту.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : ãідроëази, бактерії роду Bacillus, поживне середовище.

Âідомо, що мікрооргàíізмè здàтíі âèкорèстоâуâàтè різíі ростоâі полісàхàрèдíі 
субстрàтè тà сèíтезуâàтè прè öьому комплекс різíèх гідролітèчíèх фермеíтіâ. 

Зà дàíèмè рÿду дослідíèкіâ гідролітèчíі фермеíтè, зокремà фермеíтè öелю­öелю-
лозолітèчíого комплексу, ксèлàíàзè, ліпàзè тà іíші âідíосÿтьсÿ до іíдуöèбельíèх 
фермеíтіâ, що і âèзíàчàє різíі âèмогè до склàду пожèâíого середоâèщà, íà ÿкому 
культèâуютьсÿ бàктерії­продуöеíтè [2, 5, 6, 7, 12].

Тому одíèм з шлÿхіâ підâèщеííÿ біосèíтетèчíої здàтíості бàöèл без зміíè 
їх геíетèчíого àпàрàту є íàпрàâлеíе регулюâàííÿ проöесіâ біосèíтезу фермеíтіâ 
шлÿхом зміíè сàме склàду тà спіââідíошеíь компоíеíтіâ пожèâíого середоâèщà, 
íà ÿкому âоíè âèрощуютьсÿ. Îсоблèâо öе âàжлèâо длÿ промèслоâèх продуöеíтіâ 
фермеíтіâ, â тому чèслі гідролàз.

Метою дàíої роботè було âèâчеííÿ зàкоíомірíостей біосèíтезу різíèх гідролàз 
бàктеріÿмè роду Bacillus íà âідпоâідíèх спеöèфічíèх âуглеöеâоâмісíèх субстрàтàх, 
удоскоíàлеííÿ склàду пожèâíого середоâèщà длÿ зàбезпечеííÿ íàйбільш àктèâíого 
біосèíтезу öèх фермеíтіâ.

Матерiали i методи 
Â роботі âèкорèстàíо 36 культур бàктерій роду Bacillus з колекöії мікрооргà-

íізміâ Iíстèтуту мікробіології і âірусології НАНУ, що пройшлè етàпè скрèíіíгу тà 
âідібрàíі зà íàйâèщою гідролітèчíою àктèâíістю.

Âèрощуâàííÿ бàктерій проâодèлè íà рідкому пожèâíому середоâèщі, рàíіше 
оптèмізоâàíому íàмè длÿ глèбèííого культèâуâàííÿ бàöèл, ÿке зàбезпечує їх оп-
тèмàльíèй ріст тà íàкопèчеííÿ біомàсè [8], тàкого склàду (у г/л): íàтрію öèтрàт 

© Ë.Â. Аâдєєâà, А.I. Îсàдчà, Л.А. Сàфроíоâà, Â.М. Iлÿш, М.А. Хàрхотà, 2010
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– 1,29; (NH
4
)
2
hPO

4 
– 4,75, Kh

2
PO

4 
– 9,6, M��O

4
 ⋅ 7h

2
O – 0,18, рН середоâèщà 

– 7,0±0,2. це середоâèще було âèкорèстàíо ÿк âèхідíе длÿ підâèщеííÿ біосè-
íтезу тà àктèâíості гідролàз бàктеріÿмè роду Bacillus. З метою âдоскоíàлеííÿ 
середоâèщà, додàâàлè âідпоâідíèй спеöèфічíèй длÿ кожíого з фермеíтіâ субстрàт 
(у %): длÿ отрèмàííÿ ксèлàíàзè – ксèлàí 1,0; öелюлàзè (еíдоглюкàíàзè) – N�­
КМц (íàтрієâу сіль кàрбоксèметèлöелюлозè) 0,5; β­глюкозèдàзè – öелобіозу 0,2; 
пектèíàз – пектèí 0,5; ліпàзè – мàслèíоâу олію 0,5, ÿкèй âèкорèстоâуâàлè тàкож 
ÿк джерело âуглеöю. Культèâуâàííÿ проâодèлè протÿгом 48 год прè 37 °С â колбàх 
ємíістю 750 мл з 50 мл середоâèщà íà кàчàлöі з 200 об/хâ. Післÿ âèрощуâàííÿ 
âідокремлюâàлè культурàльíу рідèíу âід біомàсè öеíтрèфугуâàííÿм прè 6000 об/
хâ протÿгом 20 хâ тà âèзíàчàлè фермеíтíі àктèâíості у âідпоâідíèх суперíàтàíтàх 
зà зàгàльíопрèйíÿтèмè методàмè [3, 9, 13].

Îптèмізàöію склàду âèщеíàзâàíого пожèâíого середоâèщà проâодèлè з âèкорè-
стàííÿм мàтемàтèчíого методу плàíуâàííÿ експерèмеíту – методу ортогоíàльíèх 
лàтèíськèх прÿмокутíèкіâ длÿ п'ÿтè чèííèкіâ (тобто компоíеíтіâ середоâèщà) íà 
чотèрьох ріâíÿх (їх коíöеíтрàöіÿх) [1]. Згідíо ісíуючій мàтрèöі плàíуâàííÿ пере-
âіреíо 24 âàріàíтè середоâèщà длÿ кожíого фермеíту з одíочàсíèм âàріюâàííÿм 
коíöеíтрàöій âсіх п'ÿтè компоíеíтіâ середоâèщà. Âàріàíт âèхідíого середоâèщà буâ 
коíтрольíèм. Зíàчеííÿ досліджуâàíèх ріâíіâ коíöеíтрàöії компоíеíтіâ середоâèщà 
тàкі (у г/л): длÿ öèтрàту íàтрію – âід 0 до 1,93; (NH

4
)
2
hPO

4 
– âід 1,18 до 5,9; 

Kh
2
PO

4
 – âід 2,4 до 12,0; M��O

4
 ⋅ 7h

2
O – âід 0,09 до 0,225; длÿ кукурудзÿíого 

екстрàкту, ÿкèй буâ ââедеíèй â середоâèще, – âід 2,5 до 12,5. 
Мàтемàтèчíе опрàöюâàííÿ результàтіâ експерèмеíтіâ полÿгàло у розрàхуíку 

âелèчèí ефектіâ âплèâу кожíої коíöеíтрàöії компоíеíту середоâèщà íà àктèâíість 
проöесу біосèíтезу фермеíтіâ, що розрàхоâуâàлè зà мàтемàтèчíèм плàíуâàííÿм 
експерèмеíту [1].

Ріст бàктерій íà середоâèщàх з різíèмè субстрàтàмè оöіíюâàлè âèмірюâàííÿм 
оптèчíої густèíè суспеíзії, що âèрослà, íà фотоелектроколорèметрі ФеК­56 прè 
540 íм, рН – потеíöіоíометрèчíо. Длÿ оптèмізàöії середоâèщà з метою âèâчеííÿ 
фермеíтíої àктèâíості спочàтку âèкорèстоâуâàлè коíтрольíі штàмè: B. subtilis 

MC-13
2
, B. subtilis 55 ЛГ, B. subtilis 36ЛГ, B. subtilis 2Ш, ÿкі хàрàктерèзуâàлèсÿ 

íàйâèщою àктèâíістю щодо сèíтезу ксèлàíàзè тà öелобіàзè, öелюлàзè, пектèíàзè 
і ліпàзè, âідпоâідíо. Â подàльшèх дослідàх íà оптèмізоâàíèх середоâèщàх культè-
âуâàлè решту штàміâ і потім поріâíюâàлè їх зà àктèâíістю âідпоâідíого фермеíту 
з коíтрольíèмè штàмàмè.

Îдíèм з крèтеріїâ, зà допомогè ÿкого оöіíюâàлè здàтíість âèбіркоâо âідíосè-
тèсÿ до склàду пожèâíого середоâèщà будь­ÿкого з досліджуâàíèх штàміâ бàктерій 
до біосèíтезу того àбо іíшого фермеíту, буâ тàкож коефіöієíт Т [10], зà зíàчеííÿм 
ÿкого судèлè про фермеíтíу àктèâíість. 

Коефіöієíт Т по суті âіддзеркàлює âідíошеííÿ фермеíтàтèâíої àктèâíості 
кожíої з досліджуâàíèх культур â дослідíèх середоâèщàх (Nдосл.) з коíтрольíèм 
штàмом íà âèхідíому середоâèщі (Nâèх.):

Ò = ( Nдосл – Nâèх.) / Nâèх.
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Результати та їх обговорення
Âстàíоâлеíо, що длÿ сèíтезу фермеíтіâ склàд середоâèщà буâ схожèм зà 

ÿкістю, à післÿ оптèмізàöії длÿ кожíого з íèх âіí âідрізíÿâсÿ зà кількісíèм спіâ-
âідíошеííÿм його компоíеíтіâ (тàбл. 1). 

Тàблèöÿ 1
Склад поживного середовища для синтезу гiдролiтичних ферментiв бактерiями 

роду Bacillus

Тàble 1
Composition of nutrient medium for the synthesis of hydrolytic enzymes by 

bacteria of genus Bacillus

Компонент

Склад середовища (г/л)

ендо-
глюканаза

β-Глюко-
зидаза

Ксила-
наза

Пектиназа
Лiпаза

Вихiдне 
середовищепÅ пÃ

цèтрàт íàтрію 1,29 1,29 0,645 1,93 1,29 1,29 1,29

(Nh
4
)
2
hPO

4
5,9 4,75 2,37 5,9 5,9 5,9 4,75

Kh
2
PO

4
4,8 2,4 12,0 12,0 9,6 9,6 9,6

MgSO
4
·7H

2
O 0,18 0,045 0,045 0,225 0,225 0,18 0,18

Кукурудзÿíèй 
 екстрàкт

12,5 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 -

З дàíèх тàблèöі âèдíо, що зíèжеííÿ у âèхідíому середоâèщі кількості солей 
àмоíію, мàгíію тà öèтрàту зà одíочàсíого збільшеííÿ â íьому фосфàтіâ стèму-
люâàло сèíтез ксèлàíàз досліджуâàíèмè штàмàмè бàöèл, â той чàс ÿк íàÿâíість 
â íьому більшої, íіж у коíтролі, кількості íàзâàíèх компоíеíтіâ спрèÿлà âже сè-
íтезу пектèíàз. Длÿ підâèщеííÿ ж сèíтезу öелюлàз â середоâèщі культèâуâàííÿ 
бàжàíà меíшà кількість солей фосфàту. Крім того, длÿ àктèâíого біосèíтезу âсіх 
досліджуâàíèх гідролітèчíèх фермеíтіâ бàöèлàм íеобхідíà обоâ'ÿзкоâà íàÿâíість 
â середоâèщі кукурудзÿíого екстрàкту (5–12%).

Тàкèм чèíом, â результàті проâедеíèх досліджеíь з оптèмізàöії склàду пожè-
âíого середоâèщà тà розрàхоâàíèх зà íèмè ефектіâ âплèâу коíöеíтрàöії кожíого 
з компоíеíтіâ середоâèщà íà сèíтезуâàльíу àктèâíість булè âстàíоâлеíі їх оп-
тèмàльíі спіââідíошеííÿ длÿ кожíого з досліджуâàíèх фермеíтіâ і íà їх осíоâі 
склàдеíі тà  реàлізоâàíі його íоâі âàріàíтè.

З дàíèх тàбл. 2 âèдíо, що прè зíàйдеíому спіââідíошеííі компоíеíтіâ середо-
âèщà ріâеíь ксèлàíàзè, що секретуєтьсÿ бàктеріÿмè, буâ âèщèм, íіж до оптèмізàöії 
і склàâ 434,7±25,2 од/мл, що переâèщуâàло àктèâíість коíтрольíого штàму B. sub� sub�

tilis ÌÑ-13
2
 íà âèхідíому середоâèщі прèблèзíо â 1,3 рàзà (328,4±15,1 од/мл).

Зміíè у спіââідíошеííі компоíеíтіâ пожèâíого середоâèщà позèтèâíо 
âідбèâàлèсÿ тàкож íà збільшеííі сèíтезу фермеíтіâ пектолітèчíого тà öелюлозо­öелюлозо-
літèчíого комплексіâ. Прè öьому, еíдоглюкàíàзíà àктèâíість коíтрольíого штàму 
підâèщèлàсÿ â 5,4 рàзà, öелобіàзíà àктèâíість – â 18,7 рàзà, Пе (пектèíестерàзè) 
â 2,7 рàзà тà ПГ (полігàлàктуроíàзè) до 2,2 рàзà â поріâíÿííі з àктèâíістю íà 
âèхідíому середоâèщі. Актèâíість сèíтезу ліпàзè підâèщèлàсÿ мàйже â 1,2 рàзà із 
збережеííÿм достàтíьо âèсокого ріâíÿ і продуктèâíості по біомàсі з âèкорèстàííÿм 
â середоâèщі мàслèíоâої олії ÿк єдèíого джерелà âуглеöю.
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Тàблèöÿ 2
Синтезувальна активнiсть гiдролаз штамами Bacillus subtilis на вихiдному та 

оптимiзованому середовищах

Тàble 2
synthesis hydrolase activity by the strains of genus Bacillus subtilis on initial and 

optimised medium

Штам
B. subtilis

Продукований 
фермент

Активнiсть, од/мл

до оптимiзацiї пiсля оптимiзацiї

MC-13
2

ксèлàíàзà 328±15,1 434,7±25,2

55 ЛГ еíдоглюкàíàзà 1016,1±10,1 5526±12,5

MC-13
2

β­глюкозèдàзà 90,5±5,8 1690±31

36 ЛГ пектèíестерàзà 0,55±0,05 1,51±0,98

36 ЛГ полігàлàктуроíàзà 3,2±0,11 7,2±0,86

2ш ліпàзà 24,4±2,0 28,8±4,8

Тàкèм чèíом, â результàті оптèмізàöії середоâèщà культèâуâàííÿ шлÿхом 
підбору спіââідíошеíь його компоíеíтіâ було отрèмàíо âèщèй ріâеíь сèíтезу 
позàклітèííèх фермеíтіâ, íіж íà âèхідíому середоâèщі, ÿкèй істотíо âàріюâàâ у 
бàктерій â зàлежíості ÿк âід âèду, тàк і âід штàму. Серед âсіх досліджуâàíèх зà 
ріâíем àктèâíості íàйбільше âідрізíÿлèсÿ штàмè, ÿкі продукуâàлè öелюлàзу â межàх 
âід 3519 до 18680 од/мл, що переâèщуâàло â 3,5–29,2 рàзè àктèâíість коíтроль-
íого штàму íà середоâèщі до оптèмізàöії. Бàктерії тàкож мàлè âèсоку, прàктèчíо 
одíàкоâого ріâíÿ, öелобіàзíу àктèâíість – 1670–1870 од/мл, що переâèщуâàло â 
6–7 рàзіâ àктèâíість öього штàму íà âèхідíому середоâèщі (90,5 од/мл).

Поріâíÿльíèй àíàліз фермеíтíої àктèâíості коíтрольíèх і досліджуâàíèх штà-
міâ покàзàâ, що продукöіÿ еíдоглюкàíàз штàмом B. subtilis 229ж переâèщуâàлà 
ріâеíь коíтрольíого штàму íà 82,3%, B. subtilis À5/1 – íà 88,7%, B. silvestris À

10
 

– íà 89,6% тà штàму B. licheniformis À6/3 – íà 111%, у рештè штàміâ âоíà булà 
íèжчою. Ріâеíь утâореííÿ öелобіàз буâ âèщèм âід коíтрольíого тількè у трьох з 
досліджеíèх штàміâ бàктерій, àле âсього íà 1,8–10,6% (рèс. 1).

Прè культèâуâàííі íà оптèмізоâàíому середоâèщі бàöèлè âідрізíÿлèсÿ тàкож 
різíèм ріâíем сèíтезу ксèлàíàз тà ліпàз (рèс. 2). I хочà âсі досліджуâàíі штàмè, що 
âèâчàютьсÿ, мàлè здàтíість розщеплюâàтè ксèлàí, ріâеíь їх àктèâíості íà öьому 
середоâèщі поступàâсÿ àктèâíості коíтрольíого штàму. Âèключеííÿ предстàâлÿâ 
лèше штàм B. subtilis 80 ЛГ, ÿкèй мàâ тàку ж àктèâíість, ÿк  коíтрольíèй. Крім 
того, âèрізíÿлèсÿ дâà штàмè B. megaterium 906 тà B. licheniformis A6/3, здàтíі  
продукуâàтè позàклітèííу ліпàзу àктèâíіше зà коíтрольíèй штàм.

Щодо пектолітèчíого комплексу, то досліджуâàíі штàмè бàöèл проÿâлÿлè 
тількè íà оптèмізоâàíому середоâèщі ÿк пектèíестерàзíу, тàк і полігàлàктуроíà-
зíу àктèâíість. З ісíуючèх дàíèх літерàтурè âідомо, що ріâеíь öієї àктèâíості, ÿк 
прàâèло, зàлежèть âід спіââідíошеííÿ різíèх тèпіâ пектèíàз [4]. Нàмè покàзàíо, 
що штàмè бàöèл, культèâуâàííÿ ÿкèх проâодèлè íà âèхідíому середоâèщі, âзàгàлі 
íе мàлè пектèíестерàзíої àктèâíості.
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Тоді ÿк íà оптèмізоâàíому середоâèщі спіââідíошеííÿ âèзíàчеíèх пектèíàз у дослі-
джуâàíèх штàміâ колèâàлосÿ â межàх âід 0,5 до 55,6. Тàкà розбіжíість â колèâàííі, 
можлèâо, âкàзує íà зàлежíість сèíтезу пектèíàз íе стількè âід штàму продуöеíтà, 
скількè âід способу тà умоâ його культèâуâàííÿ, чè âід іíшèх чèííèкіâ [4].

А – öелюлàзà Б – β­глюкозèдàзà
Штàмè (10 шт.): Штàмè (12шт.) :
1 B. subtilis 55ЛГ (100%) 1 B. subtilis MC-13

2 
(100%)    11 B. licheniformis A6/3

2 B. subtilis 229ж 2 B. subtilis A5/1                   12 Bacillus sp. A
7
  

3 B. subtilis 30s 3 B. subtilis A5/2

4 B. subtilis 1872 4 B. subtilis MC-2
2

5 B. subtilis A5/1 5 B. subtilis MC-6
3

6 B. subtilis A5/2 6 B. subtilis 45ЛГ
7 B. cereus 63/4 7 B. subtilis 49ЛГ
8 B. oligonitrophilus 5758 8 B. subtilis 51ЛГ
9 B. silvestris A

10
9 B. subtilis 39ЛГ

10 B. licheniformis A6/3 10 B. silvestris A
10

Рис. 1. Синтез целюлаз штамами  роду Bacillus на оптимiзованому середовищi 

Fig. 1. Synthesis of cellulase by the strains of genus Bacillus on the optimised 
medium  
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А – ксèлàíàзà Б – ліпàзà
Штàмè (7 шт.): Штàмè (10шт.):
1 B. subtilis MC-13

2 
(100 %) 1 B. subtilis 2ш (100%)      8 B. megaterium  

2 B. subtilis 80ЛГ 2 B. subtilis 39ЛГ              9 B. megaterium 906   
3 B. subtilis 1155 3 B. subtilis 51ЛГ             10 B. licheniformis A6/3

4 B. subtilis 39ЛГ 4 B. subtilis 36ЛГ
5 B. subtilis 51ЛГ 5 B. subtilis 1155
6 B. megaterium 906 6 B. subtilis 668
7 B. licheniformis A6/3 7 B. subtilis 19ЛГ

Рис. 2. Синтез ксиланаз (А) i лiпаз (Б) штамами роду  
Bacillus на оптимiзованому середовищi 

Fig. 2. Synthesis of xylanase (A) and lypase (B) by the strains of genus  
Bacillus on the optimised medium 

 Нàйбільш àктèâíèм прè сèíтезі обох фермеíтіâ âèділèâсÿ штàм 
B. megaterium 906, ÿкèй по Пе і ПГ переâершуâàâ коíтрольíèй íà 6,6 і 38,9%, 
âідпоâідíо. Âèще зà коíтрольíèй по Пе булè тàкож штàмè B. subtilis 1701 (íà 
4,6%), à по ПГ штàм B. subtilis 39ЛГ íà 15,3% (рèс. 3).

Прè поріâíÿííі сèíтезуâàльíої àктèâíості рештè досліджуâàíèх штàміâ, 
âстàíоâлеíо, що коефіöієíт Т по ксèлàíàзі зíàходèâсÿ â межàх зíàчеíь âід ­0,35 
до +0,09, по ліпàзі – âід ­0,65 до + 0,41, по еíдоглюкàíàзі – âід +2,4 до +17,4, 
öелобіàзі – âід +17,3 до +19,7, по Пе – âід ­0,05 до +2,97, по ПГ – âід ­0,09 до +2,12. 
Îтрèмàíі зíàчеííÿ коефіöієíтà Т дàлè можлèâість підтâердèтè те, що досліджуâàíі 
штàмè бàктерій, âèкорèстоâуючè длÿ біосèíтезу спеöèфічíі субстрàтè, здàтíі 
сèíтезуâàтè гідролітèчíі фермеíтè: ксèлàíàзè, ліпàзè, öелюлàзè тà пектèíàзè. 
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1 B. subtilis36ЛГ (100%) 7 B. subtilis 51ЛГ 13 B. licheniformis MC13
1

2 B. subtilis 29ЛГ  8 B. subtilis 83ЛГ 14 B. licheniformis A6/3

3 B. subtilis 30 ЛГ  9 B. subtilis 1155 15 B. cereus 504      
4 B. subtilis 34ЛГ  10 B. subtilis fuscus 16 B. cereus 444
5 B. subtilis 49ЛГ  11 B. subtilis 1701 17 B. megaterium 906
6 B. subtilis 39ЛГ  12 B. licheniformis5510 18 B. pumilus 21
       19 B. pulvifaciens

Рис. 3. Синтез пектиназ (А – пектинестераза, Б – полiгалактуроназа) штамами 
роду Bacillus  при культивуваннi на оптимiзованому середовищi 

Fig. 3. Synthesis of pectynase (A – pectynesterasa, B – polyhalactouronasa) by 
the strains of genus Bacillus at cultivation on the optimised medium 

Рàзом з тèм мікрооргàíізмè по­різíому реàгуâàлè íà спіââідíошеííÿ 
компоíеíтіâ â оптèмізоâàíому середоâèщі, íà що і âкàзує коефіöієíт Т зі зíàком 
«+» àбо «­». Коефіöієíт Т буâ âèкорèстàíèй íàмè ÿк додàткоâèй покàзíèк длÿ 
âèÿâлеííÿ íàйбільш àктèâíèх штàміâ бàöèл зà íàйбільшою àбсолютíою âелèчèíою 
тà зíàком «+». 

Тàкèм чèíом, отрèмàíі íàмè результàтè тà їх стàтèстèчíèй àíàліз підтâердèлè 
íеобхідíість і âàжлèâість длÿ біосèíтетèчíої àктèâíості бàктерій роду Bacillus âсіх 
компоíеíтіâ, що âходÿть до склàду пожèâíого середоâèщà длÿ їх культèâуâàííÿ, 
і прè öьому дозâолèлè âèділèтè серед íèх осíоâíі, додàâàííÿ ÿкèх прèзâодèло до 
íàйбільш позèтèâíèх ефектіâ. Тàкèмè булè кукурудзÿíèй екстрàкт тà (NH

4
)
2
hPO

4
. 

Поєдíàííÿ джерел àзоту (àмоíійíого і àміííого) âèÿâèлосÿ íàйбільш спрèÿтлèâèм 

0

20

40

60

80

100

120

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

0
20

40
60
80

100
120

140
160

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Штàмè

А
кт

èâ
íі

ст
ь,

 %
до

 к
оí

тр
ол

ю
А

кт
èâ

íі
ст

ь,
 %

до
 к

оí
тр

ол
ю

Штàмè

à

Á



51Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

СиНТеЗ ГIДРÎЛIТичНиХ ФеРМеНТIÂ У БАциЛ Â ЗАЛеЖНÎСТI ÂIД СКЛАДУ...

і íеобхідíèм длÿ àктèâíого сèíтезу фермеíтіâ бàöèлàмè. Â літерàтурі є чèмàло 
дàíèх, що сâідчàть íà корèсть öього чèííèкà, котрèй підсèлює сèíтез фермеíтіâ 
у іíшèх мікрооргàíізміâ [5, 7, 11].

Узàгàльíюючè отрèмàíі результàтè, можíà коíстàтуâàтè, що íе зміíюючè 
ÿкісíого склàду âèхідíого пожèâíого середоâèщà можíà зробèтè рàöіоíàльíішèм 
спіââідíошеííÿ його компоíеíтіâ, що дозâолÿє зàбезпечèтè àктèâíèй біосèíтез 
бàöèлàмè позàклітèííèх фермеíтіâ склàдíого гідролітèчíого комплексу. Дàíі літе-
рàтурè тà âлàсíі досліджеííÿ сâідчàть про перспектèâíість âèкорèстàííÿ бàöèл длÿ 
отрèмàííÿ комплексу гідролітèчíèх фермеíтіâ íе тількè шлÿхом підбору штàміâ, 
що продукують öі фермеíтè, àле й âдоскоíàлеííÿм поâíоöіííості середоâèщ длÿ 
їх культèâуâàííÿ, â тому чèслі у промèслоâому âèробíèöтâі.
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СИНТез ГИДРОЛИТИЧеСКИХ ФеРМеНТОВ У БАЦИЛЛ  
â ЗàâèсèÌÎсÒè ÎÒ сÎсÒàâà пèÒàÒÅËьÍÎé сÐÅäЫ

Реферат

Усоâершеíстâоâàíà пèтàтельíàÿ средà длÿ бèосèíтезà рàзíого тèпà гèдролàз 
бàктерèÿмè родà Bacillus, à тàкже èзучеíà àктèâíость сèíтезà èмè сложíой сèстемы 
гèдролèтèческèх фермеíтоâ, что сâÿзàíо с особеííостÿмè состàâà пèтàтельíой 
среды. Не меíÿÿ кàчестâеííый состàâ среды длÿ культèâèроâàíèÿ, оптèмèзèроâàíы 
соотíошеíèÿ ее компоíеíтоâ, обеспечèâàющèе поâышеííый бèосèíтез è àктèâíость 
âíеклеточíых фермеíтоâ сложíого гèдролèтèческого комплексà. Устàíоâлеíо, что 
длÿ бàöèлл прè поâышеíèè èх гèдролàзíой àктèâíостè íàèболее зíàчèмым ÿâлÿетсÿ 
сочетàíèе íеоргàíèческого è оргàíèческого èсточíèкоâ àзотà.

К л ю ч е â ы е  с л о â à :  гèдролàзы, бàктерèè родà Bacillus, пèтàтельíàÿ 
средà.

l.v. avdeeva, a.i. osadcha, l.a. safronova, v.M. ilyash, M.a. Kharkhota
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synthEsis of hydrolytiC BaCilli EnZyMEs dEPEnding 
on nutriEnt MEdiuM CoMPosition 

summary

Nutrient medium for the biosynthesis of different hydrolases type by bacteria of 
genus Bacillus has been improved. Activity of synthesis by bacilli strains of the complex 
system of hydrolases relating with the peculiarity of nutrient medium composition 
has been studied. The nutrient proportion of growth medium has been optimized for 
providing the increasing biosynthesis and activity of extracellular enzymatic hydrolytic 
complex. It was established that the most significant for increasing of bacilli hydrolase 
activity was combination of inorganic and organic nitrogen sources.

K e y  w o r d s :  hydrolases, bacteria of genus Bacillus, nutrient medium.
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âЗàЄÌÎЗâ’ßЗÎÊ àЗÎÒÍÎÃÎ ЖèâËÅÍÍß Òà 
уÒâÎÐÅÍÍß ÃËiÊÎÃÅÍу â ÊËiÒèÍàÕ chloroBium 

limicola

Досëіджено здатність зеëениõ фотосинтезуваëьниõ сіркобактерій Chlorobium 
limicola Ya-2002 засвоювати різні джереëа азоту. Бактерії використову�
ють амонійний, амінний та моëекуëярний азот. Найкращий ріст бактерій 
спостеріãався у середовищі з соëями амонію. Окремі амінокисëоти − аспараãін, 
проëін, триптофан та ãëутамін – забезпечуваëи ріст куëьтури, а тирозин, 
триптофан, феніëаëанін і серин не використовуваëися як джереëа азоту. 
Нітрати не використовуваëися C. limicola і виявëяëи інãібуючий впëив на 
засвоєння іншиõ форм азоту. Показано, що дефіцит амонійноãо азоту і/або 
наявність нітрату у середовищі стимуëюють утворення ãëікоãену. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : зеëені сіркобактерії, Chlorobium limicola, азотфіксація, 
ãëікоãен, джереëа азоту.

Фотосèíтезуâàльíі зелеíі бàктерії родèíè chlorobiaceae є облігàтíèмè 
àíàеробàмè, длÿ ÿкèх хàрàктерíèй фотолітоàâтотрофíèй тèп жèâлеííÿ. Як доíорè 
електроíіâ â проöесі àíоксèгеííого фотосèíтезу âоíè âèкорèстоâують âідíоâлеíі 
сполукè сіркè (íàйчàстіше H

2
�) [9]. Предстàâíèкè öієї родèíè íе зàсâоюють оргàíічíі 

сполукè ÿк джерело âуглеöю. Îсíоâíèм джерелом âуглеöю длÿ c. limicola є діоксèд 
кàрбоíу. Подібíо до іíшèх фотосèíтезуâàльíèх прокàріот âоíè âèкорèстоâують 
àöетàт і піруâàт ÿк допоміжíі джерелà âуглеöю [10]. Зàсâоєííÿ öèх оргàíічíèх 
кèслот âідбуâàєтьсÿ лèше зà íàÿâíості СÎ

2 
[4]. Предстàâíèкè chlorobium суттєâо 

різíÿтьсÿ зà здàтíістю утèлізуâàтè різíі джерелà àзоту [12]. Â клітèíàх бàктерій зà 
пеâíèх умоâ культèâуâàííÿ íàгромàджуєтьсÿ глікогеí. Умоâè біосèíтезу глікогеíу 
â клітèíàх фотосèíтезуâàльíèх зелеíèх сіркобàктерій тà мехàíізмè його регулÿöії 
досліджеíі íедостàтíьо [11]. Зелеíі сіркобàктерії можуть âèÿâèтèсÿ джерелом 
дешеâого оргàíічíого кàрбоíу, тому пèтàííÿ умоâ íàгромàджеííÿ глікогеíу мàє 
теоретèчíе і прàктèчíе зíàчеííÿ. 

Метою öієї роботè було дослідèтè здàтíість фотосèíтезуâàльíèх зелеíèх 
сіркоâèх бàктерій âèкорèстоâуâàтè різíі джерелà àзоту тà їх âплèâ íà біосèíтез 
глікогеíу â клітèíàх c. limicola Ya-2002. 

Матерiали та методи
Â дослідàх âèкорèстоâуâàлè штàм зелеíèх фотосèíтезуâàльíèх бàктерій chlo�

robium limicola Y�­2002, âèділеíèй із âодойм Яâоріâського сіркоâого родоâèщà 
[2, 3]. Бàктерії âèрощуâàлè зà àíàеробíèх умоâ у рідкому середоâèщі длÿ зелеíèх 

© Î.Â. Леâèöькà, М.Б. Горішíèй, С.П. Гудзь, 2010
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сіркобàктерій G�B (����n ��lf�� b�������) [14] протÿгом 7–8 діб прè темперàтурі 
24–25 °С. До середоâèщà культèâуâàííÿ âíосèлè íàтрію сульфід деâ’ÿтèâодíèй 
(4 �M), íàтрію гідрокàрбоíàт (18 �M) тà íàтрію àöетàт і íàтрію піруâàт ÿк 
додàткоâі джерелà âуглеöю (4,5 тà 6,1 �M, âідпоâідíо). Нàâедеíі коíöеíтрàöії є 
кіíöеâèмè длÿ öèх сполук у середоâèщі культèâуâàííÿ. Культуру осâітлюâàлè про-
меíÿмè з доâжèíою хâèлі 700–800 íм іíтеíсèâíістю 40 лк [4]. Бàктерії âèрощуâàлè 
â àíàеростàтàх G�nb�x J�� 7.0 L. F��n��, длÿ поглèíàííÿ кèсíю âèкорèстоâуâàлè 
геíерàторè длÿ àíàеробіâ G�nb�x �n��� (фірмè B��������x). Аміíокèслотè 
додàâàлè у коíöеíтрàöії 0,05%. Біомàсу âèзíàчàлè фотоелектроколорèметрèчíо 
(λ=450 íм, доâжèíà оптèчíого шлÿху 3 мм, фотометр КФК­3). Клітèíè осàджуâàлè 
öеíтрèфугуâàííÿм прè 8000 об/хâ. Коíöеíтрàöію гідрогеí сульфіду â середоâèщі 
âèзíàчàлè фотоелектроколорèметрèчíо післÿ його âзàємодії з п­àміíодèметèлàíіліíом 
[17]. Клітèíè мікроскопуâàлè зà допомогè електроííого мікроскопà УеМÂ­100Б. 
Безклітèííі екстрàктè отрèмуâàлè шлÿхом руйíуâàííÿ попередíьо âідмèтèх клітèí 
зà допомогè ультрàзâукоâого дезіíтегрàторà УЗДН­2Т прè темперàтурі 4 °С. Гідроліз 
глікогеíу безклітèííèх екстрàктіâ проâодèлè кèп’ÿтіííÿм протÿгом трьох годèí з 
1í сірчàíою кèслотою. Âміст глюкозè â екстрàктàх до і післÿ гідролізу âèзíàчàлè 
фермеíтàтèâíо зà допомогè àíàлітèчíого íàбору «Діàглюк» [1]. Побудоâу грàфікіâ 
тà стàтèстèчíу обробку дàíèх [5] здійсíюâàлè зà допомогè комп'ютерíої прогрàмè 
Origin 6.1. 

Результати та їх обговорення
Нà почàтку роботè дослідèлè зàкоíомірíості росту c. limicola зà íàÿâíості 

â середоâèщі різíèх коíöеíтрàöій CO
2 
тà доíорà електроíіâ N�

2
�, à тàкож 

âèкорèстàííÿ íèм íàтрію піруâàту і íàтрію àöетàту. Почàткоâèй ріâеíь діоксèду 
âуглеöю тà íàтрію сульфіду у âèхідíому середоâèщі зàбезпечують утâореííÿ 
âідíосíо íеâелèкої біомàсè клітèí (рèс. 1). 

Рис. 1. Рiст c. limicola Ya-2002 у середовищi GSB з додатковим внесенням джерел 
вуглецю i донора електронiв 

Fig. 1. The growth of c. limicola ya-2002 in the medium gsB with addition of 
carbon sources and electron donor 



55Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

ÂЗАЄМÎЗÂ’ЯЗÎК АЗÎТНÎГÎ ЖиÂЛеННЯ ТА УТÂÎРеННЯ ГЛIКÎГеНУ Â КЛIТиНАХ ...

Нà сьому добу культèâуâàííÿ її мàксèмàльíèй ріâеíь склàдàâ прèблèзíо 
2,5 мг/мл. Додàткоâе âíесеííÿ до середоâèщà íàтрію піруâàту і íàтрію àöетàту 
спрèÿло íезíàчíому підâèщеííю ріâíÿ біомàсè (â 1,3–1,8 рàзà, âідпоâідíо). 
Îдíочàсíе âíесеííÿ піруâàту і àöетàту було більш ефектèâíèм і спрèÿло збільшеí­ і àöетàту було більш ефектèâíèм і спрèÿло збільшеí-
íю біомàсè â дâà рàзè. Можíà прèпустèтè, що додàâàííÿ до середоâèщà àöетàту 
стèмулюâàло реàкöію його кàрбоксèлюâàííÿ і перетâореííÿ до піруâàту, ÿкèй â 
подàльшому âèкорèстоâуєтьсÿ длÿ сèíтезу фосфоеíолпіруâàту (ФеП) – àкöеп-
торà СÎ

2
. Продуктом öієї реàкöії є оксàлоàöетàт – одèí із ключоâèх метàболітіâ 

âідíоâíого öèклу трèкàрбоíоâèх кèслот, ÿкèй зàбезпечує біосèíтетèчíі проöесè 
клітèíè íеобхідíèмè метàболітàмè. З іíшого боку, ФеП є проміжíèм метàболітом, 
ÿкèй âèкорèстоâуєтьсÿ длÿ біосèíтезу глікогеíу [15]. Â проöесі росту c. limicola 

ріâеíь діоксèду âуглеöю тà íàтрію сульфіду â середоâèщі постійíо зíèжуєтьсÿ 
[2], тому доöільíо було переâірèтè, ÿк âплèâàє íà ріст öèх бàктерій додàткоâе 
âíесеííÿ джерел âуглеöеâого жèâлеííÿ і доíорà електроíіâ. Додàткоâе âíесеííÿ 
öèх сполук здійсíюâàлè íà п’ÿту тà десÿту добè культèâуâàííÿ длÿ другої полоâèíè 
âàріàíтіâ. Âèÿâèлосÿ (рèс. 1), що збільшеííÿ коíöеíтрàöій íàтрій гідрокàрбоíàту 
(джерелà кàрбоíу) і íàтрій сульфіду (доíорà електроíіâ) помітíо íе âплèâàло íà 
ріст бàктерій (рèс. 1, 4à). Îдíàк, ÿкщо рàзом із додàткоâèм âíесеííÿм джерелà 
âуглеöю і доíорà електроíіâ до середоâèщà додàâàлè íàтрію піруâàт і íàтрію àöетàт, 
то біомàсà зростàлà у 3–4 рàзè (рèс. 1, 2à–3à). Тàкèм чèíом, додàткоâе âíесеííÿ 
до середоâèщà піруâàту і àöетàту позèтèâíо âплèâàло íà біосèíтетèчíі проöесè 
бàктерій, що íеобхідíо âрàхоâуâàтè прè оптèмізàöії середоâèщà длÿ âèрощуâàííÿ 
c. limicola Y�­2002. Âèходÿчè з öього, â íàступíèх експерèмеíтàх бàктерії âèро-
щуâàлè у середоâèщі, що містèло íàтрію піруâàт і íàтрію àöетàт.

Прèродà джерел àзоту, зàкоíомірíості їхíього âèкорèстàííÿ тà âплèâ íà утâо-
реííÿ глікогеíу опèсàíі лèше длÿ одíого предстàâíèкà chlorobiaceae − c. thio�

sulfatophylum [12]. Â íàступíому експерèмеíті дослідèлè здàтíість c. limicola 

Y�­2002 âèкорèстоâуâàтè різíі джерелà àзоту (рèс. 2). Âèÿâèлосÿ, що досліджуâàíі 
бàктерії подібíо до c. thiosulfatophylum íàйкрàще ростуть у середоâèщі, що 
містèть солі àмоíію (àмоíію хлорèд у коíöеíтрàöії 6,4•10-3М, що âідпоâідàє склàду 
середоâèщà G�B). Зà íàÿâíості àмоíій хлорèду біомàсà культурè íà 14 добу склà-
дàлà 7,7 мг/мл. У середоâèщі, до ÿкого íе âíосèлè жодíèх джерел àзоту, бàктерії 
рослè і íàгромàджуâàлè âідíосíо âелèку біомàсу (рèс. 2), що сâідчèть, очеâèдíо, 
про здàтíість c. limicola Y�­2002 фіксуâàтè àтмосферíèй àзот. цÿ âлàстèâість 
шèроко розпоâсюджеíà серед предстàâíèкіâ chlorobiaceae [5, 12, 16]. У середоâèщі 
з íітрàтàмè помітíого росту клітèí íе спостерігàлосÿ (рèс. 2), що сâідчèть про 
те, що c. limicola íе âèкорèстоâують íітрàтè ÿк джерело àзотíого жèâлеííÿ. А 
оскількè öі бàктерії здàтíі до àзотфіксàöії (â середоâèщі без додàâàííÿ джерел 
àзоту спостерігàâсÿ доâолі зíàчíèй ріст, прèблèзíо 80% âід коíтролю), то з öього 
âèплèâàє, що íітрàтè íе тількè íе âèкорèстоâуютьсÿ ÿк джерело àзоту, à й іíгібують 
âèкорèстàííÿ іíшèх форм àзоту, â тому чèслі й молекулÿрíого. Крім солей àмоíію 
бàктерії добре âèкорèстоâують àміííèй àзот. У середоâèщі з àспàрàгіíом біомàсà 
клітèí булà лèше íà 30% меíшою, íіж у середоâèщі з àмоíієм. 

Крім того, дослідèлè, ÿк c. limicola âèкорèстоâують іíші àміíокèслотè, зокремà 
феíілàлàíіí, проліí, треоíіí, трèптофàí, тèрозèí, серèí тà глутàміí. Âèÿâèлосÿ, 
що проліí, трèптофàí і глутàміí зàбезпечуâàлè íàгромàджеííÿ прèблèзíо тàкої 
ж біомàсè, ÿк у середоâèщі з àспàрàгіíом, à феíілàлàíіí, тèрозèí, треоíіí і серèí 
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прèгíічуâàлè ріст культурè. Про подібíі результàтè âплèâу àміíокèслот íà ріст  
c. thiosulfatophylum поâідомлÿлè K�lly D.�. �� �l [13]. Кàлію íітрàт у коíöеíтрàöії 
4 �M íе зàсâоюâàâсÿ c. limicola.

Нà рèс. 3 предстàâлеíі дàíі про ріст c. limicola у середоâèщàх з різíèмè 
джерелàмè àзоту â прèсутíості кàлію íітрàту. У âсіх âèпàдкàх íітрàтè іíгібують 
ріст бàктерій. 

Рис. 3. Нагромадження бiомаси  c. limicola Ya-2002 у середовищах з рiзними 
джерелами азоту за наявностi нiтратiв

Fig. 3. Biomass accumulation by c. limicola ya-2002 in the media with various 
nitrogen sources and nitrate addition

Рис. 2.  Рiст c. limicola Ya-2002 у середовищах з рiзними джерелами азоту

fig. 2.  the growth of c. limicola ya-2002 in the media with various nitrogen 
sources
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Згідíо з дàíèмè Dietzler D. et al. дефіöèт àзоту â середоâèщі стèмулює íàгро­
мàджеííÿ глікогеíу â клітèíàх e. coli [7, 8]. Здàтíість c. limicola Y�­2002 до 
àзотфіксàöії зàтрудíÿє âèâчеííÿ öього проöесу у досліджуâàíèх бàктерій.

Тому длÿ досліджеííÿ âплèâу різíèх джерел àзоту íà сèíтез глікогеíу зàсто­
суâàлè âстàíоâлеíу íàмè âлàстèâість íітрàтіâ іíгібуâàтè зàсâоєííÿ іíшèх форм 
àзоту длÿ стâореííÿ його дефіöèту â клітèíàх (рèс. 3). експерèмеíтàльíо покàзàíо, 
що коíöеíтрàöії íітрàту 4�M і âèщі прàктèчíо поâíістю іíгібуâàлè ріст культурè. 
Прè íèжчèх коíöеíтрàöіÿх öієї сполукè бàктерії íàгромàджуâàлè íезíàчíу біомàсу. 
Коíöеíтрàöію íітрàтіâ 4 �M (íàймеíшу коíöеíтрàöію, що іíгібуâàлà ріст культурè) 
âèкорèстоâуâàлè â подàльшèх експерèмеíтàх длÿ стâореííÿ дефіöèту àзоту.

Âідомо, що длÿ більшості бàктерій, ÿкі сèíтезують глікогеí, íàйâèщèй ріâеíь 
його â клітèíàх спостерігàєтьсÿ, ÿк прàâèло, у стàöіоíàрíій фàзі росту. Длÿ 
âстàíоâлеííÿ чàсу культèâуâàííÿ, íеобхідíого длÿ мàксèмàльíого íàгромàджеííÿ 
глікогеíу â клітèíàх, âèкорèстàлè електроííу мікроскопію тà âèзíàчèлè еíдогеííèй 
ріâеíь глікогеíу. Iз електроííомікроскопічíèх фотогрàфій клітèí з різíèх фàз росту 
(рèс. 4) âèдíо, що íà 4 добу культèâуâàííÿ â клітèíàх ще íе помітíо сформоâàíèх 
грàíул глікогеíу. 

Рис. 4. електроннi мiкрофотографiї клiтин c. limicola Ya-2002 (•15000) iз  
логарифмiчної та стацiонарної фаз росту

1 – хлоросомè; 2 – грàíулè глікогеíу

Fig. 4. Electrone micrograph of the cells of c. limicola Ya-2002 (•15000) from 
logarithmic and exponenthial growth phase

1 – �hl�������; 2 – �ly����n ���n�l��

Âоíè є досèть чіткèмè íà мікрофотогрàфіÿх клітèí із стàöіоíàрíої фàзè росту. 
З öèмè дàíèмè узгоджуютьсÿ результàтè àíàлізу âмісту глікогеíу â клітèíàх, що 
прèâедеíі íà рèс. 5. Зростàííÿ ріâíÿ глікогеíу â клітèíàх спостерігàєтьсÿ âже íà 
7 добу культèâуâàííÿ і досÿгàє мàксèмуму íà 12 добу, післÿ чого ріâеíь глікогеíу 
почèíàє зíèжуâàтèсÿ.

c. limicola здàтíі фіксуâàтè молекулÿрíèй àзот. Його зàсâоєííÿ, ÿк було 
покàзàíо âèще (рèс. 2), поâíістю іíгібуєтьсÿ íітрàтом. Длÿ âèâчеííÿ âплèâу 
дефіöèту àзоту íà сèíтез глікогеíу у c. limicola Y�­2002 âідмèті клітèíè бàктерій 
іíкубуâàлè у середоâèщі G�B, до ÿкого додàâàлè íітрàт у коíöеíтрàöії 4 �M. Нà 
рèс. 6 покàзàíо утâореííÿ глікогеíу âідмèтèмè клітèíàмè c. limicola Ya-2002. Ó 
âèпàдку іíкубуâàííÿ клітèí з àмоíійíèм àзотом (рèс. 6à) âміст глікогеíу â íèх 

1

2

1
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післÿ дâодобоâого іíкубуâàííÿ (ріâеíь глікогеíу íà другу добу іíкубуâàííÿ буâ 
мàксèмàльíèм) зростàâ íà 30% поріâíÿíо з âèхідíèмè клітèíàмè, à додàâàííÿ 
íітрàту до середоâèщà з àмоíієм спрèÿло зростàííю âмісту глікогеíу íà 76% 
поріâíÿíо з âідмèтèмè âèхідíèмè клітèíàмè і íà 46% поріâíÿíо з клітèíàмè, 
іíкубоâàíèмè у середоâèщі з àмоíієм. Подібíі результàтè отрèмàíо з âідмèтèмè 
клітèíàмè, ÿкі іíкубуâàлè у середоâèщі G�B без àзоту (умоâè àзотфіксàöії) 
(рèс. 6б).

Рис. 6. Рiвень вiльної глюкози  та глiкогену у клiтинах c. limicola Ya-2002 за 
умов засвоєння амонiйної (а), молекулярної форм азоту та дефiциту азоту у 

середовищi (б)

fig. 6. free glucose and glycogen levels in the cells of c. limicola ya-2002 under 
the conditions of utilization of ammonia (a), molecular nitrogen and nitrogen 

deficiency of amino group (b)

Рис. 5. Нагромадження глiкогену у клiтинах c. limicola ya-2002

Fig. 5. Intracellular glycogen accumulation by c. limicola ya-2002

б
а
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Iíкубуâàííÿ клітèí у середоâèщі без додàâàííÿ солей àмоíію (умоâè àзотфі-
ксàöії) збільшуâàло ріâеíь âíутрішíьоклітèííого глікогеíу íà 70%, à додàâàííÿ 
до тàкого середоâèщà 4 �M кàлію íітрàту спрèÿло зростàííю íàгромàджеííÿ 
глікогеíу íà 120%. Îтже, додàâàííÿ до середоâèщà іíгібуючої коíöеíтрàöії íіт-
рàтіâ (умоâè дефіöèту àзоту) спрèÿє зíàчíій стèмулÿöії íàгромàджеííÿ глікогеíу 
â клітèíàх c. limicola Y�­2002 зà умоâ різíого зàбезпечеííÿ àзотом. це можíà 
поÿсíèтè фуíкöіоíуâàííÿм лèше тієї чàстèíè âідíоâíого цТК, що âідпоâідàє зà 
перетâореííÿ àöетàту і піруâàту до глюкозè і дàлі – до глікогеíу.

Тàкèм чèíом, досліджеííÿ âплèâу різíèх джерел àзоту íà ріст і сèíтез гліко-
геíу у клітèíàх c. limicola Y�­2002 покàзàло, що íàйбільш оптèмàльíèм джерелом 
àзоту длÿ росту öèх бàктерій є солі àмоíію. Дещо íèжчèй ріâеíь íàгромàджеííÿ 
біомàсè зàбезпечуâàâ àміííèй àзот àспàрàгіíу, проліíу, трèптофàíу і глутàміíу. 
Не âсі àміíокèслотè ÿк джерело àзоту булè ріâíоöіííèмè, зокремà тèрозèí, трè-
птофàí феíілàлàíіí і серèí іíгібуâàлè ріст культурè. У середоâèщі без âíесеííÿ 
джерелà àзоту бàктерії íàгромàджуâàлè доâолі âèсоку біомàсу, що булà лèше íà 
16% íèжчою, íіж у середоâèщі з àмоíієм. це, очеâèдíо, сâідчèть про те, що, по-
дібíо до іíшèх предстàâíèкіâ chlorobiaceae, c. limicola Y�­2002 здàтíèй фіксуâàтè 
àтмосферíèй àзот. У âсіх âèпàдкàх зíèжеííÿ коíöеíтрàöії àзоту â середоâèщі спо-
стерігàєтьсÿ зростàííÿ ріâíÿ глікогеíу â клітèíàх. Нітрàтè íе âèкорèстоâуютьсÿ 
ÿк джерело àзоту c. limicola, à â коíöеíтрàöії 4 �M і більше іíгібують зàсâоєííÿ 
іíшèх форм àзоту. цÿ âлàстèâість íітрàтіâ може бутè âèкорèстàíà длÿ âèâчеííÿ 
мехàíізміâ регулÿöії біосèíтезу глікогеíу â клітèíàх c. limicola Ya-2002. 
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âЗàèÌÎсâßЗь àЗÎÒÍÎÃÎ пèÒàÍèß è ÎÁÐàЗÎâàÍèß ÃËèÊÎÃÅÍà 
â ÊËÅÒÊàÕ chloroBium limicola

Реферат
исследоâàíà способíость зелеíых серíых бàктерèй chlorobium limicola Ya-

2002 àссèмèлèроâàть рàзíые èсточíèкè àзотà. chlorobium утèлèзèрует àммоíèйíый, 
àмèííый è молекулÿрíый àзот. Аммоíèй окàзàлсÿ íàèболее доступíым èсточíèком 
àзотà. Некоторые àмèíокèслоты L­коíформàöèè, âключàÿ àспàрàгèí, пролèí, трè-
птофàí è глутàмèí, стèмулèроâàлè рост бàктерèй, â то âремÿ, кàк феíèлàлàíèí, 
серèí, тèрозèí è треоíèí угíетàлè его. Нèтрàты íе усâàèâàютсÿ c. limicola è 
èíгèбèруют поглощеíèе другèх форм àзотà. Дефèöèт àммоíèÿ è/èлè  íèтрàты â 
среде стèмулèруют íàкоплеíèе глèкогеíà â клеткàх.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : зелеíые серíые бàктерèè, chlorobium limicola, 
àзотфèксàöèÿ, глèкогеí, èсточíèкè àзотà.
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intErrElation of nitrogEn nutrition and glyCogEn 
aCCuMulation in thE CElls of chloroBium limicola

summary

Ability of green sulfur bacteria chlorobium limicola Ya-2002 to assimilate various 
nitrogen sources was investigated. It was shown that chlorobium utilize nitrogen of 
ammonium, amino group and fixes molecular nitrogen. Nitrogen of ammonium was 
found to be the most suitable for these bacteria. Addition of several amino acids of 
L-conformation including asparagine, proline, tryptophane and glutamine as nitrogen 
sources substantially increased the growth rate of c. limicola. On the other hand 
phenylalanine, serine, tyrosine and threonine inhibited the growth of bacteria. we also 
showed that nitric acid salts could not be used as nitrogen source by c. limicola and 
�nh�b���d ����k� �f ��h�� n������n f����. W� �h�w�d �h�� ����n�� d�f����n�y �nd/�� 
nitrate addition to the medium stimulate the intracellular glycogen accumulation. 

K e y  w o r d s :  green sulfur bacteria, Chlorobium limicola, nitrogen fixation, 
glycogen, nitrogen sources.
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ВПЛИВ МIКОПЛАзМОВОЇ IНФеКЦIЇ  
Íà ЖèÐÍÎÊèсËÎÒÍèé сÊËàä ЗàÃàËьÍèÕ Ëiпiäiâ 

ТА МОРФОЛОГIЮ КЛIТИН КАЛЮСIВ ПШеНИЦI

Створено експериментаëьну модеëь мікопëазмовоїї інфекції росëин з вико�
ристанням фітопатоãенноãо моëікута Acholeplasma laidlawii var. granulum 
шт. 118 і каëюсниõ тканин пшениці. У інфікованому аõоëепëазмами матеріаëі 
відбуваëися як зміни морфоëоãії росëинниõ кëітин, так і зміни у скëаді жир�
ниõ кисëот їõ заãаëьниõ ëіпідів, що свідчить про активну життєдіяëьність 
фітопатоãенниõ аõоëепëазм у каëюсниõ тканинаõ росëини і вкëючення за�
õисниõ меõанізмів росëини у відповідь на стрес.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : моëікути, фітопатоãенез, каëюс, стрес.

Мікоплàзмозè рослèí шèроко розпоâсюджеíі â регіоíàх іíтеíсèâíого 
землеробстâà, à зà шкідлèâістю хâоробè рослèí мікоплàзмоâої етіології 
âідíосÿть до кàтàстрофічíèх хâороб, ÿкі можуть íàбуâàтè хàрàктер епіфітотій. 
Прèгíічеííÿ і коíтроль мікоплàзмоâèх іíфекöій рослèí є проблемою, âèрішеííÿ 
ÿкої поâ’ÿзàíо з âèâчеííÿм молекулÿрíèх мехàíізміâ âзàємодії мікоплàзм 
(молікутіâ) з рослèííèмè клітèíàмè, зàкоíомірíостÿмè персèстеíöії öèх 
мікрооргàíізміâ і обумоâлеíèй íèмè фітопàтогеíез. Âсебічíе âèâчеííÿ дâох 
склàдоâèх іíфекöійíого проöесу – пàтогеíà і клітèí оргàíізму­жèâèтелÿ у 
дèíàміöі їх âзàємодії у âèпàдку мікоплàзмозу рослèí можлèâе із зàстосуâàííÿм 
методу сумісíого культèâуâàííÿ фітопàтогеííèх мікоплàзм і рослèííèх клітèí 
(àбо іíфікуâàííÿ â умоâàх �n v����), ÿке є íàйбільш спрощеíою модельíою 
сèстемою длÿ досліджеííÿ стосуíкіâ хàзÿїíà і пàрàзèтà [2, 5].

 З оглÿду íà те, що одíèм з проÿâіâ âзàємодії рослèíè і фітопàтогеííого 
оргàíізму є реàкöіÿ рослèííèх клітèí íà стрес у âèглÿді âключеííÿ сèгíàльíèх 
мехàíізміâ, зокремà, ліпооксèгеíàзíої сèстемè [1, 8], метою роботè було дослідèтè 
зміíè у склàді жèрíèх кèслот ліпідіâ кàлюсіâ пшеíèöі, що âідбуâàютьсÿ під âплèâом 
іíфікуâàííÿ фітопàтогеííèм предстàâíèком клàсу M�ll������. Крім того, öікàâèм 
було дослідèтè фітопàтогеíез мікоплàзмозу пшеíèöі íà клітèííому ріâíі, длÿ чого 
âèкорèстоâуâàлè спрощеíу модель  âплèâу пàтогеííої àхолеплàзмè íà морфологію 
кàлюсíèх клітèí. 

© К.С. Коробкоâà, Л.П. Пàíчеíко, А.М. Îíèщеíко, А.М. Îстàпчук, Î.Î. Пàíют�, 2010
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Матерiали i методи
Кàлюсíі культурè отрèмуâàлè з експлàíтіâ âèрощеíèх �n v���� рослèí озèмої 

пшеíèöі сортіâ Роàзоí і Мàгістр, ÿк опèсàíо рàíіше [2] і культèâуâàлè íà середоâèщі 
МС (з додàâàííÿм 2 мг/л 2,4­дèхлорфеíоксèоöтоâої кèслотè). Молікут Acholeplasma 

laidlawii var. granulum шт. 118, що спрèчèíÿє блідо­зелеíу кàрлèкоâість пшеíèöі 
(отрèмàíèй з Нàöіоíàльíої колекöії мікрооргàíізміâ Укрàїíè і зберігàєтьсÿ у âідділі 
мікоплàзмології Iíстèтуту мікробіології і âірусології НАН Укрàїíè), культèâуâàлè íà 
штучíому середоâèщі СМ IМÂ­72 [7]. Iíокулÿöію кàлюсіâ проâодèлè стерèльíèмè 
шпрèöàмè íà 7, 14, 21, 28 добу пàсàжу, шлÿхом пошкоджеííÿ і âíесеííÿ культурè 
àхолеплàзм стерèльíèм шпрèöом [3].

Длÿ âèзíàчеííÿ клітèííèх жèрíèх кèслот âèкорèстоâуâàлè 500–600 мг сèрого 
рослèííого мàтеріàлу. Метèлоâі ефірè жèрíèх кèслот одержуâàлè шлÿхом гідро-
лізу досліджуâàíèх зрàзкіâ кàлюсіâ у 1%­ому розчèíі h

2
SO

4
 â метàíолі протÿгом 

1 год прè 80 °С. ефірè екстрàгуâàлè дâічі сумішшю ефір­гексàí (1:1) [6]. Склàд 
метèлоâèх ефіріâ жèрíèх кèслот àíàлізуâàлè зà допомогè гàзоâого хромàтогрàфу 
H�wl���­���k��d 6890 тà мàс­спектрометру H�wl���­���k��d 5973. Метèлоâі ефірè 
ідеíтèфікуâàлè зà трèâàлістю утрèмàííÿ їх поріâíÿíо з стàíдàртàмè (����l��). 
Âміст жèрíèх кèслот у âідсоткàх âід зàгàльíої площі пікіâ âèзíàчàлè зà допомогè 
прогрàмíого зàбезпечеííÿ Ch�� ������n. Длÿ âèâчеííÿ зміí морфології клітèí кà­. Длÿ âèâчеííÿ зміí морфології клітèí кà-
люсу пшеíèöі під âплèâом A. laidlawii var. granulum шт. 118 зàстосоâуâàлè метод 
дàâлеíèх препàрàтіâ [4], сâітлоâу мікроскопію проâодèлè зà допомогè мікроскопу 
Ломо (Сàíкт­Петербург, Росіÿ). Досліджеííÿ âèкоíуâàлè у трьох поâторíостÿх.

Результати та їх обговорення
Âстàíоâлеíо, що íàйбільш àктèâíо кàлюсíі культурè пшеíèöі урàжуютьсÿ 

фітопàтогеííèмè àхолеплàзмàмè íà 14 добу післÿ переíесеííÿ íà сâіже культурàльíе 
середоâèще. Кàлюсíі культурè іíшого âіку âèÿâèлèсь меíш чутлèâèмè до іíфекöії. 
Згідíо спостережеíь, кàлюсè, іíфікоâàíі молікутàмè, рослè більш іíтеíсèâíо, до 
того ж клітèíè їх булè зíàчíо більшèмè поріâíÿíо із коíтрольíèмè (рèс.), що 
узгоджуєтьсÿ з дàíèмè Петру з спіâàâт. [11, 12], ÿкèй досліджуâàâ кàлюсè, отрèмàíі 
з іíфікоâàíèх рослèí.

Прè досліджеííі кàлюсіâ пшеíèöі, іíфікоâàíèх A. laidlawii var. granulum 

шт. 118, методом сâітлоâої мікроскопії було âèÿâлеíо рÿд спеöèфічíèх особлèâо-
стей рослèííого мàтеріàлу, зокремà, íàÿâíість âелèкèх міжклітèííèкіâ, íàдмірíà 
âàкуолізàöіÿ тощо. Âстàíоâлеíо, що під âплèâом іíфекöії фітопàтогеííèмè àхолеп-
лàзмàмè клітèíè кàлюсіâ зміíюють сâою форму з округлої до íàдмірíо âèтÿгíутої, 
підâèщуєтьсÿ іíтеíсèâíість утâореííÿ поліплоїдíèх форм, розтàшоâàíèх групàмè 
у полі зору з більшою чàстотою поріâíÿíо з íеіíфікоâàíèмè âàріàíтàмè. Тàкà 
реàкöіÿ урàжеíèх кàлюсíèх клітèí â культурі in vitro є проÿâом  мутàгеííого 
âплèâу молікутіâ íà геíетèчíèй àпàрàт клітèí рослèíè, що â прèроді прèзâодèть 
до утâореííÿ тèпоâèх сèмптоміâ мікоплàзмозіâ íà рослèíàх у âèглÿді потâорíèх 
форм – «âідьмèíèх мітел», кàрлèкоâості тощо [1, 10]. 

Âідомо, що іíфікуâàííÿ рослèí фітопàтогеíàмè прèзâодèть до підâèщеííÿ 
âмісту â їх клітèíàх àктèâíèх метàболітіâ кèсíю, іíтеíсèфікàöією дегрàдàöії 
біополімеріâ і ліпідіâ тощо [8, 9]. Слід âідзíàчèтè, що у íàшèх досліджеííÿх у 
іíфікоâàíому àхолеплàзмàмè мàтеріàлі спостерігàлèсÿ ÿк зміíè морфології рослèí-
íèх клітèí, тàк і зміíè у склàді жèрíèх кèслот їх зàгàльíèх ліпідіâ, що сâідчèть 
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про àктèâíу жèттєдіÿльíість фітопàтогеííèх àхолеплàзм у кàлюсíèх ткàíèíàх 
рослèíè і âключеííÿ зàхèсíèх мехàíізміâ рослèíè (ліпооксèгеíàзíèй сèгíàльíèй 
шлÿх). Прè âèâчеííі склàду жèрíèх кèслот зàгàльíèх ліпідіâ кàлюсіâ пшеíèöі ÿк 
стерèльíèх, тàк і іíфікоâàíèх, âстàíоâлеíо íàÿâíість С

14:0 
(тетрàдекàíоâої), С

16:0 

(гексàдекàíоâої), С
18:0 

(октàдекàíоâої), тà С
18:1 

(октàдеöеíоâої) кèслот. Між кàлюсàмè 
різíèх сортіâ пшеíèöі розбіжíостей зà склàдом жèрíèх кèслот зàгàльíèх ліпідіâ 
íе âèÿâлеíо, проте під âплèâом мікоплàзмоâої іíфекöії спостерігàлèсÿ деÿкі зміíè 
у їх спіââідíошеííі (тàбл). 

Длÿ кàлюсіâ пшеíèöі сортіâ Мàгістр і Роàзоí âстàíоâлеíо зíàчíèй âміст 
íàсèчеíèх жèрíèх кèслот (до 83,63%). Зâертàє íà себе уâàгу той фàкт, що у 
обох досліджуâàíèх сортіâ пшеíèöі переâàжàє гексàдекàíоâà кèслотà, чàсткà ÿкої 
склàдàє 51,89–63,07% âід зàгàльíої кількості жèрíèх кèслот.

У іíфікоâàíèх культурою A. laidlawii var. granulum шт. 118  кàлюсàх пшеíèöі 
сорту Мàгістр, íà âідміíу âід стерèльíèх, спостерігàлè змеíшеííÿ кількості 
октàдеöеíоâої і збільшеííÿ âмісту октàдекàíоâої кèслот. ці зміíè у сорту Мàгістр 
зумоâèлè збільшеííÿ спіââідíошеííÿ íàсèчеíèх до íеíàсèчеíèх жèрíèх кèслот у 1,4 
рàзà. Âміст жèрíèх кèслот кàлюсіâ пшеíèöі сорту Роàзоí під âплèâом мікоплàзмоâої 
іíфекöії тàкож дещо зміíюâàâсÿ: âідзíàчеíо збільшеííÿ мàйже íà 10% октàдеöеíо-
âої тà змеíшеííÿ âмісту (тàкож íà 10%) гексàдекàíоâої кèслот. Âíàслідок öèх зміí 
âідбулосÿ зíèжеííÿ спіââідíошеííÿ íàсèчеíі/íеíàсèчеíі жèрíèх кèслот поріâíÿíо 
з коíтролем. Слід âідзíàчèтè, що сорт Роàзоí було стâореíо ÿк стійкèй âідíосíо 
збудíèкà öеркоспорельозу пшеíèöі pseudocercosporella herpotrichoides. Ââàжàють, 
що збільшеííÿ кількості íеíàсèчеíèх жèрíèх кèслот поâ’ÿзàíо з формуâàííÿм 
âідпоâіді рослèíè íà âторгíеííÿ пàтогеíà, оскількè âідомо, що â осíоâі мехàíізму 

                        À                                                                   Б
Рис. Клiтини калюсiв пшеницi: А – контроль, неiнфiкованi; Б – ураженi 

фiтопатогенним молiкутом acholeplasma laidlawii var. granulum шт. 118 (х400)

Fig. Callus cells of wheat: A – uninfected control; Á – infected by plant pathogenic 
mollicute acholeplasma laidlawii var. granulum str. 118 (х400)
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àдàптàöії рослèí до стресу є здàтíість до регулÿöії ступеíÿ íеíàсèчеíості ліпідіâ 
мембрàí рослèííèх клітèí. 

Тàблèöÿ
жирнокислотний склад загальних лiпiдiв калюсiв пшеницi, iнфiкованих  

acholeplasma laidlawii var. granulum шт. 118                     

Table
fatty acid composition of common lipids of wheat calluses infected by 

acholeplasma laidlawii var. granulum str.118

Варiант 
дослiду

Вмiст жирних кислот, % вiд загальної 
кiлькостi

жирнi кислоти Вiдношення 
насиченi/
ненасиченi 

жирнi 
кислоти

С14:0 С16:0 С18:0 С18:1 насиченi ненаси ченi

МАГIСТР

Коíтроль 4,85±0,3 51,89±0,1 20,9±0,4 22,36±0,2 77,64±0,3 22,36±0,2 3,5

Дослід 4,82±0,3 53,75±0,2 25,11±0,2 16,32±0,3 83,68±0,2 16,32±0,3 5,1

РÎАЗÎН

Коíтроль 4,77±0,3 63,07±0,4 11,34±0,3 20,82±0,1 79,18±0,3 20,82±0,1 3,8

Дослід 4,35±0,2 52,97±0,2 12,44±0,3 30,24±0,4 69,76±0,2 30,24±0,4 2,3

Примітка:  Жирні кислоти – С
1�:0 

 – тетрадеканова, С
16:0  

– гексадеканова,  
                    С

18:0
 –  октадеканова, С

18:1
 – октадеценова

Note:  �atty aci�s – С
1�:0 

 – tetra�ecanoic, С
16:0 

– hexa�ecanoic,  
                    С

18:0
 –  octa�ecanoic, С

18:1
 – octa�ecenoic 

Прè öьому збільшуєтьсÿ кількість íеíàсèчеíèх жèрíèх кèслот, âміст ÿкèх, зà 
дàíèмè літерàтурè, у більш стійкèх рослèí є дещо âèщèм, íіж у спрèйíÿтлèâèх 
[9]. Те, що зàрàжеííÿ молікутàмè прèзâодèть до різíèöі у реàкöії між сортàмè, 
âідміííèмè зà чутлèâістю до хâоробè грèбíої етіології, âірогідíо, сâідчèть про 
àíàлогічíу різíèöю у їх спрèйíÿтлèâості до мікоплàзм.

З оглÿду íà те, що мікоплàзмоâі іíфекöії іíдукують âключеííÿ сèгíàльíèх 
сèстем рослèí, ÿкі âèзíàчàють íеспеöèфічíу фітореàктèâíість, спрÿмоâàíу íà 
прèгíічеííÿ пàтогеííèх мікрооргàíізміâ [1, 9], можлèâо зробèтè âèсíоâок, що 
зміíè у âмісті жèрíèх кèслот іíфікоâàíèх фітопàтогеííèмè молікутàмè кàлюсіâ, 
ÿк і перетâореííÿ у морфології клітèí, є проÿâàмè âідпоâіді клітèí рослèíè íà 
біотèчíèй стрес. 
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ВЛИЯНИе МИКОПЛАзМеННОЙ ИНФеКЦИИ НА жИРНОКИСЛОТНЫЙ 
СОСТАВ ОБЩИХ ЛИПИДОВ И МОРФОЛОГИЮ КЛеТОК КАЛЛУСОВ 

пшÅÍèÖЫ

Реферат

Создàíà эксперèмеíтàльíàÿ модель мèкоплàзмеííой (моллèкутíой) èíфекöèè 
рàстеíèй с èспользоâàíèем фèтопàтогеííого моллèкутà Acholeplasma laidlawii var. 

granulum шт. 118 è кàллусíых ткàíей пшеíèöы. Â èíфèöèроâàííых àхолеплàзмàмè 
кàллусàх проèсходèлè èзмеíеíèÿ кàк морфологèè клеток, тàк è â жèрíокèслотíом  
состàâе èх общèх лèпèдоâ, что сâèдетельстâует об àктèâíой жèзíедеÿтельíостè 
фèтопàтогеííых àхолеплàзм è о âключеíèè зàщèтíых мехàíèзмоâ кàллусíых клеток 
пшеíèöы â отâет íà стресс.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : моллèкуты, фèтопàтогеíез, кàллусы, стресс.
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MyCoPlasMa infECtion EffECt to fatty aCid 
CoMPosition of CoMMon liPids and to WhEat Callus 

CElls MorPhology

summary

It was created the experimental model of mycoplasma (mollicute) infection 
of plants by using of the plant pathogenic mollicute Acholeplasma laidlawii var. 

granulum str. 118 and callus tissue of wheat. In the acholeplasma infected calluses 
the cell morphology and lipid composition were changed that evidences to life activity 
of plant pathogenic acholeplasmas and to the activation of protect mechanisms in 
wheat callus cells as the answer to stress.

K e y  w o r d s : mollicutes, plant pathogenesis, calluses, stress.
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ЗäàÒÍiсÒь ҐРУНТОВИХ ФОСФАТМОБIЛIзУЮЧИХ 
ÁàÊÒÅÐié äÎ ÊÎËÎÍiЗàÖiї ÊÎÐÅÍiâ пшÅÍèÖi 

В умоваõ мікровеãетаційноãо досëіду на проросткаõ озимої пшениці встановëе�
но, що ступінь виживання фосфатмобіëізуючиõ бактерій Enterobacter dissolvens 
і Pseudomonas putida при куëьтивуванні їõ у середовищі із сëабкорозчинним 
трикаëьційфосфатом є значно вищим, у порівнянні з середовищем із розчин�
ним фосфатом (КН2РО

4
). Досëідним куëьтурам вëастива висока адãезивна 

здатність до коренів пшениці, вони накопичуються у титраõ, біëьшиõ за 
5,7 lg КУО на 1 ã коренів. Встановëено, що штам P. putida біëьш активно 
коëонізував корені проростків пшениці, ніж E. dissolvens, що õарактерно дëя 
бактерій цьоãо роду.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : фосфатмобіëізуючі бактерії, мікровеãетаційний метод, 
коëонізація коренів.

Îдíією з умоâ підâèщеííÿ продуктèâíості культурíèх рослèí є поліпшеííÿ їх 
фосфорíого жèâлеííÿ. Проблему зàбезпечеííÿ рослèí фосфором зíàчíою мірою 
можíà âèрішèтè шлÿхом âèкорèстàííÿ ґруíтоâèх мікрооргàíізміâ, що покрàщу-
ють зàсâоюâàíість рослèíàмè слàбкорозчèííèх  фосфàтіâ ґруíту. це особлèâо 
âàжлèâо â сучàсíèх умоâàх, колè хімічíà промèслоâість íе може зàдоâольíèтè 
потребè сільського господàрстâà у фосфорíèх добрèâàх. З метою підâèщеííÿ 
продуктèâíості культурíèх рослèí, â Укрàїíі тà зà її межàмè, розроблÿютьсÿ 
біопрепàрàтè íà осíоâі рèзосферíèх фосфàтмобілізуючèх бàктерій. Длÿ розробкè 
тàкого âèсокоефектèâíого біопрепàрàту, окрім âèâчеííÿ біологічíèх âлàстèâостей 
мікрооргàíізміâ, що âходèтèмуть до їх склàду, íàсàмперед, є íеобхідíèм дослідè-
тè проöес âзàємодії мікробíèх об'єктіâ із сільськогосподàрськèмè рослèíàмè. У 
зâ’ÿзку з öèм, метою íàшої роботè було âèзíàчеííÿ ступеíю âèжèâàííÿ штàміâ 
фосфàтмобілізуючèх бàктерій у рèзосферíій зоíі проросткіâ пшеíèöі тà дослідèтè 
їх здàтíість до колоíізàöії кореíіâ рослèí.  

Матерiали i методи
Îб’єктом досліджеííÿ булè дâà штàмè ґруíтоâèх фосфàтмобілізуючèх бàк-

терій pseudomonas putida тà enterobacter dissolvens з колекöії культур кàфедрè 
мікробіології тà âірусології ДНУ. Âèзíàчеííÿ ступеíю âèжèâàííÿ штàміâ у 
прèкореíеâій зоíі культурíèх рослèí тà здàтíості до колоíізàöії їх кореíіâ 
досліджуâàлè прè постàíоâöі мікроâегетàöійíого досліду з озèмою пшеíèöею сорту 
«Лàдà Îдеськà». Дослідè проâодèлè у дâох âàріàíтàх із âèкорèстàííÿм рідкого 
середоâèщà Меíкіíої [4] з рН 7,0, до ÿкого у першому âàріàíті експерèмеíту ÿк 

© К.Â. Лàâреíтьєâà, Н.Â. череâàч, А.I. Âіííікоâ, 2010
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ЗДАТНIСТь ҐРУНТÎÂиХ ФÎСФАТМÎБIЛIЗУЮчиХ БАКТеРIЙ ДÎ КÎЛÎНIЗАцIї КÎРеНIÂ ...

єдèíе джерело фосфору âíосèлè розчèííèй фосфàт у âèглÿді КН
2
ÐÎ

4 
â коíöеíтрàöії 

1,2 г/л, à â другому – фосфàт у âèглÿді слàбкорозчèííого трèкàльöійфосфàту â 
коíöеíтрàöії 1,55 г/л. Сàме у тàкій кількості âíесеíèх фосфàтіâ коíöеíтрàöіÿ 
фосфору склàдàє 10 ммоль, ÿкà є оптèмàльíою длÿ розâèтку рослèí [5]. Штàмè 
âèрощуâàлè у м’ÿсопептоííому бульйоíі прè 28 °С і 200 об/хâ до момеíту досÿ-
гíеííÿ культурàмè стàöіоíàрíої фàзè росту. Потім по 1 мл бульйоííèх культур 
âíосèлè до 9 мл середоâèщ з розчèííèм і слàбкорозчèííèм фосфàтàмè і робèлè 
âèсіâ íà м’ÿсопептоííèй àгàр (МПА) длÿ âèзíàчеííÿ â íèх почàткоâої коíöеíтрàöії 
жèттєздàтíèх клітèí. Дàлі проâодèлè бàктерèзàöію кореíіâ проросткіâ пшеíèöі. 
Длÿ öього зерíо пшеíèöі оброблÿлè протÿгом 10 хâ слàбкèм розчèíом мàргàí-
öеâокèслого кàлію тà пророщуâàлè у чàшкàх Петрі прè 22 °С протÿгом 2 діб до 
поÿâè першèх коріíöіâ. Потім кожíу пророщеíу зерíèíу поміщàлè íà стерèльíèй 
фільтруâàльíèй пàпір, зігíутèй лійкою зі зрізàíèм öеíтром, і обережíо опускàлè 
у пробіркè з середоâèщем тàк, щоб фільтруâàльíèй пàпір зíàходèâсÿ íàд рідèíою, 
àле íе торкàâсÿ її. Зерíо пророщуâàлè у пробіркàх протÿгом 7 діб. Прè öьому 
íàсіííÿ зíàходèлось у фільтруâàльíому пàпері íàд середоâèщем, à коріíöі проро-
стàлè через зрізàíу чàстèíу фільтрà до середоâèщà.

По зàкіíчеííю терміíу культèâуâàííÿ длÿ оöіíкè ступеíю âèжèâàííÿ штà-
міâ у рèзосферíій зоíі рослèí було âèзíàчеíо кількість жèттєздàтíèх клітèí â 
обох культурàльíèх середоâèщàх шлÿхом âèсіâу їх íà МПА. Длÿ досліджеííÿ 
колоíізуâàльíої здàтíості штàміâ p. putida тà e. dissolvens з кожíого âàріàíту 
досліду âідбèрàлè по 3 проросткè, âідділÿлè кореíі, âèзíàчàлè їх âàгу, розтèрàлè у 
ступöі з 10 мл фізіологічíого розчèíу, робèлè рÿд розâедеíь тà âèсіâàлè íà МПА 
з íістàтèíом із коíöеíтрàöією 50 мг/мл длÿ прèгíічеííÿ росту грèбіâ. чàшкè 
іíкубуâàлè â термостàті прè 28 °С 24 годèíè тà робèлè підрàхуíок чèслà КУÎ 
[1]. Колоíізуâàльíу здàтíість штàміâ оöіíюâàлè зà кількістю КУÎ бàктерій íà 
1 г кореíіâ. Стàтèстèчíе опрàöюâàííÿ 3­х експерèмеíтàльíèх серій досліджеíь 
проâодèлè стàíдàртíèмè методàмè з âèзíàчеííÿм t­крèтеріÿ Стьюдеíтà íà 5% 
ріâíі зíàчущості [3].

Результати та їх обговорення
Поріâíÿííÿ кількості жèттєздàтíèх клітèí штàміâ e. dissolvens і p. putida â 

культурàльíому середоâèщі з розчèííèм фосфàтом із кількістю жèттєздàтíèх клітèí 
тèх же штàміâ у середоâèщі зі слàбкорозчèííèм фосфàтом покàзàло, що ступіíь 
âèжèâàííÿ обох культур у другому âàріàíті є зíàчíо âèщèм (тàбл. 1).

Нà кіíеöь терміíу культèâуâàííÿ рослèí кількість жèттєздàтíèх клітèí 
штàміâ e. dissolvens тà p. putida â середоâèщі зі слàбкорозчèííèм фосфàтом  
склàдàлà âідпоâідíо 16,2% і 5,5% âід почàткоâої кількості клітèí, тоді ÿк у 
середоâèщі з розчèííèм фосфàтом лèше 0,52% і 0,05%. Прè öьому рН середоâèщà 
зі слàбкорозчèííèм трèкàльöійфосфàтом зíèзèâсÿ âідпоâідíо до 4,3 і 4,9, à рН 
середоâèщà з розчèííèм фосфàтом – до 5,2 і 5,4. Більше зíèжеííÿ кількості 
жèттєздàтíèх клітèí обох штàміâ у середоâèщі із розчèííèм фосфàтом íàпрèкіíöі 
терміíу культèâуâàííÿ рослèí можíà поÿсíèтè тèм, що оптèмàльíà длÿ проросткіâ 
пшеíèöі коíöеíтрàöіÿ розчèííого фосфàту â середоâèщі (10 ммоль) прèгíічуâàлà 
ріст мікрооргàíізміâ. Подібíі результàтè âідíосíо íегàтèâíого âплèâу розчèííого 
фосфàту íà àктèâíість і розâèток фосфàтмобілізуючèх бàктерій отрèмàíо â роботі 
M�k�n�v�j [6].



70 Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010    

К.В. Лаврентьєва, Н.В. Черевач, А.I. Вiннiков

Тàблèöÿ 1
Ступiнь виживання e. dissolvens та p. putida у ризосфернiй зонi  

проросткiв пшеницi (n=3)

Table 1
survival degree of e. dissolvens and p. putida strains in rhizosphere zone of 

wheat germ (n=3)

Штами

Кiлькiсть життєздатних клiтин у 
культуральнiй рiдинi на початку 

дослiду, lg КУО/10 мл

Кiлькiсть життєздатних клiтин у 
культуральнiй рiдинi через 7 дiб, 

lg КУО/10 мл

Середовище
iз КН2ÐÎ4

Середовище
iз Са3(РО4)2

Середовище
iз КН2ÐÎ4 

Середовище
iз Са3(РО4)2

p. putida 7,83+6,59 7,82+6,61 4,49±3,26* 6,56±5,21*

e. dissolvens 8,12+7,09 8,13+7,16 5,84±4,67* 7,34±6,07* 

* результати достовірні на 5% рівні значущості

Більш âèсокèй âідсоток âèжèâàííÿ обох досліджеíèх культур у середоâèщі 
зі слàбкорозчèííèм трèкàльöійфосфàтом, можлèâо, поâ’ÿзàíèй з їх здàтíістю сà-
мостійíо «регулюâàтè» проöес зâільíеííÿ фосфору з трèкàльöійфосфàту, підтрè-
муючè íеобхідíу і достàтíю длÿ їх росту і росту рослèí коíöеíтрàöію розчèííого 
фосфору â середоâèщі. 

Тèм сàмèм можíà поÿсíèтè і різíèöю â здàтíості штàміâ до колоíізàöії кореíіâ 
пшеíèöі прè âèрощуâàííі їх у середоâèщàх із розчèííèм і слàбкорозчèííèм фосфà-
тàмè (тàбл. 2). Тàк, длÿ штàміâ e. dissolvens і p. putida через 7 діб âèрощуâàííÿ 
проросткіâ у 10 мл середоâèщà із трèкàльöійфосфàтом íà 1 г кореíіâ пшеíèöі 
було àдсорбоâàíо клітèí âідпоâідíо у 3,6 і 2,5 рàзà більше, íіж у середоâèщі із 
розчèííèм фосфàтом.

Тàблèöÿ 2
Колонiзувальна активнiсть штамiв e. dissolvens та p. putida  

у розрахунку на 1 г коренiв (n=3)

Table 2
Colonizing activity of e. dissolvens and p. putida strains  

in recalculation per 1 g of wheat roots (n=3)

Штами

Кiлькiсть життєздатних клiтин у 
культуральнiй рiдинi на початку 

дослiду, lg КУО/10мл

Кiлькiсть життєздатних клiтин на 
1г коренiв пшеницi через 7 дiб, 

lg ÊуÎ

Середовище
iз КН2ÐÎ4

Середовище
iз Са3(РО4)2

Середовище
iз КН2ÐÎ4 

Середовище
iз Са3(РО4)2

p. putida 7,83+6,59 7,82+6,61 5,8+5,00* 6,2+5,15*

e. dissolvens 8,12+7,09 8,13+7,16 5,23+4,17* 5,79+4,98*

* результати достовірні на 5% рівні значущості
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ЗДАТНIСТь ҐРУНТÎÂиХ ФÎСФАТМÎБIЛIЗУЮчиХ БАКТеРIЙ ДÎ КÎЛÎНIЗАцIї КÎРеНIÂ ...

Нà âідміíу âід e. dissolvens штàм p. putida àктèâíіше колоíізуâàâ кореíі 
проросткіâ пшеíèöі (тàбл. 2). через 7 діб âèрощуâàííÿ проросткіâ íà 1 г кореíіâ 
пшеíèöі у середоâèщі із трèкàльöійфосфàтом було àдсорбоâàíо у 2,57 рàзà більше 
клітèí штàму p. putida, íіж E. dissolvens, à у середоâèщі із розчèííèм фосфàтом – 
у 3,8 рàзà. це можíà поÿсíèтè тèм, що культурà мàє âèсоку àдгезèâíу здàтíість, 
що хàрàктерíо длÿ бàктерій öього роду. 

Незâàжàючè íà різíèöю ступеíіâ àдгезії клітèí штàміâ e. dissolvens і p. putida, 
їх обох можíà ââàжàтè àктèâíèмè колоíізàторàмè, тàк ÿк у перерàхуíку íà 1 г ко-
реíіâ âоíè íàкопèчуютьсÿ у тèтрàх, більшèх зà 5,7 l� КУÎ. Згідíо з літерàтурíèмè 
дàíèмè тàкèй ріâеíь колоíізàöії оöіíюєтьсÿ ÿк достàтíьо âèсокèй [1].

Тàкèм чèíом, отрèмàíі íàмè дàíі сâідчàть про те, що â модельíому експерèме-
íті обèдâà досліджеíі штàмè здàтíі до àктèâíої колоíізàöії рèзосферè проросткіâ 
пшеíèöі тà формуâàííÿ з культурíèмè рослèíàмè тісíої àсоöіàöії. Âрàхоâуючè 
âстàíоâлеíу рàíіше âèсоку фосфàтмобілізуючу àктèâíість öèх штàміâ у âідíошеííі 
трèкàльöійфосфàту [2], їх можíà ââàжàтè перспектèâíèмè і рекомеíдуâàтè длÿ 
розробкè біопрепàрàтіâ длÿ покрàщеííÿ фосфорíого жèâлеííÿ сільськогосподàр-
ськèх рослèí. 
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СПОСОБНОСТЬ ПОЧВеННЫХ ФОСФАТМОБИЛИзИРУЮЩИХ 
ÁàÊÒÅÐèé Ê ÊÎËÎÍèЗàÖèè ÊÎÐÍÅé пшÅÍèÖЫ

Реферат

Â услоâèÿх мèкроâегетàöèоííого опытà íà проросткàх озèмой пшеíèöы 
устàíоâлеíо, что âыжèâàемость фосфàтмобèлèзèрующèх бàктерèй enterobacter 

dissolvens è pseudomonas putida прè культèâèроâàíèè èх â среде со слàборàс-
тâорèмым трèкàльöèйфосфàтом зíàчèтельíо âыше, чем â среде с рàстâорèмым 
фосфàтом (КН

2
ÐÎ

4
). Культурàм сâойстâеííà âысокàÿ àдгезèâíàÿ способíость к 

корíÿм пшеíèöы, оíè íàкàплèâàютсÿ â тèтрàх, большèх, чем 5,7 l� КÎе íà 1 г 
корíей. Штàмм p. putida более àктèâíо колоíèзèроâàл корíè проросткоâ пшеíèöы, 
чем e. dissolvens, что хàрàктерíо длÿ бàктерèй этого родà.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : фосфàтмобèлèзèрующèе бàктерèè, мèкроâегетàöè-
оííый метод, колоíèзàöèÿ корíей.

K.v. lavrentyeva, n.v. Cherevach, à.i. vinnikov

Îles Gonchar Dnepropetrovsk National University,
72, Gagarina str., Dnepropetrovsk, 49050, Ukraine,

e-mail: k_lavrentyeva@mail.ru

CaPaBility of soil PhosPhatE-soluBiliZing BaCtErial 
strains to ColoniZE WhEat roots

summary

During microvegetative investigation at wheat plants it was shown that  
enterobacter dissolvens and pseudomonas putida strains survive better in the media 
with insoluble tricalciumphosphate in contrast to medium with phosphate ion content. 
The strains of soil bacteria have high adhesive features to the plant roots as 1g of 
wheat root contains more than 5.7 lg of colony forming units. It was shown that the 
strains of p. putida colonize wheat roots more actively than e. dissolvens strains, 
that is characteristically for this genus of bacteria.

K e y  w o r d s : phosphate-solubilizing bacteria, microvegetative investigation, 
root colonization.



73Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія ¹ 1/2010

ÓÄÊ 616.832

Т.Ю. Степанова, Т.О. Фiлiпова, Б.М. Галкiн
Îдеськèй íàöіоíàльíèй уíіâерсèтет імеíі I.I. Мечíèкоâà,

âул. Дâорÿíськà, 2, Îдесà, 65082, Укрàїíà, e-mail: tanya.stepanova@onu.edu.ua

âпËèâ ÒiËÎÐÎÍу Íà âÌiсÒ ÎсÍÎâÍèÕ 
ПОПУЛЯЦIЙ ТА СУБПОПУЛЯЦIЙ ЛIМФОЦИТIВ У 
ÌèшÅé З ÅÊспÅÐèÌÅÍÒàËьÍèÌ àËÅÐÃiчÍèÌ 

еНЦеФАЛОМIЄЛIТОМ

Встановëено, що за експериментаëьноãо аëерãічноãо енцефаëомієëіту (ЕАЕ) 
у мишей змінюється вміст основниõ попуëяцій ëімфоцитів та їõ розподіë за 
субпопуëяціями. Показано, що тіëорон нормаëізує вміст та співвідношення 
В- і Т-ëімфоцитів, а також їõ субпопуëяцій на всіõ досëіджениõ строкаõ 
пісëя індукції заõворювання. Встановëена здатність тіëорону активува�
ти Т-супресори, що частково пояснює терапевтичний ефект препарату за 
ЕАЕ.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : експериментаëьний аëерãічний енцефаëомієëіт, 
тіëорон, Т- та В-ëімфоцити.

Мехàíізм порушеíь зà розсіÿíого склерозу тà його експерèмеíтàльíою моделлю 
– експерèмеíтàльíèм àлергічíèм еíöефàломієлітом (еАе) – полÿгàє у тому, що 
àíтèгеí у склàді голоâíого комплексу гістосумісíості розпізíàєтьсÿ СD8 клітèíà-
мè, осíоâíою фуíкöією ÿкèх є гàльмуâàííÿ àутоімуííого проöесу íà почàтку його 
проÿâлеííÿ. Âíàслідок сèстемíої імуíологічíої дèсфуíкöії öей проöес порушуєтьсÿ, 
âèíèкàє трàíсформàöіÿ СD8­іíдукторіâ у öèтотоксèчíі СD8­ефекторè. Âоíè, у сâою 
чергу, стèмулюють àутореàктèâíі Тh1­клітèíè з подàльшèм зàпуском àутоімуííого 
проöесу тà продукöією прозàпàльíèх öèтокіíіâ: IFN­γ, TNF-α [1].

Кàскàд öèх перетâорюâàíь прèзâодèть до порушеííÿ гемàтоеíöефàлічíого 
бàр’єрà. Âíàслідок öього àутореàктèâíі Т­лімфоöèтè СD4 до àíтèгеíà – зàгàль­– зàгàль-
íого білкà мієліíà – потрàплÿють у цНС. Ââàжàєтьсÿ, що трèгерíèм мехàíізмом 
демієліíізàöії â цНС є сàме àутореàктèâíі СD4­лімфоöèтè. Â ткàíèíі мозку âоíè ре-
àктèâуютьсÿ öèтотоксèчíèмè Т­лімфоöèтàмè, Â­лімфоöèтàмè, гліàльíèмè клітèíàмè 
тà мàкрофàгàмè й зàпускàють кàскàд імуííèх реàкöій: продукöію àутоàíтèтіл, 
протеїíàз, хемокіíіâ, âільíèх рàдèкàліâ, NO.

Терàпіÿ зà àутоімуííої демієліíізàöії – склàдíèй проöес, ÿкèй спрÿмоâàíо 
â першу чергу íà зíèжеííÿ âàжкості тà âèрàзíості зàгостреíь тà споâільíеííÿ 
іíâàлідèзàöії. До групè лікуâàльíèх зàсобіâ, що âèкорèстоâуютьсÿ длÿ пàтогеíетèчíої 
терàпії, âідíосÿтьсÿ імуíомодулюючі препàрàтè. Îдíèм з тàкèх препàрàтіâ є тілороí 
(«Аміксèí»). 

Âрàхоâуючè âàжлèâу роль різíèх імуíоöèтіâ у розâèтку еАе, метою дàíої 
роботè було âстàíоâлеííÿ спіââідíошеííÿ між популÿöіÿмè і субпопулÿöіÿмè 
лімфоöèтіâ у мèшей у дèíàміöі зàхâорюâàííÿ тà зà âплèâу тілороíу. 

© Т.Ю. Степàíоâà, Т.Î. Філіпоâà, Б.М. Гàлкіí, 201
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Матерiали i методи
Â експерèмеíті âèкорèстоâуâàлè білèх íеліíійíèх мèшей­сàмöіâ мàсою 18–20 г, 

ÿкі утрèмуâàлèсÿ â стàíдàртíèх умоâàх âіâàрію з постійíèм доступом до âодè. еАе 
âідтâорюâàлàсÿ ââедеííÿм еíöефàлітогеííої емульсії (еГе) у подушечкè зàдíіх 
лàпок мèшей підшкірíо. еГе склàдàлàсÿ з 50% гомогеíàту гомологічíої ткàíèíè 
мозку у фізіологічíому розчèíі й поâíого àд’юâàíтà Фрейíдà [2]. 

Тілороí ââодèлè перорàльíо у âодíому розчèíі â дозі 50 мг/кг мàсè тâàрèíè 
одíорàзоâо зà 30 хâèлèí до іíдукöії еАе.  

Клітèíè длÿ âèзíàчеííÿ осíоâíèх популÿöій і субпопулÿöій лімфоöèтіâ (CD3, 
CD4, CD8, CD16, CD19) âèділÿлèсÿ з пàхâоâèх лімфоâузліâ стàíдàртíèм методом. 
Îтрèмàíі клітèíè зàбàрâлюâàлèсÿ àíтèCD­àíтèтілàмè з âèкорèстàííÿм íàборіâ 
�n��­����� R��dy­���­G�! K�� фірмè «�B������n��», США, іíкубуâàлèсÿ 30 хâ, 
трèрàзоâо âідмèâàлèсÿ фосфàтíо­сольоâèм буфером згідíо іíструкöії. Дàлі пробè 
àíàлізуâàлèсÿ íà протокоâому öèтофлуорèметрі.

Îбробку отрèмàíèх результàтіâ здійсíюâàлè âідпоâідíо до àлгорèтміâ, опè-
сàíèх â посібíèкàх [3]. Прè поріâíÿльíому àíàлізі результàтіâ âèкорèстоâуâàлè 
пàрàметрèчíèй крèтерій Стьюдеíтà, що розрàхоâуâàâсÿ з âèкорèстàííÿм прогрà-
мè Ex�l­2000. Доâірчèй іíтерâàл розрàхоâуâàâсÿ прè ріâíі зíàчèмості р≤0,05, що 
гàрàíтує âірогідíість результàтіâ з імоâірíістю 0,95 [4].

Результати та їх обговорення
Îöіíкà âплèâу тілороíу íà чèсельíість популÿöій тà субпопулÿöій лімфоöèтіâ 

проâодèлàсÿ íà 3, 7 тà 14 добу післÿ іíдукöії еАе. Âèбір строкіâ бàзуâàâсÿ íà 
дàíèх [2] про дèíàміку розâèтку ескперèмеíтàльíої моделі розсіÿíого склерозу у 
мèшей тà íà âлàсíèх досліджеííÿх, що булè підтâерджеíі гістологічíо, à тàкож 
зà спостережеííÿм зà зміíàмè àктèâíості деÿкèх імуííèх проöесіâ. 

Â íормі (у іíтàктíèх тâàрèí) âміст Â­лімфоöèтіâ (CD19) склàдàє 17,6% âід 
зàгàльíого чèслà, Т­лімфоöèтіâ (CD3) – 73,8%, íàтурàльíèх кілеріâ (CD16) – 8,6%. 
Спіââідíошеííÿ Т/B лімфоöèтіâ стàíоâèть 4,19±0,39. Розподіл Т­лімфоöèтіâ зà 
субпопулÿöіÿмè CD4 è CD8 склàдàє 48 è 25,8%, âідпоâідíо, à іíдекс CD4/CD8 – 
1,86±0,17  (тàбл. 1).  

Тàблèöÿ 1
Вмiст основних популяцiй та субпопуляцiй лiмфоцитiв у iнтактних мишей  

(M±m, n=10, %)
Table 1

Main lymphocyte populations and sub-populations in intact mice

B(CD19) T(CD3) НК(СD16) T(CD4) T(CD 8)

17,6±1,5 73,8±7,2 8,6±0,9 48,0±5,1 25,8±2,4

Перорàльíе одíокрàтíе ââедеííÿ  тілороíу здороâèм мèшàм прèзâело до 
зміíè íормàльíèх покàзíèкіâ âже через добу. Тàк, âідíосíèй âміст Â­лімфоöèтіâ 
збільшèâсÿ íà 8,1%, à Т­лімфоöèтіâ – зíèзèâсÿ íà 5,9%. Спіââідíошеííÿ Т/B 
лімфоöèтіâ прè öьому склàло 3,65. Більш зíàчíі зміíè спостерігàлèсÿ â розподілі 
Т­лімфоöèтіâ по субпопулÿöіÿх. Âміст СD 4­клітèí прàктèчíо íе зміíèâсÿ (96,5%), 
à СD 8­лімфоöèтіâ – збільшèâсÿ íà 30%.  Прè öьому іíдекс CD4/CD8 íедостоâірíо 
зíèзèâсÿ й склàâ 1,38±0,12 (рèс. 1).
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Рис. 1. Вплив тiлорону на вмiст основних популяцiй i субпопуляцiй лiмфоцитiв у 
здорових мишей (n=10)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 1. Tilorone effect on main lymphicyte populations and sub-populations in 
intact mice (n=10)

�ote: * – statistically reliable compare� to control

Підâèщеííÿ ріâíÿ Т­лімфоöèтіâ супресоріâ, що спостерігàєтьсÿ, є  хàрàктерíою 
рèсою дії тілороíу й поâ’ÿзàíо, імоâірíо, зі здàтíістю препàрàту зміíюâàтè деÿкі 
âлàстèâості імуíокомпетеíтíèх клітèí [9]. 

Нà фоíі експерèмеíтàльíого àлергійíого еíöефàломієліту рÿдом àâторіâ було 
âідмічеíо хàрàктерíі зміíè âмісту Â­ тà Т­лімфоöèтіâ [11, 12]. Âèâчеííÿ дèíàмікè 
зміí прè еАе â зàзíàчеíі строкè дозâолèло âèÿâèтè деÿкі зàкоíомірíості, що 
підтâерджують ісíуючі âкàзіâкè íà клітèííу прèроду імуíологічíèх порушеíь прè 
досліджуâàíому зàхâорюâàííі. 

Тàк, прè еАе спостерігàєтьсÿ збільшеííÿ кількості Â­лімфоöèтіâ у дèíàміöі 
розâèтку зàхâорюâàííÿ. Нà 3­ю добу кількість СD19­клітèí збільшуєтьсÿ íà 30% 
і зберігàєтьсÿ íà öьому ріâíі і íà 7­у добу. До 14 дíÿ післÿ іíдукöії еАе покàзíèк 
трохè зíèжуєтьсÿ (рèс. 2). 

Тілороí у дозі 50 мг/кг, ââедеíèй мèшàм з еАе â деíь іíдукöії зàхâорюâàííÿ, 
íезíàчíо зíèжує âміст Â­лімфоöèтіâ у лімфоâузлàх (у середíьому íà 10%) íà усіх 
строкàх зàхâорюâàííÿ. Прè öьому íезíàчíо зíèжеíà кількість Т­лімфоöèтіâ íе 
зміíюєтьсÿ під дією препàрàту. 

Тàкі зміíè зíàходÿть сâоє âідобрàжеííÿ â іíдексі спіââідíошеííÿ Т­ і Â­лім-
фоöèтіâ (тàбл. 2).

У тâàрèí з еАе Т/Â іíдекс зíèжеíèй â усі терміíè зàхâорюâàííÿ. Тілороí під-
âèщує öей покàзíèк, à до 14­ої добè доâодèть його до коíтрольíого ріâíÿ. Âèâчеííÿ 
розподілу Т­лімфоöèтіâ по субпопулÿöіÿх покàзàло, що прè еАе спостерігàєтьсÿ 
підâèщеííÿ ріâíÿ CD4­лімфоöèтіâ, ÿкèм зà дàíèмè літерàтурè íàлежèть крèтèчíà 
роль у пàтогеíезі РС і еАе [2]. 
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Рис. 2. Вплив тiлорону (50 мг/кг) на вмiст Т- i В-лiмфоцитiв у лiмфовузлах мишей 
з еАе (n=20)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 2. Tilorone effect (50 mg/kg) on T- and B- lymphocytes in EAE mice 
lymphnodes (n=20)

�ote: * - statistically reliable compare� to control

До 7­ої добè öей покàзíèк підâèщуєтьсÿ â середíьому íà 40%, à до 14­ої тро-
хè зíèжуєтьсÿ, усе ще переâèщуючè коíтрольíі зíàчеííÿ. Ріâеíь СD8­клітèí прè 
експерèмеíтàльíій пàтології íà 3­ю добу зíèжеíèй íà 23%, що може слугуâàтè 
сâідчеííÿм підгострої стàдії зàхâорюâàííÿ. 

Тàблèöÿ 2
змiна спiввiдношення Т- i В-лiмфоцитiв у лiмфовузлах мишей з еАе пiд дiєю 

тiлорону (50 мг/кг), (M±m, n=20)

Table 2
Effect of  tilorone (50 mg/kg) on T/B index in EAE mice lymphnodes,  

(M±m, n=20)

Варiант 3 доба 7 доба 14 доба

ÅÀÅ 2,92±0,14* 3,17±0,19* 3,61±0,41

еАе+тілороí 3,11±0,51 3,43±0,31 4,44±0,57

коíтроль 4,37±0,39

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).
�ote: * – statistically reliable compare� to control

У дèíàміöі розâèтку еАе кількість СD8­лімфоöèтіâ поступоâо зростàє й пере-
âèщує коíтрольíі покàзíèкè (рèс. 3). 
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Рис. 3. Вплив тiлорону (50 мг/кг) на вмiст СD4 i СD8 лiмфоцитiв у лiмфовузлах 
мишей з еАе (n=20)

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).

Fig. 3. Tilorone effect (50 mg/kg) on СD4 and СD8 lymphocytes in eymphnodes  
of EAE mice (n=20)

�ote: * – statistically reliable compare� to control.

Ââедеííÿ мèшàм тілороíу â дозі 50 мг/кг âèклèкàє достоâірíе зíèжеííÿ 
ріâíÿ СD4­лімфоöèтіâ (у середíьому íà 20%). Тілороí зíèжує  підâèщеíèй âміст  
CD4­лімфоöèтіâ íà 7­у і 14­у добу, íàблèжàючè його до íормàльíого зíàчеííÿ. Прè 
öьому спостерігàєтьсÿ зâоротíà зàлежíість у зміíі кількості СD4 і CD8 клітèí прè 
еАе, тобто збільшеííÿ чèслà СD4 прèзâодèть до пропорöійíого зíèжеííÿ ріâíÿ CD8. 

це âплèâàє íà імуíорегулÿторíèй іíдекс, що íà третю добу зàхâорюâàííÿ 
переâèщує коíтрольíе зíàчеííÿ у 2 рàзè, à íà сьому – â 1,5 рàзè (тàбл. 3). 

Тàблèöÿ 3
змiна спiввiдношення СD4 i СD8 лiмфоцитiв лiмфовузлiв мишей з еАе пiд дiєю 

тiлорону в дозi 50 мг/кг (M±m, n=20)
Table 3

Tilorone (50 mg/kg) effect on CD4/CD8 index of eymphnodes lymphocytes in mice 
with EAE (M±m, n=20)

Варiант 3 доба 7 доба 14 доба

ÅÀÅ 3,50±0,23* 2,41±0,22* 1,81±0,19

еАе+тілороí 2,73±0,27 2,77±0,31 1,83±0,21

коíтроль 1,86±0,17

Примітка: * – розбіжність вірогідна у порівнянні з контролем (p≤0,05).
�ote: * – statistically reliable compare� to control.
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Тілороí зíèжує öі зíàчеííÿ íà дàíèх строкàх зàхâорюâàííÿ. Нà 14­у добу спостері-
гàєтьсÿ íормàлізàöіÿ спіââідíошеííÿ CD4/CD8, що корелює з опèсàíою кàртèíою ремісії. 

Зàзíàчеíе â роботі підâèщеííÿ âмісту Â­лімфоöèтіâ може бутè поâ’ÿзàíе з рол-
лю öèх клітèí у розâèтку àутоімуííої пàтології. Тàк, Â­клітèíè спрèÿють тàк зâàíому 
«пошèреííю репертуàру епітопіâ». Слід зàзíàчèтè, що Â­лімфоöèтè регулюють лі-
мфоїдíèй огрàíогеíез, дèфереíöіàöію Т­ефекторíèх клітèí, àíтèгеíпрезеíтуâàльíу 
фуíкöію деíдрèтíèх клітèí тà öèтокіíоâèй профіль у ткàíèíàх [11]. Порушеííÿ 
öèх фуíкöій може прèзâестè до іíдукöії àбо розâèтку àутоімуííого проöесу. Тàкèм 
чèíом, зàзíàчеíе збільшеííÿ âмісту Â­лімфоöèтіâ може бутè сâідчеííÿм порушеí-
íÿ регулÿöії Т­клітèííої лàíкè імуíітету. це є ще одíèм фàктом, ÿкèй поÿсíює 
зростàííÿ ріâíÿ Â­лімфоöèтіâ у перші дíі післÿ іíдукöії еАе. Адже, ÿк âідомо, 
ключоâà роль у пàтогеíезі РС і еАе íàлежèть Т­лімфоöèтàм [12]. Дію тілороíу íà 
розподіл субпопулÿöій Т­лімфоöèтіâ можíà клàсèфікуâàтè ÿк протèзàпàльíу, що 
опосередкоâàíà зміíою ріâíÿ про­ і протèзàпàльíèх öèтокіíіâ. Зàзíàчеíà длÿ тіло-
роíу здàтíість àктèâуâàтè Т­супресорè, підтâерджеíà досліджеííÿмè рÿду àâторіâ 
[5, 7, 8], поâíою мірою реàлізує очікуâàíèй терàпеâтèчíèй ефект препàрàту прè 
пàтології, поâ’ÿзàíій з розâèтком àлергічíого àутоімуííого ушкоджеííÿ íерâоâої 
ткàíèíè по тèпу гіперчутлèâості упоâільíеíого тèпу [6, 10].  
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âËèßÍèÅ ÒèËÎÐÎÍà Íà сÎäÅÐЖàÍèÅ ÎсÍÎâÍЫÕ  
ПОПУЛЯЦИЙ И СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИФМОЦИТОВ У МЫШеЙ  

с ЭÊспÅÐèÌÅÍÒàËьÍЫÌ àËËÅÐÃèчÅсÊèÌ 
эНЦеФАЛОМИеЛИТОМ

Ðеферат

Устàíоâлеíо, что эксперèмеíтàльíый àллергèческèй эíöефàломèелèт (ЭАЭ) у 
мышей сопроâождàетсÿ èзмеíеíèем содержàíèÿ осíоâíых популÿöèй лèмфоöèтоâ 
è èх рàспределеíèÿ по субпопулÿöèÿм. Покàзàíо, что тèлороí íормàлèзует соде-
ржàíèе è соотíошеíèе Â­ è Т­лèмфоöèтоâ, à тàкже èх субпопулÿöèй íà âсе срокè 
после èíдукöèè зàболеâàíèÿ. Устàíоâлеííàÿ способíость тèлороíà àктèâèроâàть 
Т­супрессоры чàстèчíо объÿсíÿет терàпеâтèческèй эффект препàрàтà прè ЭАЭ.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : эксперèмеíтàльíый àллергèческèй эíöефàломèелèт, 
тèлороí, Т­ è Â­лèмфоöèты.

t.yu. stepanova, t.o. filipova, B.M. galkin

Odesa National Mechnуkov University,
2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine, e-mail: tanya.stepanova@onu.edu.ua

EffECt of tiloronE on Main lyMPhoCytE PoPulations 
and suB-PoPulations in MiCE With ExPEriMEntal 

allErgiC EnCEPhaloMyElitis

summary

Experimental allergic encephalomyelitis (EAE) in mice is characterized with 
changes in main lymphocyte populations and sub-populations. It was shown that 
��l���n� n����l�z�� �h� l�v�l �f T­ �nd B­ly��h��y���, T/B �����, �nd d�����b����n �n�� 
sub-populations at all studied terms of the disease. The activation of T-suppressors with 
tilorone fully implements an expexted therapeutic effect of this medicine at EAE. 

K e y  w o r d s : experimental allergic encephalomyelitis, tilorone, T- and  
B-lymphocytes.
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iÍäуÊуâàÍÍß сÒiéÊÎсÒi ÐÎсËèÍ пшÅÍèÖi ßÐÎї 
äÎ ЗÁуäÍèÊiâ ÊÎÐÅÍÅâèÕ ÃÍèËÅé Зà спÐèßÍÍß 
ÃÐèÁà chaetomium cochlioDeS PallisEr

Показано ефективність використання сапрофітноãо ãриба chaetomium coch�
liodes 3250 як засобу індукування стійкості росëин пшениці ярої до збудників 
кореневиõ ãниëей. Вивчено жирнокисëотний скëад куëьтураëьноãо середовища 
ãриба і встановëено, що C. cochliodes 3250 утворює араõідонову кисëоту, 
яка наãромаджується в куëьтураëьному середовищі. Араõідонова кисëота є 
біоãенним еëіситором і в тканинаõ росëин індукує системну імунну відповідь 
на дію патоãенів і несприятëивиõ умов. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : C. cochliodes 3250, еëіситори, араõідонова кисëота, 
кореневі ãниëі.

Рàíіше íàмè було покàзàíо, що ґруíтоâèй сàпрофітíèй грèб chaetomium 

cochliodes 3250 хàрàктерèзуєтьсÿ âèсокою àíтàгоíістèчíою àктèâíістю щодо 
фітопàтогеííèх грèбіâ – збудíèкіâ кореíеâèх гíèлей бàгàтьох сільськогосподàрськèх 
культур, що і спрèчèíèло стâореííÿ íà його осíоâі мікробíого препàрàту Хетомікà 
[4, 5, 8]. Було âстàíоâлеíо, що c. cochliodes 3250, іíтродукоâàíèй â ґруíт з 
íàсіííÿм пшеíèöі ÿрої, здàтíèй прèжèâàтèсÿ â кореíеâій зоíі, àктèâíо колоíізуâàтè 
кореíеâу сèстему, âèтèскàючè з íеї збудíèкіâ кореíеâèх гíèлей. Прèжèâàючèсь 
у рèзосферíому ґруíті пшеíèöі ÿрої, c. cochliodes 3250 âèÿâлÿâ àíтèфуíгàльíу 
дію. Нàмè було покàзàíо мехàíізм âзàємодії, ÿкà âèíèкàє між іíтродукоâàíèм у 
кореíеâу зоíу пшеíèöі ÿрої c. cochliodes 3250 і àборèгеííèмè ґруíтоâèмè грèбàмè, 
ÿкèй бàзуєтьсÿ íà прèíöèпі коíкуреíтíого âèключеííÿ, âідомого â екології ÿк 
прèíöèп Гàузе. Згідíо öього прèíöèпу більш коíкуреíтоспроможíèй âèд, â дàíому 
âèпàдку грèб­àíтàгоíіст c. cochliodes прèгíічує розâèток фітопàтогеííèх грèбіâ, 
ÿкі âèÿâèлèсÿ слàбкішèмè у öьому змàгàííі âèдіâ. Тàкèй тèп âзàємоâідíосèí може 
бутè ефектèâíо âèкорèстàíèй â боротьбі зі збудíèкàмè зàхâорюâàíь рослèí [7].

Âідомо тàкож, що стійкість рослèí до збудíèкіâ хâороб може âèклèкàтèсÿ 
біологічíо àктèâíèмè речоâèíàмè­елісèторàмè. елісèторè здàтíі âключàтè різíі 
сèгíàльíі сèстемè рослèííèх клітèí, що прèâодèть до експресії зàхèсíèх геíіâ, 
сèíтезу âідпоâідíèх білкіâ, утâореííю фітоàлексèíіâ і, зрештою, формуâàííю 

© Є.П. Копèлоâ, С.П. Нàдкерíèчíèй, Л.Î. Білÿâськà, Î.Â. Голубеöь, 2010
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імуíітету рослèí щодо пàтогеíіâ [9]. Як елісèторè âèâчàютьсÿ пеâíі клàсè 
хімічíèх сполук біогеííого походжеííÿ, зокремà, оргàíічíі кèслотè: àміíомàслÿíà, 
àрàхідоíоâà, жàсмоíоâà, щàâлеâà тà іíші. У öьому зâ’ÿзку стàíоâèло іíтерес 
дослідèтè здàтíість c. cochliodes 3250 утâорюâàтè біологічíо àктèâíі речоâèíè, 
ÿкі можуть âèклèкàтè сèстемíу стійкість рослèí до дії пàтогеíіâ.

Метою досліджеíь було âèâчèтè ефектèâíість âèкорèстàííÿ c. cochliodes 
3250 ÿк зàсобу підâèщеííÿ стійкості рослèí пшеíèöі ÿрої до збудíèкіâ кореíеâèх 
гíèлей тà збільшеííÿ урожàйíості культурè.

Матерiали i методи
chaetomium cochliodes 3250 âèрощуâàлè íà рідкому пожèâíому середоâèщі 

Ролеíà­Томà, поâерхíеâо, зà темперàтурè 26–27 °С âпродоâж 7–8 діб. Культурàльíу 
рідèíу âідфільтроâуâàлè і пропускàлè крізь мембрàííі фільтрè. ефектèâíість грèбà 
âèâчàлè зà умоâ польоâого досліду íà чорíоземі âèлугоâàíому слàбоглеюâàтому 
легкосуглèíкоâому íà лесі (дослідíе поле Iíстèтуту сільськогосподàрської 
мікробіології), ÿкèй хàрàктерèзуâàâсÿ тàкèмè àгрохімічíèмè покàзíèкàмè: âміст 
гумусу â орíому шàрі стàíоâèâ 3,56%; рНсольоâèй – 5,2–5,5; сумà ââібрàíèх осíоâ – 
12,5–14,0 мг­екâ. íà 100 г ґруíту; àзот, що легко гідролізуєтьсÿ (зà Корíфільдом) 
– 95–100 мг; рухомèх форм фосфору (зà Кірсàíоâèм) – 251–256 мг Р

2
Î

5
; обміííого 

кàлію (зà Кірсàíоâèм) – 108–111 мг К
2
Î íà 1 кг ґруíту. Площà облікоâої ділÿíкè 

– 15 м2 , поâторíість досліду 4­рàзоâà. У досліді âèкорèстàíо сорт пшеíèöі ÿрої 
Крàсà Поліссÿ. Нормà âèсіâу íàсіííÿ стàíоâèлà 5 млí. зереí íà 1 гà. Агротехíікà 
âèрощуâàííÿ зàгàльíопрèйíÿтà длÿ зоíè Поліссÿ. Міíерàльíі добрèâà âíосèлè â 
дозі N

45
Ð

30
Ê

45
. Дослід зàклàдàлè зà схемою: 1 – без âíесеííÿ хімічíèх і мікробíèх 

препàрàтіâ (коíтроль); 2 – передпосіâíà обробкà íàсіííÿ Âітàâàксом 200 ФФ; 
3 – передпосіâíà обробкà íàсіííÿ Хетоміком (біоàгеíт c. cochliodes 3250), 4 – 
передпосіâíà обробкà íàсіííÿ культурàльíèм середоâèщем (КС) c. cochliodes 
3250, розбàâлеíèм âодою у спіââідíошеííі 1:100. Передпосіâíу обробку íàсіííÿ 
ÊÑ c. cochliodes 3250, розбàâлеíèм âодою у спіââідíошеííі 1:100, здійсíюâàлè з 
розрàхуíку 1% âід мàсè íàсіííÿ, Âітàâàксом 200 ФФ – 3 кг/т, Хетоміком – 2,5 кг/т 
íàсіííÿ, що стàíоâèло 45–50 тèсÿч сумкоспор грèбà íà одíу íàсіíèíу. Прè зàклàдöі 
і проâедеííі досліду âèкорèстоâуâàлè методèку Доспєхоâà [4].

У дослідíèх âàріàíтàх âèзíàчàлè урàжеíість рослèí зà фàзàмè розâèтку 
кореíеâèмè гíèлÿмè, âміст хлорофіліâ а і b â лèсткàх пшеíèöі ÿрої тà урожàйíість. 
Длÿ обліку урàжеíості рослèí кореíеâèмè гíèлÿмè âèкорèстоâуâàлè бàльíу оöіíку 
зà розроблеíою шкàлою і формулàмè [6].

Âміст хлорофіліâ а і b у лèсткàх пшеíèöі ÿрої âèзíàчàлè спектрофотометрèчíèм 
методом [2]. Длÿ öього âідбèрàлè зрàзкè лèсткіâ з âерхíього ÿрусу рослèíè у 
п’ÿтèрàзоâій поâторíості під чàс öâітіííÿ. Кожеí зрàзок àíàлізуâàлè у 4­х крàтíèх 
àíàлітèчíèх поâтореííÿх.

Длÿ âèзíàчеííÿ жèрíокèслотíого склàду КС c. cochliodes 3250 здійсíюâàлè 
метàíоліз íà âодÿíій бàíі âпродоâж одíієї годèíè зà темперàтурè 80 °С. Жèрíі 
кèслотè екстрàгуâàлè сумішшю ефір­гексàí (1:1). екстрàктè поєдíуâàлè і 
âèпàроâуâàлè íà âàкуумíо­роторíому âèпàроâуâàчі [3]. Îдержàíі зрàзкè 
àíàлізуâàлè íà гàзоâому хромàтогрàфі НР 6890: àíàлітèчíà колоíкà FFАР 
30 см, d – 32 мм, гàз­íосій – гелій; шâèдкість потоку – 30 мл/хâ, �­150­250 °С, 
кількість пробè – 1 мкл [1].
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Результати та їх обговорення
Результàтè âèâчеííÿ âèдоâого склàду грèбіâ, âèділеíèх з урàжеíèх кореíеâèмè 

гíèлÿмè рослèí пшеíèöі ÿрої, зàсâідчèлè, що â пàтогеííому комплексі переâàжàлè 
предстàâíèкè роду Fusarium, à сàме: Fusarium culmorum (w.G.Sm) Sacc., F. ave�

naceum (Fr.) Sacc., F. oxysporum (Schlecht.) Snyd.et hans., F. oxysporum var. 
orthoceras (Appl.et wr.) Bilai, F. heterosporum Nees, F. sambucinum var. minus wr. 
Трàплÿлèсÿ тàкож Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem. (syn. Drechslera sorokini�

ana (Sacc.) Subram, helminthosporium sativum �����l, K�n� �� B�kk�) і, зрідкà, 
pseudocercosporella herpotrichoides (From) Deighton.

Îтже, пшеíèöÿ ÿрà â досліді булà урàжеíà зâèчàйíою (гельміíтоспоріозíою) 
і фузàріозíою кореíеâèмè гíèлÿмè.

Урàжеíість рослèí пшеíèöі ÿрої кореíеâèмè гíèлÿмè покàзàíо íà рèс. 1.

à

б

Рис 1. Вплив c. cochliodes 3250 на поширення i розвиток кореневих гнилей 
пшеницi ярої сорту Краса Полiсся  

(à – пошèреííÿ хâоробè, б – розâèток хâоробè)

fig. 1. Effect c. cochliodes 3250 on root rots widespreading and development of 
spring wheat of Krasa Polyssia cultivar  

(� – w�d������d�n� �f d������, b – d�v�l����n� �f d������)
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Íàâедеíі дàíі сâідчàть про âèсоку ефектèâíість âèкорèстàííÿ c. cochliodes 3250 
ÿк зàсобу, що спрèÿє підâèщеííю стійкості пшеíèöі ÿрої до фітопàтогеííèх грèбіâ, 
прè чому ефектèâíèм âèÿâèлосÿ зàстосуâàííÿ íе тількè грèбà c. cochliodes 3250, 
à й культурàльíого середоâèщà мікроміöетà. Тàк, у âàріàíті, де âèкорèстоâуâàлè 
культурàльíе середоâèще c. cochliodes 3250, рослèíè зíàчíо меíше урàжуâàлèсÿ 
кореíеâою гíèллю (пошèреííÿ хâоробè – 10,4–15,5%, розâèток хâоробè – 1,3–
2,2% зàлежíо âід фàз розâèтку рослèí), íіж â коíтрольíому âàріàíті (пошèреííÿ 
хâоробè – 26,9–30,1%, розâèток хâоробè – 4,1–5,2%).

Тобто, пошèреííÿ хâоробè змеíшèлось у середíьому â 1,9–2,6 рàзà, à іíтеíсè-
âíість проÿâу – â 2,3–3,2 рàзà. Біологічíà ефектèâíість зàстосуâàííÿ культурàль-
íого середоâèщà c. cochliodes 3250 протè кореíеâèх гíèлей досÿгàлà 57,7–68,3%, 
що є âèще, íіж зà âèкорèстàííÿ Âітàâàксу 200 ФФ, біологічíà ефектèâíість ÿкого 
стàíоâèлà â середíьому 34,5%.

Îбмежеííÿ розâèтку кореíеâèх гíèлей пшеíèöі ÿрої прè зàстосуâàííі КС 
c. cochliodes 3250 можíà поÿсíèтè здàтíістю грèбà утâорюâàтè àбо àíтèбіотèчíі 
речоâèíè, що íàкопèчуютьсÿ â культурàльíому середоâèщі, àбо ж біологічíо àктèâíі 
речоâèíè­іíдукторè (елісèторè) стійкості рослèí до зàхâорюâàíь. Âèâчеííÿ àíтèбі-
отèчíої àктèâíості КС c. cochliodes 3250 покàзàло, що грèб íе утâорює речоâèíè 
àíтèбіотèчíої дії щодо зàзíàчеíèх âèще збудíèкіâ кореíеâèх гíèлей пшеíèöі ÿрої. 
Тому подàльші íàші досліджеííÿ булè спрÿмоâàíі íà âèÿâлеííÿ â культурàльíому 
середоâèщі c. cochliodes 3250 біологічíо àктèâíèх речоâèí­елісèторіâ.

Проâедеíèй з âèкорèстàííÿм гàзоâої хромàтогрàфії àíàліз жèрíокèслотíого 
склàду культурàльíого середоâèщà c. cochliodes 3250 зàсâідчèâ, що âіí містèть 
жèрíі кèслотè з різíèм чèслом âуглеöеâèх àтоміâ (тàбл. 1) і , що особлèâо âàжлèâо, 
â культурàльíому середоâèщі грèбà булà âèÿâлеíà àрàхідоíоâà (ейкозàтетрàєíоâà) 
кèслотà (1,42% âід зàгàльíого âмісту жèрíèх кèслот), ÿку âідíосÿть до біогеííèх 
елісèторіâ. Âоíà є àктèâíèм іíдуктором окèсíюâàльíого âèбуху, сèíтезу рослèííèх 
àíтèбіотèкіâ (феíоліâ, фітоàлексèíіâ) і реàкöії íàдчутлèâості. У ткàíèíàх рослèí 
àрàхідоíоâà кèслотà, проÿâлÿючè âлàстèâості елісèторіâ, іíдукує сèстемíу імуííу 
âідпоâідь íà дію íеспрèÿтлèâèх фàкторіâ.

Îтже, змеíшеííÿ урàжеíості рослèí пшеíèöі ÿрої кореíеâèмè гíèлÿмè під 
âплèâом c. cochliodes 3250 можíà поÿсíèтè ÿк âèсокою àíтàгоíістèчíою àктèâíістю 
грèбà âідíосíо фітопàтогеííèх грèбіâ, âстàíоâлеíою попередíімè досліджеííÿмè, 
тàк і здàтíістю утâорюâàтè àрàхідоíоâу кèслоту, ÿкà є àктèâíою речоâèíою­
елісèтором і спрèÿє підâèщеííю стійкості рослèí до збудíèкіâ хâороб.

Âèкорèстàííÿ ÿк жèâої культурè c. cochliodes 3250, тàк і культурàльíого 
середоâèщà суттєâо âплèâàло íà біосèíтез хлорофілу â лèсткàх пшеíèöі ÿрої 
(тàбл. 2). Тàк, у âàріàíтàх, де проâодèлè передпосіâíу обробку íàсіííÿ КС грèбà, 
розбàâлеíого âодою у спіââідíошеííі 1:100, âміст хлорофілу a збільшèâсÿ âідпоâідíо 
íà 14,8, хлорофілу b – íà 14,0% у поріâíÿííі з коíтрольíèм âàріàíтом. Âідомо, 
що âміст хлорофілу а â хлороплàстàх рослèí зíàчíо переâèщує міст хлорофілу b, 
à зà дії стресоâèх фàкторіâ різíої прèродè змеíшуєтьсÿ âміст сàме хлорофілу а, 
тому його збільшеííÿ під âплèâом культурàльíого середоâèщà c. cochliodes 3250 
спрèÿє підâèщеííю стійкості рослèí до íеспрèÿтлèâèх умоâ íàâколèшíього 
середоâèщà.
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Тàблèöÿ 1
жирнокислотний склад культурального середовища c. cochliodes 3250

Table 1
fatty-acid content of cultural medium c. cochliodes 3250

Назва кислоти
Число атомiв 

вуглецю
Вмiст, % вiд 

загальної суми 

Лàурèíоâà Ñ
12
:0 0,50

Мірèстèíоâà Ñ
14
:0 1,27

²зо­мірèстèíоâà Iзо­С
14
:0 2,03

12­Метèлтетрàдеöеíоâà Аíтеізо­С
14
:0 10,67

Пеíтàдекàíоâà Ñ
15
:0 0,74

12­Метèлтетрàдекàíоâà Аíтеізо­С
15
:0 6,79

Пàльмітèíоâà Ñ
16
:0 11,94

Пàльмітоолеїíоâà Ñ
16
:1 1,67

15­Метèлгексàдеöеíоâà Iзо­С
17
:0 0,85

14­Метèлгексàдекàíоâà Аíтеізо­С
17
:0 9,05

Мàргàрèíоâà Ñ
17
:0 0,35

Гептàдеöеíоâà Ñ
17
:1 0,66

Стеàрèíоâà Ñ
18
:0 3,89

Îлеїíоâà Ñ
18
:1 13,02

елàідèíоâà Ñ
18
:1 1,10

Ліíолеâà Ñ
18
:2 24,06

Цис-транс­октàдекàдієí­9,11­оâà Ñ
18
:2 0,94

Цис-цис­октàдекàдієí­11,13­оâà Ñ
18
:2 2,10

Ліíолеíоâà Ñ
18
:3 3,09

Арàхіíоâà Ñ
20
:0 0,32

Гàлдолеіíоâà Ñ
20
:1 0,41

Цис-цис­ейкозàдієí­11,14­оâà Ñ
20
:2 0,18

Дèгомо­γ­ліíолеíоâà Ñ
20
:3 0,26

Арàхідоíоâà Ñ
20
:4 1,42

Бегеíоâà Ñ
22
:0 0,35

Докозàдієíоâà Ñ
22
:2 2,34
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Тàблèöÿ 2
Вмiст хлорофiлiв (а i b) в листках пшеницi ярої сорту Краса Полiсся у фазу 

цвiтiння (польовий дослiд, 2008 р.)

Table 2
Chlorophyll content (a and b) in the leaves of cultivar Krasa Polyssia spring 

wheat (field research, 2008)

Варiант дослiду
Концентрацiя хлорофiлiв, мг/100 г листкiв

а b a+b

Без âíесеííÿ препàрàтіâ 409,3 77,7 487,0

Îбробкà íàсіííÿ Âітàâàксом 200ФФ 453,0 84,6 537,6

Îбробкà íàсіííÿ Хетоміком 534,2 128,4 662,6

Îбробкà íàсіííÿ КС c. cochliodes 3250 469,8 88,6 558,4

ÍIÐ
05

9,95 5,44 12,30

Зíàчíе змеíшеííÿ урàжеíості пшеíèöі ÿрої кореíеâèмè гíèлÿмè, підâèщеííÿ 
іíтеíсèâíості фізіолого­біохімічíèх проöесіâ під âплèâом c. cochliodes 3250, à 
сàме зростàííÿ âмісту хлорофілу â лèсткàх зàбезпечèло суттєâèй прèріст урожàю 
культурè – 13,1% (тàбл. 3).

Тàблèöÿ 3 
Вплив c. cochliodes 3250 на урожайнiсть пшеницi ярої сорту Краса Полiсся 

(польовий дослiд, 2008 р.)

Table 3
Effect of C. cochliodes 3250 on productivity of cultivar Krasa Polyssia spring 

wheat (field research, 2008)

Варiант дослiду Урожай, ц/га
Прирiст урожаю

ц/га %

Без âíесеííÿ препàрàтіâ 41,1 - -

Îбробкà íàсіííÿ Âітàâàксом 200ФФ 44,5 3,4 8,3

Îбробкà íàсіííÿ c. cochliodes 3250 50,2 9,1 22,1

Îбробкà íàсіííÿ КС c. cochliodes 3250 46,5 5,4 13,1

ÍIÐ
05

2,0

Зàстосуâàííÿ КС c. cochliodes 3250 âèÿâèлосÿ ефектèâíішèм, íіж зàстосуâàííÿ 
хімічíого препàрàту Âітàâàксу 200 ФФ, ÿкèй спрèÿâ збільшеííю урожàйíості лèше 
íà 8,3%. Аíàліз структурè урожàю пшеíèöі ÿрої покàзàâ (тàбл. 4), що передпо-
сіâíà обробкà íàсіííÿ культурàльíèм середоâèщем c. cochliodes 3250 позèтèâíо 
âплèâàлà íà тàкі елемеíтè, ÿк доâжèíà колосу, кількість зереí у колосі, мàсà зерíà 
â колосі тà мàсà 1000 íàсіíèí.
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Тàблèöÿ 4
Структура врожаю пшеницi ярої сорту Краса Полiсся пiд впливом c. cochliodes 

3250 (польовий дослiд, 2008)
Table 4

spring wheat crop structure of сultivar Krasa Polyssia under the influence of 
c. cochliodes 3250 (field research, 2008)

Варiант дослiду
Довжина 
колосу, см

Кiлькiсть зе-
рен в колосi, 

шт.

Маса зерен з 
одного коло-

су, г

Маса 1000 
насiнин, г

Без âíесеííÿ препàрàтіâ 6,2±0,09 31,9±0,75 1,12±0,04 35,0±0,53

Îбробкà íàсіííÿ 
Âітàâàксом 200ФФ

6,5±0,06 34,5±0,67 1,25±0,02 36,2±0,26

Îбробкà íàсіííÿ 
Хетоміком

7,2±0,12 39,5±1,83 1,48±0,06 37,6±0,23

Îбробкà íàсіííÿ КС 
c. cochliodes 3250 

6,9±0,06 36,7±1,47 1,37±0,05 37,1±0,26

Проâедеíèмè досліджеííÿмè покàзàíо âèсоку ефектèâíість âèкорèстàííÿ 
сàпрофітíого грèбà c. cochliodes 3250 ÿк зàсобу іíдукуâàííÿ стійкості рослèí 
пшеíèöі ÿрої до збудíèкіâ кореíеâèх гíèлей. Прè âзàємодії зàзíàчеíого грèбà з 
рослèíàмè âàжлèâà роль може íàлежàтè речоâèíі­елісèтору àрàхідоíоâій кèслоті, 
ÿкà утâорюєтьсÿ c. cochliodes 3250 і íàгромàджуєтьсÿ у його культурàльíому 
середоâèщі.
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èÍäуÖèÐÎâàÍèÅ сÒÎéÊÎсÒè ÐàсÒÅÍèé ßÐÎâÎé пшÅÍèÖЫ Ê 
âÎЗÁуäèÒÅËßÌ ÊÎÐÍÅâЫÕ ÃÍèËÅé пÐè сÎäÅéсÒâèè ÃÐèÁà 

chaetomium cochlioDeS PallisEr

Реферат

Покàзàíà эффектèâíость èспользоâàíèÿ сàпрофèтíого грèбà chaetomium 
cochliodes 3250 â кàчестâе èíдукторà стойкостè рàстеíèй ÿроâой пшеíèöы к âоз­ â кàчестâе èíдукторà стойкостè рàстеíèй ÿроâой пшеíèöы к âоз-
будèтелÿм корíеâых гíèлей. изучеí жèрíокèслотíый состàâ культурàльíой среды 
грèбà è устàíоâлеíо, что c. cochliodes 3250 сèíтезèрует àрàхèдоíоâую кèслоту, íà­ сèíтезèрует àрàхèдоíоâую кèслоту, íà-
кàплèâàющуюсÿ â культурàльíой среде. Арàхèдоíоâàÿ кèслотà ÿâлÿетсÿ бèогеííым 
элèсèтором, èíдуöèруÿ â ткàíÿх рàстеíèй èммуííый отâет íà дейстâèе пàтогеíоâ 
è íеблàгопрèÿтíых услоâèй. Способíость c. cochliodes 3250 продуöèроâàть àрà­ продуöèроâàть àрà-
хèдоíоâую кèслоту ÿâлÿетсÿ одíèм èз фàктороâ поâышеíèÿ стойкостè рàстеíèй 
ÿроâой пшеíèöы к âозбудèтелÿм корíеâых гíèлей прè его èспользоâàíèè.

К л ю ч е â ы е  с л о â à : chaetomium cochliodes 3250, элèсèторы, ÿроâàÿ 
пшеíèöà, корíеâые гíèлè, àрàхèдоíоâàÿ кèслотà.
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thE induCtion of sPring WhEat rEsistanCE to 
root rots agEnts undEr thE influEnsE of fungus 

chaetomium cochlioDeS PallisEr

summary

The effectiveness of saprophyte fungus chaetomium cochliodes 3250 usage as 
an inductor of spring wheat plants resistance to root rots agents was achieved. The 
content of fatty acids in cultural medium was investigated. It was found out that 
c. cochliodes 3250 produced arachidonic acid accumulating it in cultural medium. 
Arachidonic acid is a biogenic elicitor which induces an immune answer in plats 
tissues in response to pathogenes action and unfavourable environment. The ability 
of c. cochliodes 3250 to produce arachidonic acid is one of the factors of rising up 
spring wheat plants resistance to root rot agents during its usage.

K e y  w o r d s : chaetomium cochliodes 3250, elicitors, spring wheat, root rots, 
arachidonic acid.
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àÊÒèâÍiсÒь iЗàÒèÍÎâÎÃÎ ÃiäÐàЗèäà 
ФеНОКСИОЦТОВОЇ КИСЛОТИ ЩОДО ДеЯКИХ 

шÒàÌiâ FuSarium Spp.

Вивчено протифузаріозну активність 2,3-індоëіндіоновоãо ãідразида 
2,4-диõëорфеноксиоцтової кисëоти. Ìаксимаëьний рівень дії на штами 
мікроміцетів спостеріãався дëя 1,0 мÌ даної споëуки. Визначено, що фунãіцидна 
активність досëіджуваноãо ãідразида визначається наявністю ізатиновоãо 
(2,3-індоëіндіоновоãо) компоненту моëекуëи. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  ізатиновий ãідразид феноксиоцтової кисëоти, 
Fusarium spp., фунãіцидна активність. 

Зàхâорюâàííÿ рослèí є одíèм із фàкторіâ, ÿкèй істотíо обмежує продуктèâ-
íість сільського господàрстâà. Щорічíèй збèток âід фітопàтогеíèх мікрооргàíізміâ, 
зíàчíà чàстèíà ÿкèх íàлежèть до пàрàзèтèчíèх грèбіâ, стàíоâèть âід 15 до 20% 
зàгàльíої продуктèâíості сâітоâого рослèííèöтâà  [5, 7]. 

Сьогодíі хімічíі пестèöèдè є íàйбільш зàтребуâàíèм іíструмеíтом длÿ зàхèс-
ту рослèí [2]. Токсèчíість дàíèх сполук длÿ íàâколèшíього середоâèщà, à тàкож 
спожèâàчà продукöії, зàгàльíоâідомà тà спрèчèíÿє серйозíе зàíепокоєííÿ [4]. 
Îбмежеííÿ, що булè ââедеíі Єâропейськèм Союзом, щодо âèкорèстàííÿ хімічíèх 
пестèöèдіâ стèмулюють пошук íоâèх зàсобіâ боротьбè із зàхâорюâàííÿмè рослèí 
[6]. Îдíèм із його íàпрÿміâ є розробкà фуíгіöèдíèх препàрàтіâ íà осíоâі сполук, 
що âже âèкорèстоâуютьсÿ â сільському господàрстâі тà є íешкідлèâèмè длÿ íà-
âколèшíього середоâèщà і спожèâàчà [8, 9]. 

Матерiали та методи
У роботі булè âèкорèстàíі штàмè 3 âèдіâ грèбіâ роду Fusarium: F. sporotrichiella 

var. poae ПНДЛ­1, F. graminearum ПНДЛ­2 і F. oxysporum ПНДЛ­3 (з колекöії IТI 
«Біотехíікà»). Зберігàííÿ тà âèрощуâàííÿ культур проâодèлосÿ прè темперàтурі 
5 °С тà 22 °С, âідпоâідíо, íà скошеíому кàртоплÿíому àгàрі (КА), що містèть 2% 
D­глюкозè [1]. 

Досліджуâàíà речоâèíà є 2,3­іíдоліíдіоíоâèм гідрàзèдом 2,4­дèхлорфеíоксèоöтоâої 
кèслотè – (сполукà I, рèс. 1). Дàíе похідíе було сèíтезоâàíе з ізàтèíу 
(2,3­іíдоліíдіоíу) тà гідрàзèíу 2,4­дèхлор­феíоксèоöтоâої кèслотè (сполукè II тà 
III, рèс. 1) â Проблемíій лàборàторії сèíтезу лікàрськèх препàрàтіâ Îдеського 
íàöіоíàльíого уíіâерсèтету імеíі I.I. Мечíèкоâà. Робочі розчèíè речоâèí 

© М.Ю. Русàкоâà, Б.М. Гàлкіí, Л.М. Âостроâà, Т.Î. Філіпоâà, М.Â. Греíàдьороâà, 2010
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(10-5–10-3 М), ÿкі булè отрèмàíі з âèкорèстàííÿм дèметèлсульфоксèду (ДМСÎ), 
àâтоклàâуâàлè прè 0,5 àтм [9].

Рис. 1. Структура дослiджуваних сполук

Fig. 1. The studied compound structure

Фуíгіöèдíу àктèâíість âèзíàчàлè методом àгàроâèх блокіâ [1, 5]. Îблік 
результàтіâ проâàдèлè, реєструючè діàметр зоíè âідсутíості росту мікроміöетіâ 
(â мм), зà 24 годèíè культèâуâàííÿ Fusarium spp. прè 22 °С. Îтрèмàíі дàíі 
поріâíюâàлè зі зíàчеííÿмè коíтроліâ: íегàтèâíèм (­К) – ДМСÎ тà позèтèâíèм 
(+К) – тетрàметèлтіурàмèдсульфід (ТМТД) [6]. Кількість поâторіâ длÿ кожíої 
коíöеíтрàöії склàдàлà 5. 

Â подàльшому длÿ âèÿâлеííÿ діючого компоíеíту досліджуâàíої сполукè було 
проâедеíо серію експерèмеíтіâ, â ÿкèх âèзíàчàлè шâèдкість росту Fusarium spp. 
у прèсутíості сàмого гідрàзèду (I), ізàтèíу (II), гідрàзèíу 2,4­дèхлорфеíоксèоö-
тоâої кèслотè (III), à тàкож суміші дâох остàííіх речоâèí (II+III). Нà поâерхíі 
КА, ÿкèй містèâ досліджуâàíі сполукè, розміщуâàлè дèск з 7­добоâою культурою 
Fusarium spp. Шâèдкість росту âèзíàчàлè кожíі 24 годèíè протÿгом 12 діб, âè-
мірюючè діàметр колоíії. Âелèчèíу діàметру (â мм) розрàхоâуâàлè ÿк середíє 
àрèфметèчíе трьох âèміріâ âèпàдкоâо обрàíèх проекöій. Длÿ кожíого âàріàíту 
кількість поâторіâ склàдàлà 5.

Стàтèстèчíе опрàöюâàííÿ результàтіâ, що булè отрèмàíі â ході експерèмеíтіâ, 
проâàдèлè з âèкорèстàííÿм крèтерію Стьюдеíтà.

Результати та їх обговорення 
Нà рèс. 2 предстàâлеíі результàтè, що булè отрèмàíі під чàс âèâчеííÿ фу-

íгіöèдíої àктèâíості 0,01–1,0 мМ 2,3­іíдоліíдіоíоâого гідрàзèду. Покàзàíо, що 
досліджуâàíі мікрооргàíізмè чутлèâі до дії дàíої речоâèíè. Нàйбільш чутлèâèм 
âèÿâèâсÿ штàм F. sporotrichiella var. poae ПНДЛ­1. 

Iзàтèíоâèй гідрàзèд (I) більш àктèâíо прèгíічуâàâ ріст мікроміöетіâ, íіж ТМТД 
(+К). Мàксèмàльíà протèфузàріозíà àктèâíість спостерігàлàсÿ длÿ 1,0 мМ сполукè I. 
Діàметр зоíè âідсутíості росту культур зíàходèâсÿ â межàх 18–22 мм. 

Зà дàíèмè літерàтурè âідомо, що àктèâíість гідрàзèдіâ феíоксèоöтоâої кèслотè 
обумоâлеíà âèâільíеííÿм компоíеíтіâ дàíèх сполук післÿ гідролізу C=N­зâ’ÿзку 
молекул [7, 10]. Â подàльшому було проâедеíо âèâчеííÿ àктèâíого компоíеíту 
досліджеíого гідрàзèду щодо кожíого штàму Fusarium spp. 
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Рис. 2. Рiвень активностi iзатинового гiдразиду щодо дослiджуваних культур 
Fusarium spp.

 âісь àбсöèс – коíöеíтрàöіÿ сполук, мМ; ­К – íегàтèâíèй коíтроль; 
+К – позèтèâíèй коíтроль; I – ізàтèíоâèй гідрàзèд

fig. 2. the isatin hydrazide activity level in the Fusarium spp. researched cultures

 x­�x�� – �h� ��b���n�� ��n��n������n, �M; ­К – �h� n�����v� ��n���l; 
+К – �h� ������v� ��n���l; I – �����n hyd��z�d�

Як âèдíо з рèс. 3, додàâàííÿ будь­ÿкої з досліджуâàíèх речоâèí, à тàкож суміші 
ізàтèíу (сполукà II) тà гідрàзèíу 2,4­дèхлорфеíоксèоöтоâої кèслотè (сполукà III), 
спрèчèíèло зàтрèмку росту F. sporotrichiella. Нàйбільші âідміííості фуíгіöèдíої 
àктèâíості булè âèзíàчеíі íà четâерту добу тà зберігàлèсÿ тàкèмè до кіíöÿ куль-
тèâуâàííÿ. Â прèсутíості гідрàзèдà (сполукà I) діàметр колоíії мікроміöету буâ 
íà 20 мм меíшèм зà коíтрольíе зíàчеííÿ. Зà ріâíем протèфузàріозíого âплèâу 
íà F. sporotrichiella речоâèíè II тà III, à тàкож їх суміші (II+III), розтàшоâуютьсÿ 
тàкèм чèíом: II > (II+III) > III.

Рис. 3. Рiст F. sporotrichiella var. poae ПНДЛ-1 за присутностi дослiджуваних 
сполук

Fig. 3. The F. sporotrichiella var. poae PSRL-1 growth in the researched 
substance presence
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Нà âідміíу âід попередíього штàму шâèдкість росту F. graminearum булà íè-
жчою. Діàметр колоíій у коíтролі íà дâàíàдöÿту добу досÿгàâ лèше 50 мм (рèс. 4). 
Âсі речоâèíè, зà âèíÿтком ізàтèíу (сполукà II), стèмулюâàлè розâèток дàíого мік-
роміöету. Нàйбільш âèрàжеíèм öей âплèâ буâ длÿ гідрàзèду (сполукà I). Протÿгом 
âсього періоду культèâуâàííÿ шâèдкість росту F. graminearum прàктèчíо â 3 рàзè 
переâèщуâàлà коíтрольíе зíàчеííÿ. Сполукà II âèÿâлÿлà фуíгістàтèчíèй ефект. 
Почèíàючè з четâертої добè діàметр колоíії íе зміíюâàâсÿ, сÿгíуâшè 30 мм.

Рис. 4. Рiст F. graminearum ПНДЛ-2 за присутностi дослiджуваних сполук

Fig. 4. The characteristics of F. graminearum Psrl-2 growth in the researched 
substance presence

Протÿгом першèх шестè діб культèâуâàííÿ досліджуâàíі сполукè íе âплèâàлè 
íà ріст F. oxysporum (рèс. 5).

Рис. 5. Рiст F. oxysporum ПНДЛ-3 за присутностi дослiджуваних сполук

Fig. 5. The characteristics of F. oxysporum PSRL-3 growth in the researched 
substance presence

Â подàльшому сполукè I тà II спрèÿлè збільшеííю розміру колоíій, діàметр 
ÿкèх íà 5–20 мм переâèщуâàâ коíтрольíі зíàчеííÿ. У поріâíÿííі з попередíімè 
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похідíèмè речоâèíà II (ізàтèí) âèклèкàлà упоâільíеííÿ зростàííÿ F. oxysporum, 
зàâдÿкè чому шâèдкість росту культурè зàлèшàлàсÿ íà ріâíі коíтролю.

Тàкèм чèíом, чутлèâість досліджуâàíèх штàміâ Fusarium spp. до ізàтèíоâо-
му гідрàзèду 2,4­дèхлорфеíоксèоöтоâої кèслотè зàлежàлà, перш зà âсе, âід âèду 
мікроміöетіâ. Мàксèмàльíèй фуíгіöèдíèй âплèâ âстàíоâлеíо длÿ коíöеíтрàöії 
1,0 мМ. Можíà прèпустèтè, що протèфузàріозíà àктèâíість ізàтèíоâого гідрàзèдà 
2,4­дèхлорфеíоксèоöтоâої кèслотè булà обумоâлеíà сàме 2,3­іíдоліíдіоíом, ÿкèй 
âходèть до склàду молекул дàíої сполукè.
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АКТИВНОСТЬ ИзАТИНОВОГО ГИДРАзИДА ФеНОКСИУКСУСНОЙ 
ÊèсËÎÒЫ пÎ ÎÒÍÎшÅÍèЮ Ê ÍÅÊÎÒÎÐЫÌ шÒàÌÌàÌ  

FuSarium Spp.

Реферат

изучеíà протèâофузàрèозíàÿ àктèâíость 2,3­èíдолèíдèоíоâого гèдрàзèдà 
2,4­дèхлорфеíоксèуксусíой кèслоты. Мàксèмàльíый уроâеíь âоздейстâèÿ íà 
штàммы мèкромèöетоâ íàблюдàлсÿ длÿ 1,0 мМ дàííого âещестâà. Îпределеíо, 
что фуíгèöèдíàÿ àктèâíость èсследуемого гèдрàзèдà определÿетсÿ íàлèчèем èзà-
тèíоâого (2,3­èíдолèíдèоíоâого) компоíеíтà молекулы. 

К л ю ч е â ы е  с л о â à:  èзàтèíоâèй гèдрàзèд феíоксèуксусíой кèслоты, 
Fusarium spp., фуíгèöèдíàÿ àктèâíость.

M.yu. rusakova, B.M. galkin, l.M. vostrova, t.o. filipova, 
Ì.v. grenaderova

Odesa National I.I. Mechnуkov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, 
Ukraine, tel.: +38 (0482) 63 57 61, e-mail: rusamariya@yandex.ru

thE isatin PhEnoxyaCEtiC aCid hydraZidE aCtivity 
rElativEly to soME FuSarium Spp. strains

summary

The antifusarial activity of 2,3-indolindion 2,4-dichlorophenoxyacetic acid hydrazide 
was studied. The highest action level to micromycete strains was assigned for 1.0 mM 
of this substance. The fungicidal activity of the researched hydrazide was determined 
by isatin (2,3-indolindion) molecule component. 

K e y  w o r d s:  isatin phenoxyacetic acid hydrazide, Fusarium spp., fungicidal 
activity.
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ІНФОРМАЦІЙНе ПОВІДОМЛеННЯ ДЛЯ АВТОРІВ

Нàукоâèй журíàл “Мікробіологіÿ і біотехíологіÿ” зàпрошує Âàс  до спіâпрàöі 
з пèтàíь âèсâітлеííÿ результàтіâ íàу коâèх досліджеíь у гàлузі мікробіології і 
біотехíології. 

Програмнi цiлi видання: âèсâітлеííÿ результàтіâ íàукоâèх досліджеíь у гàлузі 
мікробіології тà біотехíології, об`єктàмè ÿкèх є прокàріотíі (бàктерії, àрхебàктерії) 
тà еукàріотíі  (мікроскопічíі грèбè, мікроскопічíі âодорості, íàйпростіші) мікро-
оргàíізмè, âірусè.

Тематична спрямованiсть: мікробіологіÿ, âірусологіÿ, імуíологіÿ, молекулÿ-
рíà біотехíологіÿ, стâореííÿ тà селекöіÿ íоâèх штàміâ мікрооргàíізміâ, мікробíі 
препàрàтè, àíтèмікробíі зàсобè, біосеíсорè, діàгíостèкумè, мікробíі техíології 
â сільському господàрстâі, мікробíі техíології у хàрчоâій промèслоâості; зàхèст 
тà оздороâлеííÿ íàâколèшíього середоâèщà; отрèмàííÿ еíергоíосіїâ тà íоâèх 
мàтеріàліâ тощо.

Мова (мови) видання: укрàїíськà, російськà, àíглійськà.

Рубрики журналу: “Îглÿдоâі тà теоретèчíі стàтті”, “експерèмеíтàльíі прàöі”, 
“Дèскусії”, “Короткі поâідомлеííÿ”, “Хроíікà íàукоâого жèттÿ”, “Сторіíкè історії”, 
“Юâілеї і дàтè”, “Реöеíзії”, “Кíèжкоâà полèöÿ”.

До стàтті додàєтьсÿ рекомеíдàöіÿ устàíоâ, оргàíізàöій, у ÿкèх âèкоíуâàлàсÿ 
роботà, зà підпèсом керіâíèкà тà пèсьмоâà згодà керіâíèкіâ устàíоâ, оргàíізàöій, 
де прàöюють спіâàâторè.

 
Вимоги до оформлення статей, якi подаються до редакцiї журналу:
Стàттÿ мàє âідпоâідàтè темàтèчíому спрÿмуâàííю журíàлу і, âідпоâідíо до 

п. 3 Постàíоâè ÂАК Укрàїíè âід 15.01.2003 р. ¹7­05/1, âключàтè тàкі структурíі 
елемеíтè: постàíоâкà проблемè у зàгàльíому âèглÿді тà її зâ’ÿзок із âàжлèâèмè 
íàукоâèмè чè прàктèчíèмè зàâдàííÿмè; àíàліз остàííіх досліджеíь і публікàöій, 
â ÿкèх зàпочàткоâàíо âèрішеííÿ дàíої проблемè і íà ÿкі опèрàєтьсÿ àâтор; âèок-
ремлеííÿ рàíіше íе âèрішеíèх чàстèí зàгàльíої проблемè, котрèм прèсâÿчуєтьсÿ 
стàттÿ; формулюâàííÿ öілей стàтті (постàíоâкà зàâдàííÿ); âèклàд осíоâíого мà-
теріàлу досліджеííÿ з поâíèм обґруíтуâàííÿм íàукоâèх результàтіâ; âèсíоâкè з 
дàíого досліджеííÿ і перспектèâè подàльшèх пошукіâ у дàíому íàпрÿмі.

До друку прèймàютьсÿ стàтті (2 прèмірíèкè) обсÿгом íе більше 10 сторіíок 
(з урàхуâàííÿм рèсуíкіâ, тàблèöь і підпèсіâ до íèх, àíотàöії, реферàту, спèску 
літерàтурè), оглÿдè – до 15 стор., реöеíзії – до 3 стор., короткі поâідомлеííÿ – 
до 2 стор.

До рукопèсу додàєтьсÿ електроííèй  âàріàíт стàтті íà дèскеті àбо дèскоâі 
(W��d, шрèфт T���� N�w R���n, кегль 14, іíтерâàл àâтомàтèчíèй, íе більше 30 
рÿдкіâ íà сторіíöі, полÿ по 2 см).

  
При написаннi статтi необхiдно дотримуватися такого плану:
­ іíдекс УДК у ліâому âерхíьому кутку першого àркушà;
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­ прізâèщà тà іíіöіàлè àâторà (àâторіâ) моâою орèгіíàлу, місöе роботè  ко-
жíого àâторà; поâíà поштоâà àдресà устàíоâè (зà міжíàродíèмè стàíдàртàмè); 
телефоí, електроííà àдресà (�­���l). Прізâèщà àâторіâ тà íàзâè устàíоâ, де âоíè 
прàöюють, позíàчàють одíèм і тèм сàмèм öèфроâèм іíдексом (âгорі);

­ íàзâà стàтті âелèкèмè літерàмè;
­ àíотàöіÿ із зàзíàчеííÿм íоâèзíè результàтіâ досліджеííÿ (до 200 сліâ);
­ ключоâі слоâà (íе більше п`ÿтè);

Текст статтi має включати такi складовi: âступ; мàтеріàлè і методè; резуль-
тàтè тà їх обгоâореííÿ; âèсíоâкè; літерàтурà.

До кожíого прèмірíèкà стàтті додàєтьсÿ àíотàöіÿ моâою орèгіíàлу тà реферàтè 
укрàїíською / російською (â зàлежíості âід моâè орèгіíàлу стàтті), тà àíглійською 
моâàмè  (кожеí реферàт íà окремому àркуші). Перед слоâом “реферàт” íеобхідíо 
íàпèсàтè прізâèщà тà іíіöіàлè àâторіâ, íàзâè  устàíоâ, àдресè, поâíу íàзâу стàтті âі-
дпоâідíою моâою. Післÿ тексту реферàту з àбзàöу розміщуютьсÿ ключоâі слоâà. 

У кіíöі тексту стàтті укàзàтè прізâèщà, імеíà тà по бàтькоâі усіх àâторіâ, 
поштоâу àдресу, телефоí, фàкс, �­���l (длÿ кореспоíдеíöії).

Стàттÿ мàє бутè підпèсàíà àâтором (усімà àâторàмè) з зàзíàчеííÿм дàтè íà 
остàííій сторіíöі.

Аâторè íесуть поâíу âідпоâідàльíість зà бездогàííе моâíе оформлеííÿ тексту, 
особлèâо зà прàâèльíу íàукоâу терміíологію (її слід зâірÿтè зà фàхоâèмè термі-
íологічíèмè слоâíèкàмè). 

Лàтèíські біологічíі íàзâè âèдіâ, родіâ подàютьсÿ курсèâом лàтèíèöею. 
Якщо чàсто  поâторюâàíі у тексті слоâосполучеííÿ àâтор ââàжàє зà потрібíе 

скоротèтè, то àбреâіàтурè зà першого âжèâàííÿ обумоâлюють у дужкàх. Нàпрè-
клàд: полімерàзíà лàíöюгоâà реàкöіÿ  (ПЛР).

Посèлàííÿ íà літерàтуру подàютьсÿ у тексті стàтті, öèфрàмè у кâàдрàтíèх 
дужкàх, згідíо з порÿдкоâèм íомером у спèску літерàтурè.

Тàблèöі мàють бутè компàктíèмè,  мàтè порÿдкоâèй íомер; грàфè, колоíкè 
мàють бутè точíо âèзíàчеíèмè логічíо і грàфічíо. Мàтеріàл тàблèöь (ÿк і рèсуíкіâ) 
мàє бутè зрозумілèм і íе дублюâàтè текст стàтті. цèфроâèй мàтеріàл тàблèöь слід 
опрàöюâàтè стàтèстèчíо. 

Рèсуíкè âèкоíуютьсÿ у âèглÿді чіткèх креслеíь (зà допомогою комп’ютерíого 
грàфічíого редàкторà у формàті TIF, J�G). Îсі коордèíàт íà грàфікàх мàють бутè по-
зíàчеíі. Рèсуíкè розміщуютьсÿ у тексті стàтті тà дублюютьсÿ окремèм фàйлом íà CD.

Підпèсè, à тàкож поÿсíеííÿ, прèміткè до рèсуíкіâ подàютьсÿ моâою орèгіíàлу 
тà àíглійською.

Розділ “Результàтè тà їх обгоâореííÿ” мàє бутè íàпèсàíèй коротко: íеобхідíо 
чітко âèклàстè âèÿâлеíі ефектè, покàзàтè прèчèííо­результàтèâíі зâ’ÿзкè між íèмè, 
поріâíÿтè отрèмàíу іíформàöію з дàíèмè літерàтурè, дàтè âідпоâідь íà пèтàííÿ, 
постàâлеíі у âступі.

Спèсок літерàтурè склàдàєтьсÿ зà àлфàâітíо­хроíологічíèм порÿдком (спочà-
тку кèрèлèöÿ, потім лàтèíèöÿ) і розміщуєтьсÿ â кіíöі стàтті. Якщо першèй àâтор 
у декількох прàöÿх одèí  і той сàмèй,  то прàöі розміщуютьсÿ у хроíологічíому 
порÿдку.  Спèсок посèлàíь требà проíумеруâàтè, à у тексті посèлàтèсÿ íà âідпо-
âідíèй íомер  джерелà літерàтурè (у кâàдрàтíèх дужкàх).

У посèлàííі íàâодÿть прізâèщà усіх àâторіâ. Â експерèмеíтàльíèх прàöÿх мàє 
бутè íе більше 15 посèлàíь літерàтурíèх джерел. Пàтеíтíі докумеíтè розміщу-
ютьсÿ у кіíöі спèску посèлàíь.
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Лопатина Н.В., Терентьев А.Н., Натаëич Л.А., Янãуëов Ш.У. Îптèмèзàöèÿ  
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На стандарти

ГОСТ 20264.4-89. Препàрàты фермеíтíые. Методы определеíèÿ àмèлолèтè-
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На автореферати дисертацiй

Онищенко О.Ì. Тàксоíоміÿ і àíтèбіотèчíà àктèâíість  �l������n��­подібíèх 
бàктерій чорíого морÿ: Аâтореф. дèс. ... кàíд. біол. íàук. К., 2003. – 21 с.

Дàтою íàдходжеííÿ стàтті ââàжàють деíь, колè до редколегії íàдійшоâ остà-
точíèй âàріàíт тексту стàтті післÿ реöеíзуâàííÿ.

Післÿ одержàííÿ коректурè стàтті àâтор поâèíеí âèпрàâèтè лèше помèлкè 
(чітко, сèíьою àбо чорíою ручкою íепрàâèльíе зàкреслèтè, à порÿд з öèм íà полі 
íàпèсàтè прàâèльíèй âàріàíт) і терміíоâо âідіслàтè стàттю íà àдресу редколегії 
àбо поâідомèтè про сâої прàâкè по телефоíу àбо електроííою поштою.

У рàзі зàтрèмкè редàкöіÿ, додержуючèсь грàфікà, зàлèшàє зà собою прàâо 
здàтè коректуру до друкàрíі (у âèробíèöтâо) без àâторськèх прàâок.

Підпèс àâторà у кіíöі стàтті озíàчàє, що àâтор передàє прàâà íà âèдàííÿ сâоєї 
стàтті редàкöії. Аâтор гàрàíтує, що стàттÿ орèгіíàльíà;  íі стàттÿ, íі рèсуíкè до 
íеї íе булè опублікоâàíі â іíшèх âèдàííÿх.

Âідхèлеíі стàтті íе поâертàютьсÿ.
Редàкöіÿ прèймàє до друку íà сторіíкàх і обклàдèíкàх журíàлу плàтíі реклàмíі 

оголошеííÿ біотехíологічíого тà медèчíого íàпрÿміâ; âèробíèкіâ лàборàторíого 
облàдíàííÿ, діàгíостèкуміâ, реàктèâіâ длÿ íàукоâèх досліджеíь тощо.
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Scientific journal «microbiology and biotechnology» invites you to spotlight

aims. J���n�l «M����b��l��y �nd b�����hn�l��y» ��bl��h�� ������y �������h 
papers on microbiology and biotechnology of prokaryotic (bacteria, archaea) and 
eucaryotic (fungi, microscopic algae, protozoa) microorganisms, viruses.

topics: 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 publications: «Ob���v����n �nd �h��������l �����l��», «Ex������n��l 
w��k�», «R�v��w�», «O����n�l R������h ������», «D��������n�», «�h��� �����n���­�», «R�v��w�», «O����n�l R������h ������», «D��������n�», «�h��� �����n���­», «R�v��w�», «O����n�l R������h ������», «D��������n�», «�h��� �����n���­, «R�v��w�», «O����n�l R������h ������», «D��������n�», «�h��� �����n���­«R�v��w�», «O����n�l R������h ������», «D��������n�», «�h��� �����n���-
���n�», «C�nf���n���, ��n�������, ���nd ��h��l�», «����n��f�� l�f� �h��n��l��», «����� 
�f H�����y», «�nn�v��������», «B��k ��w��v�», «B��k�h�lf».

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. 

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

H��h�� ����������n C��������n �f Uk���n� (15.01.2003, ¹ 7­05/1, �. 3) ���� ��n���n 
the following elements: problem definition with the reference to main scientific and 
��������l ���k�; �n�ly��� �f ����n� ���d��� �nd ��bl������n� �h�� f��� � b���� f�� 
���bl�� d������n; h��hl��h��n� �f ���n �n��lv�d ���k�; �����l� ���k; n������v� �f ���n 
����l�� w��h �h��� f�ll ��b���n������n; ��n�l����n� �nd ���n �h�ll�n��� �n ��v�n ���� 
of focus. 

The following articles are accepted: 
•	 �����n�l �������h ������ – �� ���� 10 ����� (w��h ��������, ��bl��, �nd 

captions, resume, bibliography)
•	 ��v��w� – �� ���� 15 pages
•	 b��k ��v��w� – �� ���� 3 �����
•	 �h��� �����n������n� – �� ���� 2 �����.
The manuscript should be given in 2 carbon copies with an electronic variant on 

CD (word, font Times New Roman, 14, line spacing automatic, at most 30 lines per 
����, ���� �����n� – 2 �� �n �ll ��d��). 

Contents of manuscript
•	 UDC �nd�x �n �h� f���� ���� ��� l�f�;
•	 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. 
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Authors names and institutions they represent should be clearly stated by using 
����������� n��b���;

•	 �����l� ���l� ���������;
•	 �����l� �b������ (�h��ld n�� �x��d 200 w��d�);
•	 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.
�b������� �n ������ l�n�����, Uk���n��n/R�����n (d���nd�n� �n �����l� l�n�����) 

and English (each one on single page) should be attached to every copy of an article. 
Author(s) name(s), institution(s) and article title should be followed by word 
«�b������», �b������ ����lf �nd k�y w��d� (n�w ��������h).

Next to article text contact details should be set: names of all the authors, 
�n��������n n����, �����l �dd����, �h�n�/f�x n��b��, �­���l.

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

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

when first introduced, e. g. polimerase chain reaction (PCR). 
B�bl������hy ��f���n��� �h��ld b� n�����l �nd ��� ��v�n �n �h� ��x� �n ������ 

brackets according to their order in the bibliography list. 
T�bl�� �h��ld b� �������, �nd n��b���d w��h ���b�� n�����l�; �ll ��l��n� 

and rows should be arranged in logical and grafical order. All material presented in 
the tables (figures) should be clear and should not duplicate an article text. Results 
should be processed statistically.

�ll �������� �h��ld b� �����n��d �n TIFF �� JRG f�����, �x�� n���d. F������ 
shoud be placed in article body with electronic copies on CD in separate file. 

������n «R���l�� �nd D��������n» �h��ld �l���ly ����� ��v��l�d �ff����, �����­
effect relations, compare obtained data with literature data and give the answers on 
�������n� �����f��d �n �h� �n���d�����n. 

R�f���n��� �h��ld b� n��b���d �����n���lly �n �l�h�b�����l­�h��n�l�����l ��d�� 
(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. 
R�f���n�� l��� �h��ld b� n��b���d. Th� n��b��� �h��ld b� ��� �n ������ b���k��� 
in the text, i. e. [2, 15]. 

R�f���n��� �h��ld ��n���n �ll �h� ���h���’ n����. O����n�l �������h ������ �h��ld 
contain at most 15 references. Patent documents should be mentioned at the end 
of the list. 
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1986. – V�l. 2. – 1599 �.
Rogers H., Perkins H., Ward I. M����b��l ��ll w�ll� �nd ���b��n��. – L�nd�n; 

N�w Y��k: F�fd. �����, 1980. – 364 �.

journals
Eaton R.W., Ribbons D.V. U��l�z����n �f �h��l��� ������ by ���������� // ���h. 

M����b��l. – 1982. – 132, ¹ 2. – �. 185 – 188.
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