
Ì²ÊÐÎÁ²ÎËÎÃ²ß ² Á²ÎÒÅÕÍÎËÎÃ²ß

Microbiology & Biotechnology

¹ 2(14)
2011

ÌIÍIÑÒÅÐÑÒÂÎ ÎÑÂIÒÈ I ÍÀÓÊÈ, МОЛОДІ ТА СПОРТУ ÓÊÐÀЇÍÈ
ÎÄÅÑÜÊÈÉ ÍÀÖIÎÍÀËÜÍÈÉ ÓÍIÂÅÐÑÈÒÅÒ 

IÌÅÍI ².². ÌÅЧÍÈÊÎÂÀ



© Odesa National Mechnykov University, 2011

MICROBIOLOGY & BIOTECHNOLOGY

SCIENTIST JOURNAL 
¹ 2 .
2011

EDITOR-IN-CHIEF
V.O. Ivanytsia

CO-EDITOR-IN-CHIEF
T.O. Filipova

EXECUTIVE SECRETARY
T.V. Burlaka

EDITORIAL BOARD MEMBERS 
I.V. Dovgal, V. O. Fedorenko, B. M. Galkin, P. I. Gvozdyak, R. I. Gvozdyak, S. P. Gudz, 
G. O.  Iutynska, L. V.  Kapreliants, O. A.  Kiprianova, N. K.  Kovalenko, I. K.  Kurdish, 
B. P.  Matselyukh, B. N.  Milkus, G. G.  Minicheva, M. Niemialtowsky, V. P.  Patyka, 
V. S. Pidgorsky, V. P. Polishuk, V. K. Pozur, I. S. Sherbatenko, I. G. Skrypal, M. Ya. Spivak, 
A. A. Sybirny, Yu. M. Sivolap, V. M. Totsky, F. I. Tovkach, L. D. Varbanets, A. I. Vinnikov, 
Yu. L. Volyanskiy, Yu. P. Zaytsev, N.M. Zhdanova

Scientific editor V.O. Ivanytsia

Accepted for publishing articles are reviewed

The journal is established by Odesa National Mechnykov University.
Registration certificate: ÊV ¹ 11462-335R. Date of ussue 07.07.2006.

The journal was included to the list of Ukrainian scientific editions by the 
Presidium of High Attestation Commission (№ 1-05/2 from 27.05.2009).

PUBLISHERS
Odesa National Mechnykov University

Society of Microbiologists of Ukraine named after S.M. Vinogradsky
Odesa Society of Biologists and Biotechnologists

Approved for publishing by Academic Council  
of Odesa National Mechnykov University 

Publishibing editor N.G. Yurgelaitis
Editors: I.M. Omelchenko, L.B. Kotlyarova, I.V. Rayko

A d d r e s s: 
Odesa National Mechnykov University 

Dvoryanska str., 2, Odesa, 65082, Ukraine
Tel.: 723-28-39, 748-11-01

e-mail: journal.mbt@onu.edu.ua 
www.mbt.onu.edu.ua



Ì²ÊÐÎÁ²ÎËÎÃ²ß ² Á²ÎÒÅÕÍÎËÎÃ²ß

НАУКОВИЙ ЖУРНАЛ 
¹ 2 .
2011

© Oäåñüêèé íàö³îíàëüíèé óí³âåðñèòåò ³ìåí³ ².². Ìå÷íèêîâà, 2011

ÃÎËÎÂÍÈÉ ÐÅÄÀÊÒÎÐ 
Â.Î. ²âàíèöÿ

ЗАСТУПНИК ГОЛОВНОГО РЕДАКТОРА
Т.О. Філіпова

ВІДПОВІДАЛЬНИЙ СЕКРЕТАР
Т.В. Бурлака

ÐÅÄÀÊÖ²ÉÍÀ ÊÎËÅÃ²ß:
Л.Д. Варбанець, А.I. Вінніков, Ю.Л. Волянський, Б.М. Галкін, П.I. Гвоздяк, Р.I. Гвоз
дяк, С.П. Гудзь, I.В. Довгаль, Н.М. Жданова, Ю.П. Зайцев, Г.О. Iутинська, Л.В. Кап
рельянц, О.А. Кіпріанова, Н.К. Коваленко, I.К. Курдиш, Б.П. Мацелюх, Б.Н. Міл
кус, Г.Г. Мінічева, М. Немялтовський, В.П. Патика, В.С. Підгорський, В.К. Позур,  
В.П. Поліщук, А.А. Сибірний, Ю.М. Сиволап, I.Г. Скрипаль, М.Я. Співак, Ф.I. Товкач, 
В.М. Тоцький , В.О. Федоренко, I.С. Щербатенко

Науковий редактор випуску В.О. Iваниця

Прийняті до друку статті обов’язково рецензуються
Æóðíàë çàñíîâàíèé 

Îäåñüêèì íàö³îíàëüíèì óí³âåðñèòåòîì ³ìåí³ ².². Ìå÷íèêîâà
Ñâ³äîöòâî: ñåð³ÿ ÊÂ ¹ 11462-335Ð â³ä 07.07.2006 ð.

Постановою Президії ВАК від 27.05.2009 № 1-05/2 журнал внесено  
до переліку наукових фахових видань України

ÂÈÄÀÂЦІ
 Oäåñüêèé íàö³îíàëüíèé óí³âåðñèòåò ³ìåí³ ².². Ìå÷íèêîâà

Товариство мікробіологів України імені С.М. Виноградського
Товариство біологів і біотехнологів м. Одеси

Затверджено до друку Вченою радою
Одеського національного університету імені I.I. Мечникова

Завідувач редакцією Н.Г. Юргелайтіс
Редактори: I.М. Омельченко, Л.Б. Котлярова, I.В. Райко

À ä ð å ñ à ð å ä à ê ö ³ ¿:
Îäåñüêèé íàö³îíàëüíèé óí³âåðñèòåò ³ìåí³ ².². Ìå÷íèêîâà,

âóë. Äâîðÿíñüêà, 2, Îäåñà, 65082, Óêðà¿íà
Òåë.: 723-28-39, 748-11-01

e-mail: journal.mbt@onu.edu.ua
www.mbt.onu.edu.ua



C O N T E N T S

O B S E R V A T I O N  A N D  T H E O R E T I C A L  A R T I C L E S 

V.O. Ivanytsia, М.B. Galkin 
MODERN LOOKS ABOUT BIOFILM FORMATION 
MECHANISMS ...................................................................................... 8

E X P E R I M E N T A L  W O R K S

R.V. Grytsay, L.D. Varbanets, O.S. Brovarska,  
N.V. Zhytkevytch, T.N. Oliynyk

EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY OF RALSTONIA 
SOLANACEARUM STRAINS USING RAPD-PCR..................................... 23

S.L. Miros, L.F. Dyatchenko, N.S. Bobreshpova,  
O.S. Bagaeva, V.O. Ivanytsia

EXPRESSIONS OF CARBOXYLESTERASE ISOFORMS  
OF GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST) 
IN DIFFERENT GROWING CONDITIONS................................................ 34

O.M. Alekseenko, I.V. Zhernosekova, A.I. Vinnikov
STUDY OF STREPTOMYCES RECIFENSIS VAR. LYTICUS 
EXOMETABOLITES INFLUENCE ON THE GROWTH  
OF MUSHROOM PLEUROTUS OSTREATUS........................................ 41

N.V. Limanska, S.A. Serkov, Zh.Yu. Sergeeva, V.O. Ivanytsia
DETECTION OF RHIZOBIUM VITIS AND R. RADIOBACTER 
STRAINS BY PCR WITH THE PRIMERS TO DIFFERENT GENOME 
SEQUENCES................................................................................................ 48

I.V. Kushkevych, S.O. Hnatush
PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF 
THIOCAPSA SP. YA-2003 BACTERIA UNDER THE INFLUENCE 
OF HYDROGEN SULFIDE ........................................................................ 56

L.V. Avdeeva, A.I. Osadcha, M.A. Kharkhota
CELLOLYTIC ACTIVITY OF BACTERIA OF GENUS BACILLUS......... 65

I.A. Blayda, T.V. Vasyleva, L.I. Slysarenko, V.F. Chitrich,  
V.O. Ivanytsia 

EXTRACTION OF GERMANIUM FROM LEAD-ZINC PRODUCTION 
WASTE BY THIOBACTERIA ..................................................................... 73

I.M. Malynovska, N.A. Zinovievа
MICROBIOLOGICAL PROCESSES IN THE RHIZOSPHERE OF THE 
PLANTS IN THE CONTAMINATED SOIL WITH OIL PRODUCTS....... 83



З МІ  С Т

О Г Л Я Д ОВ  I  ТА   ТЕОРЕТИ       Ч Н I  СТАТТ     I 

В.О. Iваниця, М.Б. Галкін 
СУЧАСНI УЯВЛЕННЯ ЩОДО МЕХАНIЗМIВ ФОРМУВАННЯ 
БIОПЛIВКИ .................................................................................................. 8

ЕКС   П ЕРИМЕНТА        Л ЬН  I  П РАЦ   I

Р.В. Грицай, Л.Д. Варбанець, О.С. Броварська, Н.В. Житкевич,  
Т.М. Олійник 

ОЦIНКА ГЕНЕТИЧНОЇ ГЕТЕРОГЕННОСТI ШТАМIВ RALSTONIA 
SOLANACEARUM НА ОСНОВI RAPD-ПЛР АНАЛIЗУ......................... 23

С.Л. Мірось, Л.Ф. Дьяченко, Н.С. Бобрешова, О.С. Багаєва,  
В.О. Iваниця 

ЕКСПРЕСИВНIСТЬ IЗОФОРМ КАРБОКСИЛЕСТЕРАЗИ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST ЗА 
КУЛЬТИВУВАННЯ НА СЕРЕДОВИЩАХ РIЗНОГО СКЛАДУ........... 34

О.М. Алєксєєнко, I.В. Жерносєкова, А.I. Вінніков 
ВПЛИВ ЕКЗОМЕТАБОЛIТIВ STREPTOMYCES RECIFENSIS VAR. 
LYTICUS НА РIСТ ГРИБА PLEUROTUS OSTREATUS........................ 41

Н.В. Ліманська, С.А. Сєрков, Ж.Ю. Сергєєва, В.О. Iваниця 
ВИЯВЛЕННЯ ШТАМIВ RHIZOBIUM VITIS I R. RADIOBACTER 
МЕТОДОМ ПЛР З ВИКОРИСТАННЯМ ПРАЙМЕРIВ ДО РIЗНИХ 
ПОСЛIДОВНОСТЕЙ ГЕНОМУ................................................................. 48

I.В. Кушкевич, С.О. Гнатуш 
ФIЗIОЛОГО-БIОХIМIЧНI ХАРАКТЕРИСТИКИ БАКТЕРIЙ 
THIOCAPSA SP. YA-2003 ЗА ВПЛИВУ ГIДРОГЕН СУЛЬФIДУ ......... 56

Л.В. Авдєєва, А.I. Осадча, М.А. Хархота 
ЦЕЛЮЛАЗНА АКТИВНIСТЬ БАКТЕРIЙ РОДУ BACILLUS............... 65

I.А. Блайда, Т.В. Васильєва, Л.I. Слюсаренко, В.Ф. Хитрич,  
В.О. Iваниця 

ВИЛУЧЕННЯ ГЕРМАНIЮ З ВIДХОДIВ СВИНЦЕВО-ЦИНКОВОГО 
ВИРОБНИЦТВА ТIОНОВИМИ БАКТЕРIЯМИ...................................... 73

I.М. Малиновська, Н.А. Зінов’єва 
МIКРОБIОЛОГIЧНI ПРОЦЕСИ В РИЗОСФЕРI РОСЛИН  
У ЗАБРУДНЕНОМУ НАФТОПРОДУКТАМИ ҐРУНТI.......................... 83



A.M. Solonenko
BACTERIA-DESTRUCTORS OF MORTMASS CLADOPHORA 
SIWASСHENSIS IN BRINE OF THE AMPHIBIAN AREAS ON THE 
ARABAT SPIT AND THE BERDYANSK FORELAND ............................. 92

T H E  C H R O N I C L E  O F  A  S C I E N T I F I C  L I F E

VI SUMMER SCHOOL  
«MOLECULAR MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY» ............... 97

INFORMATION FOR THE AUTHORS....................................................... 99



А.М. Солоненко 
БАКТЕРIЇ-ДЕСТРУКТОРИ МОРТМАСИ CLADOPHORA 
SIWASСHENSIS У РАПI АМФIБIАЛЬНИХ ДIЛЯНОК АРАБАТСЬКОЇ 
СТРIЛКИ ТА БЕРДЯНСЬКОЇ КОСИ....................................................... 92

Х РОН   I КА   НАУКОВО       Г О  Ж ИТТ   Я

VI ЛIТНЯ ШКОЛА  
«МОЛЕКУЛЯРНА МIКРОБIОЛОГIЯ I БIОТЕХНОЛОГIЯ» ................. 97

ІНФОРМАЦIЙНЕ ПОВIДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРIВ........................... 99



8 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 2/2011    

ОГЛЯДОВI ТА ТЕОРЕТИЧНI СТАТТI 

OBSERVATION AND THEORETICAL ARTICLES 

УДК 579.222:579.262

В.О. Iваниця, М.Б. Галкін
Одеський національний університет імені I.I. Мечникова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Україна, тел.: +38 (048) 765 33 61,
e-mail: volandaron@ukr.net

СУЧАСНІ УЯВЛЕННЯ ЩОДО МЕХАНІЗМІВ 
ФОРМУВАННЯ БІОПЛІВКИ 

В оглядовій статті викладено сучасні уявлення щодо процесу формуван-
ня біоплівки умовно-патогенними та патогенними мікроорганізмами. 
Сьогодні біоплівка розглядається як основна форма існування 
мікробних угруповань у природних умовах, процеси, що протікають 
у них, обумовлюють реалізацію багатьох притаманних бактеріям 
ознак. Численні дослідження дозволили розкрити ключові механізми, 
що лежать в основі цього процесу. 

К л ю ч о в і  с л о в а : біоплівка, міжклітинна комунікація, quorum 
sensing, аутоіндуктори, месенджери. 

Розуміння процесів формування біоплівки мікроорганізмами має ве-
лике значення, як з наукового, так і з практичного погляду. Біоплівка за 
своєю суттю є основною формою існування мікробного співтовариства 
у природних умовах, яка характеризується набором досить унікальних 
властивостей. 

Цей процес може відігравати як позитивну, так і негативну роль. 
Використання біоплівок у біотехнології дозволяє значно підвищити вихід 
корисних продуктів мікробного синтезу. У біоплівках відбувається по-
силення активності більшості ферментів, що є наслідком їх іммобілізації 
та концентрування в досить обмеженому просторі.

У медичній практиці формування біоплівки умовно-патогенними та 
патогенними мікроорганізмами спричиняє значне ускладнення терапії 
інфекцій, обумовлених ними. Це є наслідком значного підвищення у біо-
плівках резистентності мікроорганізмів до антимікробних препаратів, 
оскільки у біоплівках реалізуються процеси, які практично не відбува-
ються у вільних форм існування бактерій [13]. 

Процес формування біоплівки мікроорганізмами є дуже складним 
[27]. Він включає багато стадій, які характеризуються різними механіз-

© В.О. Iваниця, М.Б. Галкін, 2011
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сучасні уявлення щодо механізмів формування біоплівки 

мами їх реалізації. Одним з таких механізмів є система quorum sensing 
(дослівно – почуття кворуму). Quorum sensing є глобальною системою 
регуляції експресії генів, у якій використовуються низькомолекулярні 
сигнальні молекули – аутоіндуктори. Ця система регулює такі ознаки, як 
синтез деяких корисних продуктів, факторів патогенності, міжклітинну 
комунікацію, як в межах виду так і між представниками різних видів 
мікроорганізмів [10].

Загальні уявлення 
Термін біоплівка використовується для визначення окремих сукупнос-

тей мікроорганізмів і продуктів їх метаболізму на межі твердої та рідкої 
фаз. Звичайно така біоплівка являє собою клітини мікроорганізмів на 
твердій поверхні, якою може бути поверхня каменів і окремих часток у 
водному середовищі; вологий ґрунт і частки опадів; листя, коріння, на-
сіння рослин, що проростає; поверхня зубів; епітеліальні тканини рубця 
жуйних тварин; медичне обладнання, таке як катетери; корпуси кораблів, 
палі морських споруд, внутрішні поверхні хімічного та мікробіологічного 
устаткування, наприклад, фільтри і таке інше [10]. 

Будь-яка біоплівка складається щонайменше з двох компонентів [28]. 
Першим компонентом є самі мікроорганізми, здатні до біоплівкоутворен-
ня. Біоплівки можуть складатися як з клітин одного, так і різних видів 
мікроорганізмів. В них можуть бути присутні не тільки представники 
прокаріотних, а і еукаріотних мікроорганізмів, наприклад бактерії та 
гриби роду Candida. Полівидові біоплівки є значно більш поширеними 
у природі.

Iншим важливим компонентом у біоплівках є продукти життєдіяль-
ності мікроорганізмів, які створюють так званий матрикс біоплівки, що 
відіграє важливу роль в її функціонуванні [18, 23]. Основне місце серед 
таких метаболітів займають екзополісахариди. Структура деяких з них 
досить добре вивчена. Так, Serratia macedonicus синтезує екзополіса-
харид високої молекулярної маси та складної просторової організації, 
який складається з D-глюкози, D-галактози та N-ацетил-D-глюкозаміну 
у молярному співвідношенні 3:2:1 [35]. Такі полісахариди високо специ-
фічні, і зустрічаються у певних видів мікроорганізмів. Наприклад, було 
показано, що Staphylococcus epidermidis синтезує унікальний полісаха-
рид, який складається, щонайменше, з 130 залишків 2-диокси-2-аміно-
D-глюкопіронозилу [24, 35]. Цей полісахарид не тільки сприяє агрегації 
клітин S. epidermidis між собою, але також виконує функції бактері-
ального адгезину. Характерною відмінністю цього полісахариду є те, що 
він існує у двох формах: мажорній (близько 80%) та мінорній (близько 
20%). Мінорна форма містить у своєму складі менше не N-ацетильованих 
залишків, а також багато фосфатних залишків, які надають цьому по-
лісахариду аніонні властивості [24]. 
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Загальний профіль екзополісахаридів у грамнегативних бактерій є 
схожим з описаним вище у грампозитивних. Біоплівки, що формують 
E. coli та види роду Pseudomonas, практично не відрізняються за вмістом 
полі-N-ацетил-глюкозамінових полімерів від біоплівок грампозитивних 
бактерій [35]. Але в деяких випадках спостерігаються і суттєві відмін-
ності. Так, для деяких штамів E. coli, а також Salmonella typhimurium 
дуже важливим компонентом біоплівки є целюлоза [35]. Для бактерій 
роду Bordetella основним складовим компонентом матрикса біоплівки є 
ксилоза, з якої також будуються капсули цих бактерій [35]. 

Особливістю грамнегативних бактерій є також і те, що полісахариди у 
них практично не беруть участі у першому етапі формування біоплівки – 
адгезії до поверхні. Так, широко відомо, що у бактерій роду Pseudomonas, 
зокрема у P. аeruginosa, адгезія здійснюється за рахунок фімбрій, які 
здатні скорочуватися, тоді як полісахаридний матрикс починає формува-
тися лише на більш пізніх етапах [18, 34]. Окрім полісахаридів, до складу 
матриксу входять також білки, ліпіди та нуклеїнові кислоти [37]. 

Вивчення механізмів формування біоплівки показало, що цей процес 
у мікроорганізмів проходить під контролем генетичного апарату клітин. 
Генетичне типування 48 штамів P. aeruginosa дозволило розділити ці 
штами на групи від A до E. На основі отриманих даних встановлено зв’язок 
між належністю штамів до конкретних генетичних груп та здатністю 
до біоплівкоутворення. Так, найбільш високу здатність до формування 
біоплівки продемонстрували штами, які відносилися до груп D та E. Усі 
штами, що належали до цих груп, мали у складі хромосомної ДНК одна-
кові фрагменти, розміром близько 4 кБ [34]. 

 Для Bordetella bronchiseptica була встановлена залежність здатнос-
ті до формування біоплівки з експресією конкретних генів. Результати 
досліджень показали, що цією властивістю володіють штами мікроорга-
нізмів з генотипом Bvg+ , а також здатні до експресії аденилатциклази/
гемолізину CyaA і компонентів системи секреції третього типу [34]. При 
цьому ген Bvg виступає як регуляторний ген. 

Механізми утворення біоплівок
 Наразі не має сумнівів у тому, що процес утворення біоплівок є дуже 

складним. Він відбувається у декілька стадій, які послідовно змінюють 
одна одну [5]. Формально можна виділити наступні стадії цього процесу: 
адгезія до субстрату, моношар, формування мікроколоній, зріла біоплів-
ка, розпад.

Кожна зі стадій процесу утворення біоплівки має фіксований проміж-
ок часу та реалізується за рахунок різних факторів. Найбільш повно ці 
процеси вивчені у грамнегативних бактерій. Дослідження багатьох авторів 
показали, що у різних груп грамнегативних бактерій кожна з наведених 
вище стадій обумовлена дією різних факторів і систем, які характерні 
для представників цих груп [5].
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 У більшості грамнегативних бактерій основну роль у процесі ад-
гезії відіграють фімбрії. Якщо у E. coli це фімбрії першого типу, то у 
P. aeruginosa процес адгезії обумовлюють спеціальні фімбрії четвертого 
типу, які мають здатність скорочуватися [21]. Значну роль на перших 
стадіях адгезії відіграють також інші структури, такі як джгутики та 
компоненти клітинної стінки, різноманітність яких і обумовлює особли-
вості різних груп мікророганизмів [21]. Наприклад, якщо у P. aeruginosa 
джгутики є лише засобом «доставки» клітин до твердого субстрату і 
на самих ранніх етапах адгезія починається за рахунок взаємодії з по-
верхнею ліпополісахариду та спеціальних білків зовнішньої мембрани, 
то у представників родин Enterobacteriaceae та Vibrionaceae джгутики 
відіграють більш значну роль [10]. Це пов’язано з тим, що ранні етапи 
взаємодії цих бактерій з поверхнею не характеризуються жорсткою ад-
гезією. Досліди показали, що клітини таких мікроорганізмів, як E. coli та 
V. cholerae, здатні завдяки джгутикам вільно переміщуватися по твердій 
поверхні [38]. Жорсткий зв’язок з твердою поверхнею у цих бактерій 
обумовлюється дією так званих стабілізуючих факторів [38]. Одним з 
найбільш вивчених є фактор Ag 43 у E. coli [9]. Фактор Ag 43 являє 
собою білок групи аглютинінів, локалізований на зовнішній мембрані 
бактерій. У E. coli він відіграє роль кофактора адгезії, а також обумов-
лює зв’язок клітин бактерій між собою шляхом міжклітинної взаємодії 
молекул цього білка [9]. 

 Процес адгезії призводить до формування на твердій поверхні моно-
шару клітин. Після цього починається формування основних структурних 
одиниць біоплівки – мікроколоній [20, 30]. У грамнегативних бактерій 
формування мікроколоній, як і процес адгезії, відбувається двома прин-
ципово різними шляхами. Перший шлях є характерним для представників 
родин Enterobacteriaceae та Vibrionaceae. Формування мікроколоній у 
цих бактерій відбувається за рахунок агрегації між собою адгезованих до 
поверхні клітин, а також додаткової адгезії частини клітин планктону до 
моношару [30]. Це відбувається за рахунок аглютиніноподібних білків, 
зокрема описаного вище Ag 43. 

Другий шлях формування мікроколоній є характерним для представ-
ників родини Pseudomonоdaceae, зокрема P. aeruginosa. Як було описано 
вище, для представників цієї родини та деяких інших груп мікроорганізмів 
(особливо тих, що не мають джгутиків) є характерною жорстка адгезія з 
самого початку формування біоплівки. Таким чином, мікроколонії у них 
формуються шляхом поділу клітин, які формують моношар [20]. 

Значну роль у формуванні мікроколоній у цих бактерій відіграє 
також так звана twitching motility (смикальна рухливість) [27]. Цей 
процес є протиставленням swarming motility (роїнню), яке є характер-
ним для представників родин Enterobacteriaceae та Vibrionaceae [3]. 
Обидва процеси надають змогу бактеріям рухатися по твердій поверхні. 
Але, тоді як swarming motility обумовлена наявністю джгутиків, то 
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механізм twitching motility принципово інший. У P.  aeruginosa цей 
тип переміщення здійснюється за участі фімбрій четвертого типу [2]. 
Завдяки здатності до скорочування вони працюють як «пружини», які 
ніби підкидають клітини над поверхнею, але електростатичні сили не 
дають повністю відірватися від поверхні і клітини, «пролетівши» деяку 
відстань, знову прикріпляються до поверхні [2]. Але з цього правила є 
і виключення. Так, для тієї ж самої P. aeruginosa показана можливість 
здійснення swarming motility, тоді як для видів роду Burkholderia, які 
також входять до родини Pseudomonоdaceae, twitching motility є менш 
характерною [27]. Встановлено, що в процесі агрегації у P. aeruginosa 
відбувається активація генів синтезу альгінату та пригнічення синтезу 
компонентів джгутиків, що проходить під контролем регуляторного білка 
Crc [10].

Після появи мікроколоній починається стадія формування саме біо-
плівки. У цей час проходять такі процеси, як структуризація біоплівки, 
синтез позаклітинного матриксу та запуск системи групової регуляції 
(quorum sensing). Так, у V. cholerae синтез екзополісахаридів починаєть-
ся вже на ранніх етапах, і вони являють собою важливий стабілізуючий 
фактор [38]. Сформована біоплівка має складну тривимірну структуру. 
Ці структури дуже різняться за своєю формою. Зокрема, зріла біоплівка 
P. aeruginosa має форму, яка нагадує плодові тіла грибів. Через деякий 
час існування біоплівка розпадається, як за рахунок відкріплення клі-
тин, так і за рахунок загибелі частини клітин, що часто обумовлюється 
лізогенними бактеріофагами [39, 41]. 

Міжклітинна комунікація в біоплівках – quorum sensing
Одним з важливих досягнень сучасної науки було відкриття та 

встановлення принципів функціонування системи міжклітинної комунікації 
в біоплівках. Ця система зараз відома під назвою quorum sensing. [4]. 

Quorum sensing – це механізм, за яким мікророганізми здатні 
координувати експресію деяких генів у своїх популяціях за рахунок 
використання малих сигнальних молекул. Цей механізм був уперше 
відкритий Nealson et al. у 1970 році у морської бактерії Vibrio fischeri [26] 
і на думку авторів, був притаманний лише досить вузькому колу бактерій. 
Пізніше його виявили практично у всіх представників грампозитивних 
та грамнегативних бактерій і у деяких еукаріотних мікроорганізмів [33]. 
Встановлено здатність до комунікації мікроорганізмів за допомоги не 
тільки близьких, а і далеких у філогенетичному відношенні таксонів цієї 
системи [33]. Завдяки quorum sensing у мікроорганізмів регулюється 
експресія значної кількості різноманітних генів, у тому числі важливих 
генів, які обумовлюють нормальну життєдіяльність, синтез факторів 
патогенності та розвиток біоплівки [4]. Ця система дозволяє також 
мікроорганізмам у складі біоплівок координовано, всією популяцією, 
відповідати на вплив різних чинників зовнішнього середовища. 
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Дослідження показали, що існує декілька типів системи quorum 
sensing [11]. Ці типи розрізняють за тим, які молекули використовують-
ся для передачі сигналів та за деякими іншими параметрами. Сьогодні 
виділяють три основні типи системи quorum sensing. До основних типів 
відносять:

 – гомосеринлактонзалежну систему quorum sensing грамнегативних 
бактерій [11];

 – пептидзалежну систему quorum sensing грампозитивних бактерій 
[15];

 – систему quorum sensing у Vibrio harveyi [11]. 
Додатковими є хінолонова система quorum sensing та система, у якій 

як сигнальні молекули використовуються фуранони [6, 25, 29]. Схематично 
основні системи представлені на рис. 1.

Рис. 1. Типи систем quorum sensing [19]
А) гомосеринлактонзалежна система quorum sensing грамнегативних бактерій; 

B) пептид-залежна система quorum sensing грампозитивних бактерій; 
C) система quorum sensing у Vibrio harveyi- 

Fig. 1. Three types of quorum sensing systems [19]
A) homoserinlacton depend quorum sensing system of gram-negative bacteria; 

B) peptide depend quorum sensing system of gram-positive bacteria; 
C) Vibrio harveyi quorum sensing system. 
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Гомосеринлактонзалежна система грамнегативних бактерій складаєть-
ся з I-білку, який являє собою ацилгомосерин лактон (АГЛ) синтетазу. 
Попередниками ацильованих гомосеринлактонів є ацилацетат (попередник 
ацильного ланцюга) та S-аденозилметионін (попередник гомосеринлак-
тону). Біосинтез гомосеринлактону (рис.  2) відбувається шляхом від-
щеплення залишку метионіну від попередника за сульфідним зв’язком. 
У результаті реакції утворюється гомосеринлактон та високотоксична 
сполука – метилтіоаденозин. Остання інактивується шляхом гідролізу за 
участю ферменту Pfs (метилтіоаденозин/S-аденозингомоцистеїн нуклеази) 
з формуванням менш токсичного продукту – метилтіорибози [17].

Рис. 2. Біосинтез гомосеринлактону [17]

Fig. 2. Homoserinlactone biosynthesis [17]

Біосинтез ацильного ланцюга (рис. 3) відбувається в циклі біосинте-
зу жирних кислот за допомоги ферментів родини Fab [17]. У ході циклу 
елонгації синтезуються два основних інтермедіати: 3-оксо-додеканоїл-
ацетилфосфат та кротоніл-ацетилфосфат, які використовуються I-білками 
для синтезу ацильованих гомосеринлактонів. I-білки за своєю суттю є 
ацилтрансферазами, що переносять сформовані ацильні ланцюги на мо-
лекулу гомосеринлактону. Вважається, що як субстрат для біосинтезу 
АГЛ використовується D-3-гідрокси-кетоацил-ацетилфосфат. Таким чином 
синтезується також багато інших сполук, такі як гемолізини, ліпід А 
та фосфоліпіди. Різні види грамнегативних бактерій характеризуються 
різною довжиною ацильного ланцюга в аутоіндукторах.

Синтезовані молекули АГЛ вільно дифундують через цитоплазматичну 
мембрану. У зв’язку з ростом чисельності популяції відбувається 
зростання концентрації АГЛ і при досягненні критичного рівня вони 
починають зв’язуватися з R-білком, який являє собою універсальний 
регулятор. Сформований АГЛ-R комплекс димеризується та активує 
експресію генів мішеней [11, 12]. 
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Рис. 3. Біосинтез ацильних ланцюгів гомосеринлактонів на прикладі 
аутоіндукторів P. aeruginosa [17]

Fig. 3. Homoserinlactone acyl-chains biosynthesis in P. aeruginosa [17]

Пептид-залежна система quorum sensing грампозитивних бактерій 
функціонує за іншим принципом – двокомпонентної сигнальної системи 
[24]. Синтезований попередник сигнальних пептидів нарізається на 
окремі сигнальні молекули. Вони транспортуються з клітин завдяки 
АТФ-залежному касетному транспортеру. По досягненні критичного 
рівня ці пептиди зв’язуються зі специфічним рецептором на поверхні 
клітин та активують сенсорні кінази, які у свою чергу активують білок-
регулятор шляхом його фосфорилювання. Активований таким чином 
білок-регулятор діє на гени мішені, що спричиняє їх експресію [15]. Третій 
тип системи quorum sensing, який функціє у V. harveyi, на відміну від 
першого та другого типу, характеризується наявністю не одного, а двох 
типів сигнальних молекул – аутоіндуктор-1 (АI-1) та аутоіндуктор-2 (АI-
2). АI-1 являє собою гомосеринлактон, біосинтез якого каталізується 
ферментом LuxLM. АI-2 – це фуранозил борат діестер. Його біосинтез 
каталізується ферментом LuxS [40]. АI-1 та АI-2 розпізнаються на 
поверхні клітин рецепторними білками LuxN і LuxP-LuxQ. За малої 
чисельності клітин LuxN та LuxQ аутофосфорилюються і транспортують 
фосфат на LuxO через LuxU. Фосфорильований LuxQ є репресором 
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генів-мішеней. За високої чисельності клітин LuxN та LuxQ зв’язуються 
зі своїми аутоіндукторами та змінюють свою активність з кіназної на 
фосфатазну, дефосфорилюючи LuxO через перенос фосфату на LuxU. 
При цьому репресор LuxO переходить у неактивну форму і гени-мішені 
активуються за допомогою LuxR [11]. 

У 2003 році Xavier і Bassier [40] встановили, що системи, які 
використовують АI-2 як сигнальні молекули, існують не тільки у 
V. harveyi, а і у деяких інших видів бактерій, як грамнегативних, так і 
грампозитивних. Автори також показали зв’язок між біосинтезом АI-2 
і метильним циклом у мікроорганізмів. Таким чином, можна зробити 
припущення, що система quorum sensing, яка базується на АI-2, можливо, 
використовується бактеріями для міжвидової комунікації [11, 16].

Pesci E. C. та ін. показали, що у P. aeruginosa існує ще одна додаткова 
система quorum sensing – хінолонова, яка відіграє роль перемикача між 
двома компонентами основної системи [29].

Система месенджерів у бактерій
Незважаючи на те, що за сучасними даними у бактерій відсутня 

система метаболізму арахідонової кислоти, яка у еукаріот є постачальником 
основних месенджерів – простогландинів, лейкотриєнів та тромбоксанів, 
прокаріоти здатні використовувати низку хімічних сполук як месенджери. 
Основними месенджерами бактерій є дицикло-ГМФ та нуклеотидгуанізин-
3ʹ,5ʹ-бісдифосфат (ppGpp). 

Дицикло-ГМФ є циклічним динуклеотидом, який здатний модифіковувати 
значну кількість процесів метаболізму бактерій. Вперше ця сполука була 
описана у Gluconacetobacter xylinus, у якої вона контролює синтез це-
люлози [32]. Це досягається за рахунок підвищення або зниження рівня 
цієї сполуки у середині клітини. Рівень дицикло-ГМФ регулюється двома 
протилежними типами активності – нуклеотидциклазною (для підвищення 
рівня) та фосфотидилестеразною (для зниження рівня цієї сполуки) [7]. 
Пізніше було встановлено, що рівень дицикло-ГМФ здатний впливати 
не тільки на активність ферментів, а і на перехід бактерій від вільно-
го рухливого існування до біоплівки [8]. Так, Ferreira та ін. [14] та два 
більш ранніх дослідження [19, 31] показали, що у Vibrio parahaemolyticus 
підвищення рівня дицикло-ГМФ призводить до припинення swarming mo-
tility та переходу клітин цього мікроорганізму до формування біоплівки. 
Ці дослідження також показали, що локуси scrABC та scrG, які вперше 
були ідентифіковані як регулятори генів родини laf за умов росту на 
рідкому середовищі (умови коли ці гени звичайно репресовані), здатні 
також зворотньо регулювати swarming motility та процес утворення 
біоплівки у V.  parahaemolyticus, за рахунок зростання чи зниження 
рівня дицикло-ГМФ. 

Останні дослідження також показали, що та ж сама картина 
притаманна і іншим мікроорганізмам, зокрема P.  aeruginosa. Swarm-
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ing motility у цього мікроорганізму здійснюється за рахунок полярних 
джгутиків та синтезу рамноліпіду, тоді як формування біоплівки залежить 
від фімбрій IV типу та активності генів pel та psl, які регулюють синтез 
полісахаридного матриксу [18]. 

Дослідження показали, що у P. aeruginosa існують два мембранно-
зв’язані білки SadC та BifA. Перший являє собою нуклеотидциклазу, 
а другий – фосфотидилестеразу. Нуль мутанти за першим білком 
втрачають здатність до формування біоплівки, тоді як інактивація гену 
bifA призводить до повної втрати здатності P.  aeruginosa рухатися 
по твердій поверхні. Подальші дослідження призвели до виявлення 
цитоплазматичного регуляторного білка SadB, який регулює роботу 
джгутиків у залежності від в’язкості середовища та асоційований з 
хемотаксис IV кластерною системою [22]. Було показано, що мутанти 
за цим білком виявляли більш сильну здатність до утворення біоплівки, 
але втрачали здатність до здійснення swarming motility та відповідати 
на зміни в’язкості середовища. У таких мутантів було зареєстровано 
також різке зростання активності SadC і, як наслідок, вищий рівень 
дицикло-ГМФ у порівнянні з диким типом. Результати цих досліджень 
показують що SadB, SadC та BifA регулюють здатність P. aeruginosa 
здійснювати swarming motility та формування біоплівки за рахунок 
хемотаксис-подібної регуляторної системи [22]. 

На сьогодні відомі ще декілька факторів, які можуть бути сигналами 
до змінення концентрації дицикло-ГМФ у клітинах бактерій. Серед них 
можна виділити опромінення світлом, зв’язування ДНК, амінокислот, 
фосфотиранину/фосфотирозину, NO, тощо. Відомо, що зниження 
концентрації дицикло-ГМФ обумовлює рухливість, патогенність, зниження 
чутливості до фагів та важких металів, тоді як підвищення концентрації 
цієї сполуки у клітинах мікроорганізмів обумовлює формування біоплівки, 
запуск системи quorum sensing, посилення синтезу екзополісахаридів, 
тощо [22]. 

Iншим важливим вторинним месенджером у бактерій, який зв’язаний 
з процесом формування біоплівки, є нуклеотид гуанізин-3ʹ,5ʹ-бісдифосфат 
(ppGpp). Van Delden та ін. показали що накопичення цієї сполуки у 
клітинах призводить до активації ранніх регуляторних генів системи quo-
rum sensing у P. aeruginosa за рахунок інактивації білків репресорів – 
RsmA, RpoS та QscR. Для Rhodobacter sphаeroides було показано, що ця 
сполука синтезується з дицикло-ГМФ за участю бактеріофітохрому [36]. 
Бактеріофітохром, який присутній у багатьох бактерій, характеризується 
досить цікавою організацією. Як кофактор до його складу входить 
білівердин, який накопичується за рахунок дії гемоксигенази, тобто 
функціонування бактеріофітохрому тісно пов’язано з метаболізмом геміну. 
Активація бактеріофітохрому відбувається або за рахунок опромінення 
світлом, або за рахунок енергії окисно-відновного потенціалу. Природа 
виникнення останнього на сьогодні ще остаточно не відома, але існує 
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припущення, що він формується за рахунок енергії переходу Fe (II) ↔ 
Fe (III) [1]. 

Таким чином, сучасні уявлення щодо формування біоплівки мікро-
організмами ґрунтуються на тому, що це є складний процес, реалізація 
якого відбувається за рахунок тонких механізмів регуляції. Складність та 
багатогранність цих процесів дозволяє мікроорганізмам і їх угрупованням 
активно існувати в біоценозах. 
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СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О МЕХАНИЗМАХ 
ОБРАЗОВАНИЯ БИОПЛЁНКИ

Реферат

В обзорной статье описано современное представление о процессе об-
разования биоплёнки. На сегодняшний день, биоплёнка рассматривается 
как основная форма существования микробных сообществ в природных 
условиях, процессы, которые происходят в биоплёнках, обусловливают ре-
ализацию многих характерных для бактерий признаков. Многочисленные 
исследования позволили раскрыть ключевые механизмы, которые лежат 
в основе этого процесса. 
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quorum sensing, аутоиндукторы, мессенджеры. 



22 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 2/2011    

В.О. Iваниця, М.Б. Галкін

V.O. Ivanytsіa, М.B. Galkin 

Odesa National Mechnуkov University,
2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine, tel.: +38 (048) 765 33 61,

e-mail: volandaron@ukr.net

 MODERN LOOKS ABOUT BIOFILM FORMATION 
MECHANISMS 

Summаry

Biofilm formation process play an important role in microorganisms 
existence. Numerous investigations improve our knowledge about basic 
mechanisms involved in this process. Nowadays the biofilm is identified as 
a basic form of microbial community existence in nature and the processes 
taking place in the biofilms provide realization of all the major properties 
of bacteria. This work is dedicated to a review of the basic works forming 
contemporary minds about biofilm formation processes.

K e y  w o r d s : biofilm, cell-to-cell communication, quorum-sensing, 
autoinductors, messengers. 
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ОЦIНКА ГЕНЕТИЧНОЇ ГЕТЕРОГЕННОСТI ШТАМIВ 
RALSTONIA SOLANACEARUM НА ОСНОВI 

RAPD-ПЛР АНАЛIЗУ

Проаналізовано 9 штамів Ralstonia solanacearum Міжнародної колекції 
фітопатогенних бактерій та колекції відділу фітопатогенних 
бактерій Iнституту мікробіології і вірусології імені Д.К. Заболотного 
з використанням RAPD-ПЛР аналізу. Згідно отриманих результатів 
показано високий рівень генетичної гетерогенності об’єктів 
дослідження та побудовано дендрограму, що відображає генетичні 
дистанції між штамами. Розподіл штамів за кластерами дендрограми 
виявив певну закономірність для представників першого біовару. Серед 
ампліфікованих послідовностей не виявлено таких, що корелюють із 
детермінацією хемотипу ліпополісахариду.

К л ю ч о в і  с л о в а : RAPD-ПЛР, Ralstonia solanacearum, генетичні 
дистанції, ліпополісахарид.

Ralstonia solanacearum – складний комплексний вид, який об’єднує 
грамнегативні бактерії, здатні викликати бактеріальне в’янення у більш 
ніж 200 видів вищих рослин. Це один із найбільш деструктивних рослинних 
патогенів, що зустрічається майже на всіх континентах. Ендемічними для 
R. solanacearum є регіон тропіків, звідки інтродукція його в інші країни 
відбулася протягом останнього століття. Все це свідчить про значну 
внутрішньовидову гетерогенність та високі темпи мінливості патогену.

З моменту свого відкриття таксономічне положення виду змінювалося 
і продовжує уточнюватися. Так, початкова фенотипова система 
класифікації на біотипи і серовари поступово витісняється системою, 
основаною на рестрикційному аналізі геному. Згідно останньої в межах 

© Р.В. Грицай, Л.Д. Варбанець, О.С. Броварська, Н.В. Житкевич, Т.М. Олійник, 2011
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виду R. solanacearum виділяють чотири філотипи, кожен з яких відповідно 
поділяється на секвевари. На побудованому таким чином філогенетичному 
дереві, генетичні дистанції між окремими гілками сягають більше 25%, 
що підштовхує дослідників до необхідності дроблення таксону на декілька 
окремих видів [1]. 

Кластеризація штамів та ізолятів бактерій на основі молекулярно-
генетичного аналізу дає змогу розділити їх на групи із подібними 
біологічними властивостями. Встановлення генетичного поліморфізму 
фітопатогенних бактерій методами, що базуються на полімеразно-
ланцюговій реакції (ПЛР), використовується при вивченні екологічного 
поширення, пластичності геному та особливостей еволюції. Так, на гілках 
дендрограми, побудованої за результатами RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism) аналізу R.  solanacearum, спостерігалося чітке 
розділення біоварів 1 і 2, а також кластеру, що містив біовари 3 і 4 [2]. 
Відповідна кореляція мала місце при вивченні північноамериканських 
ізолятів патогену, де за допомогою ПЛР повторюваних елементів геному 
вдалося диференціювати штами за регіоном походження, біотипом і 
частково спектром рослин-живителів [3].

На основі вивчення особливостей хімічної будови ліпополісахари-
дів (ЛПС) ряду штамів R. solanacearum, було встановлено існування 
7 можливих типів структур О-специфічного полісахариду (ОПС). За 
допомогою перехресних імунохімічних реакцій між досліджуваними 
штамами їх вдалося об’єднати в п’ять серогруп. При цьому хімічна 
структура ЛПС декількох штамів радикально відрізнялася від більшості 
[4]. ���������������������������������������������������������������Кореляції між структурою ОПС і належністю штаму до певного біо-
вару чи рослини-хазяїна або географiчної зони, з якої цей штам походить, 
не виявлено [5]. Встановлення генетичних дистанцій між серотипами 
R. solanacearum раніше не проводилося.

Тому метою даної роботи було вивчення генетичної спорідненості між 
штамами – представниками різних серогруп R. solanacearum, на основі 
ПЛР довільно ампліфікованих послідовностей (RAPD).

RAPD-аналіз – універсальний, чутливий і простий метод, що може 
бути застосований для широкого кола організмів. RAPD-маркери 
використовувалися для ідентифікації та диференціації штамів різних 
родів бактерій, в тому числі для виду R.  solanacearum [6]. Для 
ентеротоксикогенних штамів Escherichia coli розподіл на кластери 
згідно результатів RAPD практично повністю збігався із розподілом на 
серогрупи за антигенними властивостями ОПС ЛПС [7], тоді як для 
Vibrio cholerae такої кореляції не спостерігалося [8]. Недоліком даного 
методу є імовірність впливу на результати деяких умов проведення ПЛР, 
і відповідна невідтворюваність в межах різних лабораторій. Результати 
RAPD та ВОХ-ПЛР аналізу для диференціації 46 ізолятів R. solanacearum 
із Тайваню, виявилися подібними і продемонстрували значний поліморфізм 
в даній популяції [9].
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Матеріали і методи дослідження
В роботі використовували 9 штамів R. solanacearum, перелік яких 

подано в таблиці 1. Бактерії вирощували на картопляному агарі при 
28 °С протягом 48 годин. 

Таблиця 1
Характеристика штамів R. solanacearum

Table 1
Characteristic of R. solanacearum strains

Номер штаму Біовар Рослина хазяїн
Географічна зона 

виділення
Тип структури 

ОПС

ICMP 5712 
(типовий)

I томати США 3

35” - картопля Україна -

4” - картопля Україна -

ICMP 7954 II - Кенія -

ICMP 7944 I подорожник Перу 6

ICMP 8089 III солодкий перець Філіппіни 7

ICMP 8202 IV картопля Шрі Ланка 1

ICMP 7859 I картопля Перу 1

ICMP 7864 I банани Коста-Ріка 2

Примітка: «–» не визначено, ICMP − ������������������������������������������������International collection of phytopathogenic bac-
teria (New Zealand), 35” і 4” – штами з колекції відділу фітопатогенних бактерій 
IМВ НАН України

Виділення тотальної ДНК із клітин бактерій проводили водно-
фенольним методом з використанням СТАВ-буферу [10]. Cуспензію 
клітин у 500 мкл фізрозчину осаджували центрифугуванням. Осад 
ресуспендували в 600 мкл лізуючого буферу (1 мМ Трис-НCl, рН 8,0, 
0,25 М ЕДТА, 0,1% Sarcosyl (Sigma), 0,2 М NaCl), після додавання 
2 од . активності протеїнази на зразок та 100 мкл 10%-го розчину СТАВ, 
пробірки інкубували 30 хв при 60 °С. Білки осаджували центрифугуванням 
(10 хв, 16 000 g) з рівним об’ємом фенолу і двічі – сумішшю хлороформ-
ізоаміловий спирт (24:1), за кімнатної температури. Нуклеїнові кислоти 
із водної фази осаджували 2,5 об’ємами етанолу, після чого розчиняли 
у 150 мкл води, вільної від нуклеаз. Отримані препарати ДНК зберігали 
при -20 °С. 

RAPD-ПЛР проводили окремо з кожним із 5 декамерних праймерів, 
послідовності яких подані в таблиці 2. ПЛР-суміш, об’ємом 25 мкл, міс-
тила 1Х Taq-полімеразний буфер, 3,5 мМ MgCl2, 0,25 мМ dNTP, 0,2 мкМ 
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праймера, 2 од. Taq-полімерази, 50 нг бактеріальної ДНК. ПЛР прово-
дили на ампліфікаторі “Eppendorf” у такому температурному режимі: 
початкова денатурація – 5 хв за температури 95  °С; 35 циклів: 30 с  
за 94 °С, 40 с за 39 °С, 45 с за 72 °С; термінальна елонгація – 7 хв за 
72 °С. Ампліфікація з кожним із праймерів була здійснена щонайменше 
в двох повторностях.

Таблиця 2 
Нуклеотидні послідовності праймерів

Table 2
Nucleatide sequences of primers

OPJ CCACACTACC

BL26 GTAGCTGACG

OPD01 ACCGCGAAGG

OPD04 TCACGTCCAC

OPG08 TCTGGTGAGG

Електрофоретичний розподіл продуктів ПЛР проводили в 1,5%-му 
агарозному гелі, що містив бромистий етидій (0,5 мкг/мкл), протягом 2 
годин, при напрузі 3 В/см довжини гелю. 

Визначення довжин ампліконів в гелі здійснювали за допомогою 
програми Gel-Pro Analyzer 4,5, порівнюючи їх із маркером молекулярної 
маси O’GeneRuler 100 bp Plus (Fermentas). При обчисленні результатів 
гель-електрофорезу враховували лише ті смуги, інтенсивність яких сягала 
не менше 2,5% від максимальної. Спорідненість зразків ДНК визначали 
за часткою ампліконів однакової довжини, користуючись коефіцієнтом 
Джакарда. Кластерний аналіз, використовуючи незважений парногруповий 
метод із арифметичним усередненням (UPGMA), і побудову дендрограми 
проводили за допомогою програми DendroUPGMA (http://genomes.urv.
cat/UPGMA/) [12]. 

Результати досліджень та їх обговорення 
Дослідження проводили на 9 штамах R. solanacearum, представни-

ків різних біоварів (табл. 1), з різних географічних зон. З Міжнародної 
колекції фітопатогенних бактерій (ICMP) одержані 7 з досліджуваних 
штамів, а 2 – з колекції мікроорганізмів відділу фітопатогенних бактерій 
IМВ НАН України. Раніше [13] була вивчена структура О-специфічних 
полісахаридів ЛПС ряду штамів R. solanacearum. Встановлено, що за 
моносахаридним складом вони можуть бути віднесені до 4-х груп, причому 
5 штамів є представниками 1-ої і 2-ої групи, а 3-я і 4-а представлені 
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тільки по одному штаму. Разом з тим, було встановлено 6 різних типів 
структур. Показано:

1) ОПС ряду штамів характеризуються лінійними структурами з 
тетрасахаридними ланцюгами, які включають три залишки L-Rha і один 
залишок GlcNAc (структури 1 і 2, штами 7859, 8202, 7864). Різниці в 
структурах обумовлені конфігурацією (α- або β-) (структури 1 і 2) GlcNAc 
або типом його зв’язку (1–2) (структура 1) або (1–3) (структура 2) з 
сусіднім залишком рамнози.

2) ОПС штаму 5712 (структура 3) характеризується розгалуженим 
пентасахаридним ланцюгом, який представляє ксилозильовану форму 
структури 2, а ОПС штаму 7944 – рамнозильовану форму структури 1 
(структура 6).

3) Структури ОПС ЛПС двох штамів принципово відрізняються від 
всіх досліджених штамів: вони представлені трисахаридними ланцюгами 
– лінійними (шт. 8089, структура 7), які містять два залишки D-Rha, в 
той час як у ОПС інших штамів присутня L-Rha, а також один залишок 
GalNAc, або розгалуженим трисахаридом (шт. 4157, структура 8), який 
включає залишки GlcNAc, GalNAc, а також D-Ara як латеральний за-
місник.

Своєрідність жирнокислотного складу є одним з додаткових хемо-
таксономічних критеріїв при диференціації видів. Дослідження ліпідів 
А ЛПС R. solanacearum 8089 і 4157 свідчать, що, на відміну від інших 
досліджених штамів [14], в їх складі присутні 3-гідроксидеканова і 
3-гідроскидодеканова кислоти. 

Одним із методів, який на сьогодні широко використовується для 
диференціації штамів та встановлення рівня генетичної спорідненості 
між ними, є фінгерпринтинг на основі полімеразної ланцюгової реакції. 
Ампліфікація довільних ділянок ДНК прокаріот з декамерними праймерами 
(RAPD-аналіз), як один із найдавніших методів ПЛР, довів свою 
ефективність та прикладну значимість в широкій області популяційних 
досліджень. 

В результаті ПЛР із п’ятьма декамерними праймерами, два з яких 
– OPD01 та OPJ, характеризувалися низькою інформативністю, були 
вибракувані і в подальшій роботі не використовувалися. 

Сумарним продуктом ПЛР ДНК 9-ти штамів R.  solanacearum із 
праймерами BL26, OPD04, OPG08 стали 52 фрагменти, молекулярна маса 
яких знаходилася в діапазоні 55–2700 нуклеотидних пар (п.н.). Спільні 
для двох і більше зразків продукти реакції становили трохи більше 55% 
від загальної кількості смуг. Жоден із ампліконів не був мономорфним, 
що свідчить про значну генетичну гетерогенність в межах досліджуваної 
групи штамів (рис. 1). 

Отримані кількісні значення подібності між штамами, розраховані 
згідно коефіцієнту Джакарда, не перевищували 35%. Розрив із теоретичним 
пороговим, для організмів одного виду, значенням 70% пояснюється 
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обмеженим числом об’єктів дослідження (згідно стандартів Європейської 
дослідної комісії епідеміологічних маркерів (ESGEM) їх повинно бути не 
менше 100) [15]. Однак, часто на практиці, репрезентативні результати 
можуть бути отримані і для невеликої популяції бактерій, зокрема в 
клінічних дослідженнях близькоспоріднених ізолятів. Так, RAPD-профілі 
14 ізолятів Salmonella enterica різних серотипів, виділених протягом 
15 років, характеризувалися наявністю мономорфних смуг [16]. В той 
же час, за результатами фінгерпринтингу 46 штамів R. solanacearum, 
середнє значення генетичної спорідненості між ними становило 56% [9].

Iншим фактором, що впливає на репрезентативність електрофоре-
тичних профілів RAPD-ПЛР генотипу дослідного штаму, є генетична 
стабільність ампліфікованих ділянок ДНК. Проблема полягає в тому, що 

Рис.1. Електрофореграми RAPD-ПЛР штамів R. solanacearum: 
5712 (1), 8202 (2), 8089 (3), 35 (4), 7954 (5), 4 (6), 7944 (7), 7864 (8), 7859 (9), 

М-маркер молекулярної маси

Fig 1. RAPD-PCR electrophoretic patterns of R. solanacearum strains: 
5712 (1), 8202 (2), 8089 (3), 35 (4), 7954 (5), 4 (6), 7944 (7), 7864 (8), 7859 (9),  

М-DNA ladder
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неможливо встановити: належали сайти гібридизації праймерів до робочих 
генів чи некодуючих мобільних генетичних елементів. Ампліфікація остан-
ніх може бути причиною завищення реальних філогенетичних дистанцій 
між об’єктами дослідження [17]. Проблема вирішується збільшенням 
числа RAPD-праймерів, що використовуються для дослідження певної 
групи мікроорганізмів. Однак, використання навіть 30 довільних декамер-
них праймерів при вивчені локальної популяції R. solanacearum в межах 
одного агроценозу, виявило середнє значення генетичної спорідненості 
між ізолятами − 60%. У цій же роботі, генетичні дистанції клонової 
лінії, між вихідною культурою і бактеріями дев'ятої генерації на штучних 
поживних середовищах, сягала 30% [18]. Всі ці дані вказують на виражену 
генетичну нестабільність та високі темпи еволюції, характерні для виду. 
Той факт, що для штамів R. solanacearum фенотиповий прояв мінливості 
виражений меншою мірою [19], свідчить про участь некодуючих ділянок 
ДНК в пластичності геному. 

Побудована за результатами RAPD��������������������������  -аналізу дендрограма пред-
ставлена двома основними кластерами (рис.  2). В першому кластері 
виділяється дві підгрупи: одна з них утворена штамами 7859, 7944 і 7864 
– представниками біовару 1, до якого належить і 5712, що виділяється 
окремою гілкою в кластері. Друга підгрупа об’єднує шт. 8202 (біовар  4) 
і шт. 4 (біовар не встановлений). Другий кластер містив штами 8089, 
7954 (біовари 3 і 2, відповідно) і 35 (біовар не встановлений). 

Рис. 2. Дендрограма, побудована на основі аналізу генетичних дистанцій між 9 
штамами R. solanacearum з використанням методу UPGMA

Fig. 2. Dendrogram constructed by using of UPGMA method, showing correlation 
between RAPD-PCR profiles of 9 R. solanacearum strains
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Те, що штами із першим типом структури ОПС – 7859 і 8202, чи його 
варіації (шт.7944), знаходяться в одному кластері RAPD дендрограми, 
не дає підстав говорити про кореляцію між вказаними класифікаційними 
схемами. Це підтверджується тим, що серед отриманих, відсутні унікальні 
амплікони для носіїв першої структури ЛПС, а праймер OPD04 для ДНК 
штамів 7859 і 8202 взагалі не утворив однакових за довжиною продуктів 
реакції (рис. 3). Поряд з цим, шт. 8089, який вирізняється серед більшості 
унікальністю жирнокислотного складу та структурою ОПС, виявився 
генетично тотожним дослідним штамам R. solanacearum. 

Рис. 3. RAPD-профілі R. solanacearum, утворені праймером BL26 штамів: 
7859 (1), 8202 (2), M – маркер молекулярної маси

Fig. 3. RAPD-PCR profiles generated with primer BL26 of R. solanacearum 
strains: 7859 (1), 8202 (2), M – DNA ladder

Таким чином проведена RAPD-ПЛР дала змогу здійснити кластеризацію 
9 штамів R. solanacearum. Згідно отриманих результатів, штами першого 
біовару проявили генетичну спорідненість. Розкриття глибшої кореляції 
між фенотиповими властивостями бактерій та генетичними дистанціями 
між ними обмежується кількістю об’єктів дослідження за високих значень 
їхньої внутрішньовидової гетерогенності. 
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ОЦЕНКА ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ГЕТЕРОГЕННОСТИ ШТАММОВ 
RALSTONIA SOLANACEARUM НА ОСНОВЕ RAPD-ПЦР 

АНАЛИЗА

Реферат

Проанализировано 9 штаммов Ralstonia solanacearum Междуна-
родной коллекции фитопатогенных бактерий, а также коллекции отдела 
фитопатогенных бактерий Института микробиологии и вирусологии име-
ни Д.К. Заболотного с использованием RAPD-ПЦР анализа. Согласно 
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полученным результатам показан высокий уровень генетической гете-
рогенности объектов исследования и построена дендрограмма, которая 
отображает генетические дистанции между штаммами. Распределение 
штаммов по кластерам дендрограммы выявило определенную законо-
мерность для представителей первого биовара. Среди амплификованных 
последовательностей не выявлено таких, которые коррелируют с детер-
минацией хемотипа липополисахарида.

Кл  ю чев   ы е  слова     : RAPD-ПЦР, Ralstonia solanacearum, гене-
тические дистанции, липополисахарид.

R.V. Grytsay1,2, L.D. Varbanets1, O.S. Brovarska1, N.V. Zhytkevytch1, 
T.N. Oliynyk2

1 Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NASU, 154, Academician 
Zabolotny str., Kyiv, D03680, Ukraine

2Institute for potato Research, NAAS of Ukraine, 22,Chkalova str., Nemishaeve, Kyiv 
region, 07853, Ukraine

EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY OF RALSTONIA 
SOLANACEARUM STRAINS USING RAPD-PCR

Summary

There were analysed 9 strains of Ralstonia solanacearum, obtained from 
New Zealand collection and collection of the Department of phytopathogenic 
bacteria of D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology on the 
basis of RAPD-PCR. According to the obtained results high level of genetic 
diversity was established and phylogenic tree was constructed. The distri-
bution of the strains into genetic clusters shown similarity between the 
strains of biovar 1. No association was found between amplified sequences 
and determination of lipopolysaccharide chemotypes.

K e y  w o r d s : RAPD-PCR, Ralstonia solanacearum, genetic distances, 
lipopolysaccharide.
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ЕКСПРЕСИВНIСТЬ IЗОФОРМ КАРБОКСИЛЕСТЕРАЗИ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 
ЗА КУЛЬТИВУВАННЯ НА СЕРЕДОВИЩАХ РIЗНОГО 

СКЛАДУ

За допомоги методу електрофоретичного розподілу в поліакриламідному 
гелі було досліджено експресію ізоформ карбоксилестерази міцелію 
Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst) зрощеного на різних середовищах. 
Найбільша кількість ізоформ з найвищою експресивністю була 
визначена у зерновому міцелії, отриманому на вівсяному субстраті. 
В міцеліальній культурі, отриманій на рідкому середовищі, виявлено 
від трьох до шести ізоформ залежно від субстратної композиції. У 
міцелії з щільного середовища сусло-агар виявлено дві активні ізоформи 
ферменту.

К л ю ч о в і  с л о в а : ізоформи карбоксилестерази, Ganoderma  
lucidum.

Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst) відомий як лікарський гриб 
вже більше двох тисяч років. Його активно культивують для отримання 
біологічно активних добавок �����������������������������������������[1–4]. Вирощування даної культури в штуч-
них умовах пов'язане з низкою труднощів, а саме з високим ступенем 
варіабельності залежно від складу субстрату та умов культивування [5], 
що яскраво відображається на морфологічних ознаках плодового тіла. 
Цей факт, очевидно, обумовлений зміною активності ферментних систем, 
що може впливати і на якості лікарських властивостей гриба. Про зміни, 
що відбуваються на ферментативному рівні, ми можемо судити вивчаючи 
поліморфізм молекулярних форм деяких ферментів, що добре ідентифі-
куються. Таким маркерним ферментом для Ganoderma lucidum може 
служити карбоксилестераза. Цей фермент каталізує гідроліз складних 
ефірів, дає при електрофоретичному розділенні чітко розподіленні спектри 
множинних молекулярних форм [6, 7], тому може бути використаний в 
оцінці модифікаційної мінливості гриба.

© С.Л. Мірось, Л.Ф. Дьяченко, Н.С. Бобрешова, О.С. Багаєва, В.О. Iваниця, 2011
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Метою даної роботи було вивчення мінливості спектрів множинних 
молекулярних форм карбоксилестерази Ganoderma lucidum залежно від 
умов культивування. У зв’язку з поставленою метою розв’язувалися такі 
задачі: отримати екстракти з міцелію Ganoderma lucidum, зрощеного 
на різних видах субстратів – твердому агаризованому, рідкому та на 
зерні, провести електрофоретичний розподіл множинних молекулярних 
форм карбоксилестерази та визначити експресивність окремих ізоформ 
ферменту.

Матеріали і методи
У роботі використовували штам Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst. 

Iнституту сільськогосподарської генетики (м. Ханой). 
Таблиця 1

Склад поживних середовищ 

Table 1
Composition of the nourishing substrats 

Спосіб культивування Варіант Склад середовища

Культивування на поверхні 
щільного середовища

1 сусло-агар

Глибинне культивування

2
дріжджовий екстракт – 10 г, FeSO4 · 7H2O 
– 13 мг, ZnSO4 · 7H2O – 4 мг, вода – до 1 л
рН = 5,2

3
гречане борошно – 2%, вода – до 1 л
рН = 5,2

4
вівсяне борошно – 2 %, вода – до 1 л
рН = 5,2

Культивування на зерні

5
Пшениця – 1 кг, крейда – 30 г, гіпс – 120 г, 
вода – 2 л

6
Овес – 1 кг, крейда – 30 г, гіпс – 120 г, 
вода – 2 л

7
Ячмінь –1кг, крейда – 30 г, гіпс – 120 г, 
вода – 2 л

Міцелій, що було отримано вищезазначеними способами культивуван-
ня (табл. 1), вносили у 0,1 М гліцин-NaOH буфер, з 1% тритона Х-100, 
обробляли методом заморожування-відтавання і розтиранням в ступці на 
холоді, після чого проби центрифугували на холоді при 10000 g протягом 
15 хв. Досліджувані екстракти стандартизували за масою міцелію.

Електрофоретичне розділення молекулярних форм карбоксилестерази 
проводили в 7% поліакриламідному гелі. Після електрофоретичного роз-
ділення відмиті блоки гелів інкубували в 0,1 М тріс-гліциновому буфері 
рН 7,4, що містить діазоній і 25 мг β-нафтилпропіоната, який викорис-
товували як субстрат.
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Одержані електрофореграми сканували і аналізували за допомоги 
спеціальної ліцензійної комп'ютерної програми «АнаИС», визначали по-
казник Rf, кількість одержаних ізоформ і експресивність, яку виражали 
у відносних одиницях оптичної щільності (ΔDo) забарвлених кінцевим 
продуктом реакції ферментативних зон. Експеримент проводили в трира-
зовій повторності. Статистичне опрацювання первинних даних проводили 
згідно [8] з використанням непараметричного критерію Уілкоксона. 

У роботі використовували реактиви фірм «Reanal» (Угорщина), 
«Chemapol» (Чехія), «Ferak» (Німеччина), а також установку для 
вертикально-пластинчатого електрофорезу марки «VE-4» російського 
виробництва.

Результати та їх обговорення 
Дослідження множинних молекулярних форм (ММФ) карбоксилес-

терази міцелію Ganoderma lucidum, узятого з різних культур, показало 
що їх кількість та експресивність значно різниться залежно від умов 
культивування та складу поживного середовища (рис. 1).

 

Рис.1. Електрофореграми досліджуваних зразків міцелію Ganoderma lucidum

Fig. 1. Electrophorogrammes of the varieties of mycelium Ganoderma lucidum
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Як видно з наведених електрофореграм найменша кількість смуг 
(2 і зоформи), що відповідають різним молекулярним формам ферменту, 
спостерігалася у варіанті з культивуванням міцелію на щільному серед-
овищі – сусло-агарі, найбільша кількість (9 ізоформ) була визначена у 
шостому варіанті (зерновий міцелій, отриманий на вівсяному субстраті). 
Iнші види зернового міцелію вирощеного на пшениці та ячмені мали по 
6 і 7 ізоформ, відповідно. 

Отримана на рідкому середовищі культура гриба мала наступний спектр 
ММФ: з додаванням дріжджового екстракту – 3 смуги, на гречаному і 
вівсяному борошні – по 6 смуг. 

Результати денситометрії електрофореграм наведено у табл. 2. З двох 
ізоформ, що детектуються при електрофорезі міцелію, зрощеного на 
сусло-агарі, більш активна повільно мігруюча форма з відносною рухли-
вістю Rf 0,350 (74% всієї експресивності), средньорухлива форма з Rf 
0,510 у 2,8 разів є менш активною.

Таблиця 2
Експресивність ізоформ естерази G. lucidum при культивуванні на різних 

середовищах, ΔD

Table 2
Expressions of esterase isoforms of G. lucidum at cultivation 

on different substrats, ΔD

Rf
Варіант

0,270 0,350 0,400 0,510 0,530 0,610 0,650 0,710 0,760 0,820 Σ

1 – 0,139 – 0,048 – – – – – – 0,187

2 – 0,422 – 2,200 0,263 – – – – – 2,885

3 0,685 0,216 – 3,170 – – 0,211 0,286 0,351 – 4,919

4 1,570 0,578 – 3,950 – – 0,012 0,089 0,190 – 6,389

5 – 0,218 0,094 5,260 0,561 0,513 0,285 0,057 – – 6,988

6 0,380 5,270 – 4,820 3,670 0,480 0,390 0,182 0,131 0,192 15,515

7 – 1,250 – 2,210 2,020 – – 0,145 0,064 0,179 5,868

На електрофореграмах міцелію, одержаного при глибинному культи-
вуванні G. lucidum на дріжджовому екстракті за відносною рухливістю 
ідентифікується тільки 3 ізоформи (Rf 0,350; 0,510; 0,650). Найбільш 
активна ізоформа з Rf 0,510 (76% всієї експресивності). У двох інших 
варіантах, при використанні гречаного та вівсяного борошна, ідентифі-
кується по 6 форм естерази (Rf 0,270; 0,350; 0,510; 0,650; 0,710; 0,760), 
які відрізняються своєю експресивністю залежно від складу середовища. 
Найбільшу експресивність в обох варіантах має також средньорухлива 
форма з Rf 0,510 (64% та 61%, відповідно). 
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У зерновому міцелії гриба визначається від 6 до 9 форм карбоксилес-
терази. Електрофореграми ізоформ ферменту при використанні як серед-
овища зерна пшениці (варіант 5) відрізняються від електрофореграм при 
культивуванні на інших поживних середовищах присутністю ізоформи з 
відносною рухливістю 0,400. 

В міцелії гриба, вирощеного на зерні ячменю (варіант 7), детектується 
6 форм естерази, проте дві з них (Rf 0,760 і 0,820) мають іншу відносну 
рухливість, ніж у варіанті з пшеницею. Найбільша експресивність у 
варіантах 5 та 7 характерна для середньорухливої ізоформи з Rf 0,510.

Електрофореграми зернового міцелію, отриманого на вівсі (варіант 6), 
налічують найбільшу кількість ММФ карбоксилестерази, відрізняються 
однією малорухливою формою (Rf 0,270) і найбільшою експресивністю 
ізоформи з Rf 0,350. 

 Сумарна експресивність ферменту також залежить від середовища 
культивування ганодерми. Математичне опрацювання результатів пока
зало, що на статистичному рівні значущості р < 0,05 значення сумарної 
експресивності карбоксилестерази досліджуваних варіантів розрізняються 
між собою (у всіх можливих варіантах порівняння критерій Uфакт. = 0). 

Мінімальна експресія ��������������������������������������������естерази у міцелію спостерігається при куль-
тивуванні його на щільному середовищі сусло-агар (0,187 відн.од). 

Серед варіантів глибинного культивування якнайменшу сумарну 
експресивність карбоксилестерази має варіант 2 (з дріжджовим екстра-
ктом) – 2,885 відн.од. Вирощування на гречаному борошні підвищує 
експресивність карбоксилестрази міцелію у 1,7 разу (до 4,919 відн.од), 
а вирощування на вівсяному борошні – у 2,2 разу (до 6,389 відн.од) по-
рівняно з використанням дріжджового екстракту. 

У зерновому міцелію найменша ферментативна активність естерази 
спостерігалася у варіанті 7 з використанням ячменю (5,868 відн.од). При 
заміні його на пшеницю експресія зростала на 19% (до 6,989 відн.од), а 
у присутності вівса – в 2,6 разу (до 15,515 відн.од).

Таким чином, нами було встановлено, що у міцелії Ganoderma lucidum 
детектується до 10 ізоформ карбоксилестерази, серед яких одночасно 
можуть проявляти свою активність від 2 до 9 в залежності від умов ви-
рощування. Максимальна кількість ізоформ карбоксилестерази (9) та, 
відповідно, й максимальна експресивність ферменту (15,515 відн.од) спо-
стерігається при вирощуванні гриба на вівсяному зерновому субстраті. Дві 
середньорухливі форми ферменту з відносною рухливістю Rf 0,350 та 0,510 
визначаються у всіх варіантах незалежно від способу культивування та 
складу поживного середовища. Зважаючи на функції карбоксилестерази 
в грибному організмі, а саме гідроліз амідних та ефірних зв’язків полі-
мерних молекул [9-11], можна припустити, що підвищена експресивність 
цього ферменту та збільшення кількості ізоформ пов’язано із ступенем і 
швидкістю засвоювання субстрату та адаптивними властивостями міцелію 
гриба. Які саме з визначених нами форм ферменту є продуктами різних 
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генів, а які набувають відмінності на посттрансляційному рівні ми поки 
що говорити не можемо, тому всі детектовані електрофоретичні варіанти 
карбоксилестерази в проведеному дослідженні визначали як ізоформи.
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ЭКСПРЕССИВНОСТЬ ИЗОФОРМ КАРБОКСИЛЭСТЕРАЗЫ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ НА СРЕДАХ РАЗНОГО СОСТАВА

Реферат

С помощью метода электрофоретического распределения в полиакри-
ламидном геле была исследована экспрессия изоформ карбоксилестеразы 
мицелия Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst, выращенного на сре-
дах разного состава. Наибольшее количество изоформ с наибольшей 
экспрессивностью было получено в зерновом мицелии, выращенном 
на овсяном субстрате. Мицелиальная культура, полученная на жидкой 
среде, давала от трёх до шести изоформ в зависимости от субстратной 
композиции. В мицелии, полученном на твердой среде сусло-агар было 
зарегистрировано две активные изоформы. 

Кл  ю чев   ы е  слова     : изоформы карбоксилестеразы, Ganoderma 
lucidum.

S.L. Miros, L.F. Dyatchenko, N.S. Bobreshpova, O.S. Bagaeva, 
V.O. Ivanytsia

Odesa National Mechnуkov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, 

Ukraine, e-mail: till2002@mail.ru

EXPRESSIONS OF CARBOXYLESTERASE ISOFORMS  
OF GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

IN DIFFERENT GROWING CONDITIONS

Summary

Using the method on the alkaline preliminary electrophoretical distribu-
tion in the polyacrylamide gel the expression of carboxylesterases isoforms 
of Ganoderma lucidum (Сurtis) P. Karst cultivation mycelium from the 
different substrates composition has been described. The most quantity (9) 
and the most expression of carboxylesterase isoforms (15,515) were detected 
in the mycelium from oat-grain substrate. In the case of Ganoderma liquid 
culture there were obtained from 3 to 6 isoforms depending on the substrate 
composition. The spawn has only two active isoforms of carboxylesterase. 

K e y  w o r d s :  isoforms of carboxylesterase, Ganoderma lucidum.
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ВПЛИВ ЕКЗОМЕТАБОЛIТIВ STREPTOMYCES 
RECIFENSIS VAR. LYTICUS НА РIСТ ГРИБА 

PLEUROTUS OSTREATUS 

Встановлено стимулювальний ефект культуральної рідини штамів 
стрептоміцету Streptomyces recifensis var. lyticus у відношенні ростових 
показників міцелію їстівного гриба роду Pleurotus  оstreatus. Показники 
швидкості росту, діаметру колоній, ростового коефіцієнту P. оstreatus 
зростають, в порівнянні з контролем, у присутності екзометаболітів 
досліджуваних штамів стрептоміцету.

К л ю ч о в і  с л о в а : культуральна рідина, стрептоміцет, Pleurotus 
ostreatus, літичні ферменти, міцелій.

Мікроорганізми є потенційними продуцентами біологічно-активних 
речовин – стимуляторів метаболічних процесів у живих організмів. Відо-
мо, що біопрепарати, створені на основі екзо- та ендометаболітів бактерій 
та грибів, здатні поліпшувати ріст та розвиток рослин, тварин, грибів 
та мікроорганізмів [6, 9, 11, 14]. Застосування стимуляторів мікробного 
походження в рослинництві, тваринництві, рибництві та бджільництві 
перспективно у зв’язку із спрощенням їх отримання, дешевизною, висо-
кими детоксикаційними властивостями в організмі, а також здатністю 
легко зв’язуватися у клітині і катаболізуватися [13]. З огляду на те, що 
стрептоміцети є активними продуцентами антибіотиків, ферментів, віта-
мінів, амінокислот, гетероауксинів та інших біологічно активних речовин, 
вони є важливими об’єктами біотехнології. 

В літературі інформація про вплив на ріст їстівних грибів метаболітів 
стрептоміцетів відсутня. З кожним роком обсяг виробництва їстівних 
грибів зростає, що потребує більш глибокого вивчення біології культур 
грибів та удосконалення методів їх вирощування [1, 3]. На підставі про-
аналізованих даних літератури, зроблено висновок щодо можливості 
використання культуральної рідини штамів стрептоміцету Streptomyces 
recifensis var. lyticus як стимулятора ростових процесів Pleurotus 
ostreatus (глива звичайна).

© О.М. Алєксєєнко, I.В. Жерносєкова, А.I. Вінніков, 2011
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Метою даної роботи було визначення впливу екзометаболітів стреп-
томіцету Streptomyces recifensis var. lyticus на ріст міцелію їстівного 
гриба P. ostreatus (глива звичайна).

Матеріали і методи 
В роботі була використана 72-годинна культуральна рідина (КР) 

штамів Streptomyces recifensis var. lyticus 2435 (батьківський) і 2Р-15 
(рифампіциностійкий) відділена від біомаси при центрифугуванні та 
агарова культура грибного міцелію гливи звичайної P. ostreatus (штам 
Китайський чорний) віком три тижні. 

Штам Streptomyces recifensis var. lyticus 2435 синтезує комплекс 
літичних ферментів (протеїнази, амілази, ліпази, целюлази, глікозидази, 
ендопептидази) та стимулятор росту, які проявляють бактеріо-, 
дріжджелітичну та рістстимулюючу активність [12, 17]. Рифампіциностійкий 
штам Streptomyces recifensis var. lyticus 2Р-15 також проявляє 
стимулюючу дію, синтезує високоактивні глікозидази, ендопептидази, 
протеази та не продукує дріджолітичні ферменти [5, 12].

Для виявлення впливу екзометоболітів стрептоміцету на ріст 
міцелію гливи звичайної, останній вирощували на твердому живильному 
середовищі такого складу: відвар картоплі та агар-агар (1000 мл; 20 г/л) 
[1, 8], в який до стерилізації додавали культуральну рідину штаму Strep-
tomyces recifensis var. lyticus 2435 або 2Р-15 в концентраціях: 0,001%, 
0,01%, 0,1% ,1%. Суміш автоклавували при 1,5 атм протягом 40 хв. Як 
контроль використовували міцелій вирощений на картопляному агарі без 
додавання КР. Проводили засів трьохтижневого агаризованого міцелію 
штаму Китайський чорний блочком діаметром 8 мм, розташовуючи його 
повітряним міцелієм донизу [4]. Спостерігали за ростовими змінами 
P. ostreatus під впливом різних концентрацій КР штамів Streptomyces 
recifensis var. lyticus 2435 і 2Р-15 у динаміці розвитку гриба при 27 °С 
[15, 16]. Діаметр колонії гриба вимірювали у двох напрямках у кожному 
з 3-х повторів на 3-ю, 4-ту та 5-ту добу.

Швидкість лінійного росту визначали за формулою [10]:

V=S/t,

де V – швидкість росту (мм/доба);
S – діаметр колонії (мм);
t – час культивування (доба);
Густину колонії відмічали за 3-х бальною системою (1 – рідка, 2 – 

середня, 3 – щільна). На основі отриманих даних обчислювали ростовий 
коефіцієнт (РК) за формулою [2]:

РК=d·h·g/t,
де d – діаметр колонії (мм);
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h – висота колонії (1 мм);
g – щільність колонії (бал);
t – вік колонії (год);
Досліди проводили у 3-х повторах та обчислювали статистично з 

використанням t-критерію Стьюдента з вірогідністю 95% [7].

Результати та їх обговорення
В результаті проведеного експерименту було виявлено пряму коре-

ляцію залежності збільшення діаметру колонії гливи від концентрації 
КР штаму 2Р-15, внесеної у тверде картопляне середовище. Міцеліальні 
колонії гливи найбільшого діаметру (54,3±1,0 мм та 50,8±0,3 мм) виросли 
на 5-ту добу культивування при додаванні у середовище культуральної 
рідини штаму 2Р-15 в концентраціі 1,0% та 0,1%, відповідно, що до-
стовірно перевищило контроль на 11% та 4% (табл.  1). Найменший 
діаметр колонії 48,5±0,8 мм встановлено при додаванні у середовище 
мінімальної концентрації культуральної рідини, що практично співпадало 
з контрольним рівнем. 

Таблиця 1
Вплив культуральної рідини Streptomyces recifensis var. lyticus 2Р-15 на ріст 

міцелію Рleurotus ostreatus

 Table1
Influence of cultural liquid Streptomyces recifensis var. lyticus 2Р-15 

on the growth of mycelium Рleurotus ostreatus

Концент
рація 

культу
ральної 
рідини
(%)

Діаметр колоній (мм)
Швидкість росту колоній (мм/

доба)
Гу-

стина 
колонії
(бал), 
5 доба

Ростовий 
коефі
цієнт 
(%),
5 доба

3 доба 4 доба 5 доба 3 доба 4 доба 5 доба

0,001 18±0,3 29,5±0,3 48,5±0,8 6,00±0,09* 7,38±0,14 9,7±0,15 2 81

0,01 17,7±0,9 30,5±1,5 49,2±0,7 5,89±0,06 7,63±0,07 9,8±0,18 2 82

0,1 19,3±0,5 31,0±0,7 50,8±0,3* 6,44±0,06 7,75±0,19 10,2±0,27 3 127

1,0 20,5±0,1* 33,5±0,4* 54,3±1,0* 6,84±0,17 8,38±0,5 10,87±0,35* 3 136

контроль 19,2±0,4 30,5±0,8 49,0±0,6 6,4±0,1 7,63±0,07 9,8±0,12 2 82

Примітка:* – різниця між контрольним і дослідним варіантами достовірна на 0,05% 
рівні значимості.

Згідно отриманих даних було визначено швидкість росту міцелію 
гливи звичайної на 5-ту добу. У контролі вона становила 9,8±0,12 мм/
добу. Найвищий показник швидкості росту – 10,87±0,35 мм/добу пере-
вищував показник контролю на 11% і спостерігався при додаванні 1% 
культуральної рідини, що призвело до максимального збільшення діа-
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метру колонії. Крім того, було визначено густину колонії гриба за трьох 
бальною шкалою. У контрольних та дослідних зразках з концентраціями 
КР 0,001% та 0,01% колонії були більш «прозорими», не пухнастими 
і ватяними, що візуально відповідало двом балам. При розрахунку рос-
тового коефіцієнту найвище значення 136% отримано за найвищої кон-
центрації культуральної рідини, що перевищувало контроль в 1,7 разу.

В порівнянні з наведеними вище результатами досліджень, при ви-
користанні культуральної рідини батьківського штаму Streptomyces re-
cifensis var. lyticus 2435 стимулювальний ефект отримали при низьких 
досліджених концентраціях. Так, концентрації КР штаму Streptomyces 
recifensis var. lyticus 2435 0,001% і 0,01% були ефективнішими за вищі 
(0,1% та 1%). Діаметр колоній гриба на 5-ту добу становив 49,3±0,1 мм, 
50,2±0,3 мм, що недостовірно перевищувало контроль лише на 2% та 
4%, відповідно. Найменший діаметр колонії – 48,0±0,5 мм  отримано 
при додаванні у середовище 0,1% КР, отже ріст гливи не досягав 
контрольного значення (табл. 2).

Таблиця 2
Вплив культуральної рідини Streptomyces recifensis var. lyticus 2435 на ріст 

міцелію Рleurotus ostreatus

 Table 2
Influence of cultural liquid Streptomyces recifensis var. lyticus 2435 on the growth 

of mycelium Рleurotus ostreatus

Концент
рація 

культу
ральної 
рідини
(%)

Діаметр колоній (мм)
Швидкість росту колоній 

(мм/доба) Густи
на 

колонії
(бал),
5 доба

Росто-
вий 

коефі
цієнт
(%),
5 доба

3 доба 4 доба 5 доба  3 доба 4 доба 5 доба

0,001 18,0±0,3* 32,0±0,3* 49,3±0,1 6,00±0,09 7,88±0,07 9,87±0,02* 2 82

0,01 19,3±0,2 31,2±0,7 50,2±0,3* 6,44±0,06 7,79±0,08 10,03±0,07* 3 126

0,1 18,3±0,5 29,5±0,6 48,0±0,5 6,11±0,15 7,37±0,14 9,60±0,10 3 120

1,0 18,7±0,6 30,3±0,9 48,5±0,8 6,22±0,20 7,59±0,22 9,70±0,15 3 121

контроль 19,0±0,1 30,0±0,5 48,5±0,5 6,33±0,10 7,42±0,20 9,71±0,05 2 81

Примітка:* – різниця між контрольним і дослідним варіантами достовірна на 0,05% 
рівні значимості.

Показник швидкості росту на 5-ту добу склав 10,03±0,17 мм/добу, що 
встановлено при додаванні 0,01% КР штаму Streptomyces recifensis var. 
lyticus 2435. Тобто, спостерігалось незначне підвищення швидкості росту 
гливи на 3% у порівнянні з контролем, що і було наслідком незначного 
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збільшення діаметра колоній. У той же період, найнижчі показники мали 
колонії гриба, які виросли на живильному середовищі з 0,1% та 1% КР. 
Крім того, зразки з внесенням 0,01%, 0,1% та 1% культуральної рідини 
мали більш щільний ватоподібний міцелій ніжно-білого забарвлення, який 
візуально оцінено в три бали.

Ростовий коефіцієнт 126% був максимальним при додаванні 0,01% 
культуральної рідини штаму Streptomyces recifensis var. lyticus 2435, що 
перевищило контроль в 1,6 разу. 

Таким чином, можна констатувати, що для культивування їстівного 
гриба роду Р. оstreatus можливо використання метаболітів стрептоміцету, 
що містяться у КР штамів Streptomyces recifensis var. lyticus 2435 та 
2Р-15, як стимулювальні речовини ростових процесів гриба. Встановлено, 
що показники росту гриба значно зростали при дії КР штама Streptomy-
ces recifensis var. lyticus 2Р-15. З отриманих експериментальних даних 
можна зробити висновок, що ефект стимуляції залежить від штамових 
особливостей продуцентів біологічно-активних речовин та концентрації 
КР, що вноситься у живильне середовище гливи.
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ВЛИЯНИЕ ЭКЗОМЕТАБОЛИТОВ STREPTOMYCES 
RECIFENSIS VAR. LYTICUS НА РОСТ ГРИБА PLEUROTUS 

OSTREATUS

Реферат

Установлен стимулирующий эффект культуральной жидкости 
штаммов стрептомицета Streptomyces recifensis var. lyticus в отношении 
ростовых показателей мицелия съедобного гриба рода Pleurotus оstreatus. 
Показатели скорости роста, диаметра колоний, ростового коэффициента 
P. оstreatus увеличиваются по сравнению с контролем в присутствии 
экзометаболитов исследуемых штаммов стрептомицета.

Кл  ю чев   ы е  слова     : культуральная жидкость, стрептомицет, 
Pleurotus ostreatus, литические ферменты, мицелий.
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STUDY OF STREPTOMYCES RECIFENSIS VAR. LYTICUS 
EXOMETABOLITES INFLUENCE ON THE GROWTH  

OF MUSHROOM PLEUROTUS OSTREATUS

Summary

Stimulating effect of cultural liquid of strains Streptomyces recifensis 
var. lyticus was shown relatively to the growth parameters of mushroom 
Pleurotus. ostreatus. Growth speed, colony diameter, the coefficient of 
growth of P. ostreatus was increased in the presence of streptomycetes 
strains exometabolites comparied with control.

K e y  w o r d s : cultural liquid, streptomyces, Pleurotus ostreatus, lytic 
enzymes, mycelium.
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ВИЯВЛЕННЯ ШТАМIВ RHIZOBIUM VITIS 
I R. RADIOBACTER МЕТОДОМ ПЛР 

З ВИКОРИСТАННЯМ ПРАЙМЕРIВ ДО РIЗНИХ 
ПОСЛIДОВНОСТЕЙ ГЕНОМУ

Методом полімеразної ланцюгової реакції виявлено наявність 
патогенних штамів ������������������������������������������������Rhizobium vitis і R. radiobacter у тканинах без-
симптомних рослин і у пухлинах винограду. Проведено порівняльне 
тестування з використанням п'яти пар праймерів до різних ділянок 
геному цих бактерій. Показано, що у рослинах винограду сорту Кабер-
не Совіньон патогенні штами складали 18,5% від загальної популяції 
Rhizobium. 
 
К л ю ч о в і  с л о в а : Rhizobium vitis, R. radiobacter, полімеразна лан-
цюгова реакція, бактеріальний рак винограду.

Бактеріальний рак – це захворювання, поширене в усіх регіонах куль-
тивування винограду. Серед сортів винограду виділяють як більш, так 
і менш сприйнятливі до бактеріального раку, але повністю резистентні 
сорти невідомі [5]. Сорт Каберне Совіньон є одним з найбільш чутли-
вих до ураження бактеріальним раком в умовах України [1]. Саме тому 
необхідною постає своєчасна та високоточна діагностика захворювання 
на насадженнях, призначених для виробництва садивного матеріалу ви-
нограду. 

Оскільки бактеріальний рак винограду – це системна інфекція, 
за якої збудники поширюються по судинах рослини, для діагностики 
латентного захворювання здійснюють виділення бактерій Rhizobium 
vitis і R.  radiobacter (за колишньою номенклатурою – Agrobacte-
rium vitis і A.  tumefaciens) [4] з пагонів або коріння [1, 11, 14]. Для 
дослідження біологічних властивостей штами збудників звичайно 
виділяють безпосередньо з пухлинної тканини рослин. Iснує низка методик 
детекції патогенних ризобій у пухлинних тканинах, в тому числі ті, що 
передбачають виділення бактерій на живильні середовища [11, 14, 16]. 

Найкращим методом діагностики фітопатогенів є метод полімеразної 
ланцюгової реакції (ПЛР) [16]. При підборі послідовностей праймерів 
у випадку збудників бактеріального раку слід враховувати той факт, 

© Н.В. Ліманська, С.А. Сєрков, Ж.Ю. Сергєєва, В.О. Iваниця, 2011



49Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 2/2011

ВИЯВЛЕННЯ ШТАМIВ RHIZOBIUM VITIS I R. RADIOBACTER МЕТОДОМ ПЛР ...

що R.  vitis і R.  radiobacter характеризуються значною генетичною 
різноманітністю [6, 15]. 

Метою роботи було виявлення штамів R.  vitis і R.  radiobacter у 
рослинах винограду за допомоги ПЛР з різними парами праймерних 
ділянок.

	
Матеріали і методи дослідження
Для дослідження відбирали здерев'янілі пагони, а також пухлинні 

тканини рослин сорту Каберне Совіньон виноградника в Одеській об-
ласті. Відбір проводили влітку і восени 2010 року, по три лози з рослини 
винограду, розташовані ближче до штамбу. Лозу мили, фламбували, 
нарізали на фрагменти 5 мм товщиною, заливали стерильною водою і 
поміщали на добу у холодильник при 4 °С. Отриману суспензію висівали 
на середовище Рой і Сасера [10, 12]. 

Пухлини мили, відважували 1 г та, видаливши верхній шар, подріб-
нювали у 1 мл стерильного середовища LB (pH 7,2) і висівали 100 мкл 
розведень 10-2 та 10-3 на напівселективне середовище Рой і Сасера [12]. 
Колонії, що виросли, підраховували через 7 днів. Досліди проводили у 
трьох-п'яти повторностях. Статистичне опрацювання здійснювали за до-
помоги пакета прикладних програм STATISTICA 6.0.

З колоній, що виросли, здійснювали пересів бактерій на скошений кар-
топляний агар. Iзольовані штами досліджували методом ПЛР з викорис-
танням праймерів до ділянки гена ізопентенилтрансферази та ділянок гена 
ендонуклеази VirD2 плазміди патогенності [17], послідовностей генів virC 
Ті-плазміди [13], а також ділянок хромосомного гена полігалактуронази 
[7, 14]. 

В роботі використовували метод біо-ПЛР [8]. Бактеріальну суспензію 
у концентраціі 108 кл/мл на дейонізованій воді, яка містила Тритон Х-100 
і азид натрію, витримували 10 хв при 95 °С. Зразки центрифугували 5 хв 
при 5700 g, і надосадову рідину використовували для проведення ПЛР [14]. 
Реакційна суміш для проведення ПЛР об’ємом 20 мкл містила по 10 пмоль 
кожного з праймерів, 200 мкМ кожного з дезоксинуклеозидтрифосфатів, 
2 Од Taq-полімерази (“Fermentas”), 2 мM MgSO4, 2 мкл буфера (10х, 
(“Fermentas”). У реакційну суміш вносили по 5 мкл надосадової рідини 
зразка. Ампліфікацію проводили згідно з параметрами Haas et al. 
[17], збільшивши час початкової денатурації до 3  хв, а час елонгації 
в останньому циклі – до 7 хв [3]. Відпал здійснювали при 52 °С, крім 
праймерів до ділянок полігалактуронази, для яких окремо підбирали умови 
ампліфікації. Ампліфікацію здійснювали у програмованому термоциклері 
“BioRad”����������������������������������������������������������� (США). Електрофорез продуктів ПЛР проводили у 1,5% агароз-
ному гелі. Трисборатний буфер для електрофорезу містив бромід етидію 
(“Амплисенс”, Росія). Гель фотографували під УФ–випромінюванням за 
допомоги відеосистеми “GelDoc” “BioRad”.
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Результати досліджень та їх обговорення
Ділянка виноградника, з якої відбирався досліджуваний матеріал, 

містила як рослини з симптомами захворювання, так і безсимптомні рос-
лини, які обстежували на наявність латентної інфекції. 

Посіви індигенної мікробіоти пагонів вісімнадцяти рослин винограду 
та подальше тестування методом ПЛР показали наявність збудників 
бактеріального раку у 67% тестованих зразків. Ймовірно, наявність на 
ділянці великої кількості рослин із пухлинами призвела до проникнення 
фітопатогенних бактерій у здорові рослини. Крім того, можливо й те, 
що досліджені рослини були первинно інфіковані ще під час отримання 
садивного матеріалу, а при висадженні на виноградник самі по собі слу-
гували джерелом поширення фітопатогенів. 

З десяти зразків на напівселективному середовищі штами ризобій 
було виділено із семи зразків пухлинних тканин. Загальна кількість ри-
зобієподібних колоній на середовищі Рой і Сасера склала у середньому 
(3,4 ± 1,4) х 105 на 1 г пухлинної тканини. Для наступного тестування у 
ПЛР було відібрано 65 штамів ризобій, з яких патогенними виявилися 
18,5%. Отримані результати співпадають з даними попередніх дослідни-
ків, що вказують на присутність у пухлинах переважної кількості авіру-
лентних штамів R. vitis і R. radiobacter. Частина таких штамів, ймовірно, 
є представниками нормальної мікробіоти рослини, а решта – штамами, 
що індукували пухлинний процес, а потім стали мутантними за генами 
патогенності внаслідок впливу захисних факторів рослини [9]. 

Первинне виявлення фітопатогенних штамів у ПЛР проводили з 
використанням пар праймерів до послідовності гена ізопентенилтранс-
ферази та ділянок гена ендонуклеази VirD2 Ті-плазміди так, як це було 
рекомендовано Manulis та ін. для тестування садивного матеріалу [11]. 
Так, Manulis та ін. вказують, що використання обох пар праймерів 
при тестуванні рослин, призначених для вегетаційного розмноження, 
дозволяло відібрати садивний матеріал, цілком вільний від збудника 
бактеріального раку [11]. Згідно з дослідженнями Haas та ін. (1995), 
які вперше запропонували використовувати саме ці праймерні ділянки, 
деякі патогенні штами R.  vitis є ipt-негативними і виявляються за 
допомоги праймерів до ділянок virD2 [17]. Згідно з нашими попередніми 
дослідженнями, праймери virD2, дійсно, дозволяли виявити ширше коло 
штамів [2]. Тестування штамів, виділених з рослинного матеріалу сорту 
Каберне Совіньон, показало невелику розбіжність у кількості штамів, 
що несли послідовності ipt і virD2 (17,0% і 18,5%, відповідно). Але при 
використанні праймерів до послідовності virD2 слід враховувати той 
факт, що за їх допомоги виявляється також вид R. rhizogenes, який не 
являє загрози для винограду, тоді як з праймерами до послідовності ipt 
виявляються безпосередньо пухлинотвірні штами [17]. Отже, кількість 
потенційно небезпечних штамів, виявлених у ПЛР з virD2, може бути 
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перебільшеною, і праймери ipt є зручними “маркерами” саме одного з 
генів, що відповідає за пухлинне переродження тканин [2, 11, 17]. 

Iзольовані штами тестували у ПЛР також з використанням праймерів 
до послідовностей генів virC Ті-плазміди (праймери VCF3/VCR3 і VCFb3/
VCRb3) і гена полігалактуронази (праймери PGF/PGR). Праймери VCF3/
VCR3 [13] було обрано через те, що вони були визнані кращими для 
виявлення R. vitis і R. radiobacter у винограді згідно з дослідженням 
Kumagai та ін. [8]. Suzaki та ін. було запропоновано праймерні ділянки 
VCFb3/VCRb3 [13], які є цікавими через амплікони великого розміру, що 
можуть бути надалі використані для рестрикційного аналізу при вивченні 
генетичного поліморфізму всередині популяцій R. vitis і R. radiobacter. 

Наші дослідження показали, що ПЛР з праймерами VCF3/VCR3 і 
VCFb3/VCRb3 дозволяє виявити таку ж саму кількість штамів, як і у 
випадку праймерів virD2 і ipt, відповідно (табл. 1).

Таблиця 1
Виявлення R. vitis і R. radiobacter серед ізольованих представників мікробіоти 

винограду методом ПЛР з різними праймерами 

Table 1
Detecting of R. vitis and R. radiobacter strains among the isolated representatives 

of grapevine microbiota by PCR with different primers 

Праймери Послідовність Автор
Виявлено 
штамів, %

ipt 
(CYT/CYT')

5’– GAT CG(G/C) GTC CAA TG(C/T) TGT 
- 3'
5' – GAT ATC CAT CGA TC(T/C) CTT - 3'

Haas et al., 
1995

17,0

virD2 (A/C')
5' – ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT - 3'
5' – TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA 
- 3'

Haas et al., 
1995

18,5

VCF3/ VCR3

5' – GGC GGG CGY GCY GAA AGR AAR 
ACY T - 3'
5' – AAG AAC GYG GNA TGT TGC ATC 
TYA C - 3',
де N – A, C, G або T; R – A або G; Y – C 
або T.

Suzaki et 
al., 2004

18,5

VCFb3/ 
VCRb3

5' – ATC ATT TGT AGC GAC T - 3'
5' – AGC TCA AAC CTG CTT C - 3'

Suzaki et 
al., 2004

17,0

PGF/PGR
5' – GGG GCA GGA TGC GTT TTT GAG - 3'
5' – GAC GGC ACT GGG GCT AAG GAT - 
3'

Herlache 
et al., 1997

90,7
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Праймери PGF/PGR було підібрано до послідовності гена 
полігалактуронази, присутнього у R. vitis, але не у R. radiobacter, при 
цьому даний ген виявляється як у патогенних, так і у непатогенних штамів 
[7]. ПЛР з праймерами PGF/PGR потребувала оптимізації параметрів у 
порівнянні із запропонованими [7, 14]. Так, через неспецифічні амплікони 
(рис. 1, а) концентрацію йонів магнію було зменшено до 1,25 мМ , а 
температуру відпалу праймерів підвищено до 68 °С. За таких параметрів 
було отримано поодинокі амплікони із заданими розмірами 466 п.о.  
(рис. 1, б).

а б 

Рис. Електрофореграма продуктів ПЛР з ДНК штамів, виділених з рослин 
винограду:

а – температура відпалу праймерів 54 °С, концентрація йонів магнію 2,0 мМ, трек 
1 – маркери молекулярної маси (100 – 1000 п.о.), треки 2 і 3 – продукти ПЛР з 
праймерами PGF/PGR; б – температура відпалу праймерів 68 °С, концентрація 
йонів магнію 1,25 мМ, трек 1 – маркери молекулярної маси (100 – 1000 п.о.), 

трек 3 – продукт ПЛР з праймерами PGF/PGR.

Fig. Electrophoregrame of PCR products with DNA of strains isolated from 
grapevine plants:

a – annealing temperature is 54 °С, Mg++ concentration is 2,0 mM, track 1 – 
markers of molecular weight, tracks 2 and 3 – products of PCR with PGF/PGR 
primers; b – annealing temperature is 68 °С, Mg++ concentration is 1,25 mM, 

track 1 – markers of molecular weight, track 3 – a product of PCR with PGF/PGR 
primers.

	
Серед 65 штамів, виділених з винограду на напівселективне 

середовище Рой і Сасера, колонії яких були характерні для ризобій, 90,7% 
були визначені як такі, що належать до виду R. vitis. Решта штамів, 
ймовірно, є R. radiobacter, або ж іншими представниками мікробіоти, які 
дають подібні до ризобій колонії. Iз 18,5% штамів патогенних ризобій ген 
полігалактуронази було виявлено у 17,0%, тобто переважна більшість 
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штамів з тканин винограду були представлені видом R. vitis, що співпадає 
з даними інших дослідників [9]. 

Отже, для діагностики латентної інфекції бактеріального раку на 
винограді слід рекомендувати праймери до послідовності ipt і праймери 
virD2 або VCF3/VCR3. Результати досліджень свідчать про переважну 
присутність у тканинах рослин винограду непатогенних штамів R. vitis і 
R. radiobacter (81,5% у порівнянні з 18,5% патогенних). 

Роботу було виконано у рамках держбюджетної теми № 477, що 
фінансується МОНМС України. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ ШТАММОВ RHIZOBIUM VITIS И 
R. RADIOBACTER МЕТОДОМ ПЦР С ПРАЙМЕРАМИ 

К РАЗНЫМ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЯМ ГЕНОМА

Реферат

Методом полимеразной цепной реакции выявлено присутствие 
патогенных штаммов Rhizobium vitis и R.  radiobacter в тканях 
бессимптомных растений и в опухолях винограда. Проведено сравнитель-
ное тестирование с использованием пяти пар праймеров к различным 
участкам генома данных бактерий. Показано, что в растениях винограда 
сорта Каберне Совиньон патогенные штаммы составляли 18,5% от об-
щей популяции Rhizobium.

Кл  ю чев   ы е  слова     : Rhizobium vitis, R. radiobacter, полимеразная 
цепная реакция, бактериальный рак винограда.

N.V. Limanska, S.A. Serkov, Zh.Yu. Sergeeva, V.O. Ivanytsia

Odesa National Mechnykov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine, 
e-mail: limanska@gmail.com

DETECTION OF RHIZOBIUM VITIS AND R. RADIOBACTER 
STRAINS BY PCR WITH THE PRIMERS TO DIFFERENT 

GENOME SEQUENCES

Summary

Pathogenic Rhizobium vitis and R. radiobacter strains in symptomless 
plants and grapevine tumors were revealed by PCR technique. The 
comparative tests with five primer pairs to different siquences of bacterial 
genome were carried out. It was shown that in plants of Cabernet Sauvignon 
cultivar 18.5% from total Rhizobium population were represented by 
pathogenic strains.

K e y  w o r d s : Rhizobium vitis, R.  radiobacter, polymerase chain 
reaction, crown gall of grape. 
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ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
БАКТЕРІЙ THIOCAPSA SP. YA-2003 ЗА ВПЛИВУ 

ГІДРОГЕН СУЛЬФІДУ 

Досліджено ріст фототрофних пурпурових сіркобактерій Thiocapsa sp. 
Ya-2003 за впливу різних концентрацій гідроген сульфіду. Показано, що 
внесення 6, 8 та 10 мМ H2S інгібує ріст досліджуваних сіркобактерій, 
а також утилізацію ними гідроген сульфіду. Визначено активність 
супероксиддисмутази і каталази клітин Thiocapsa sp. Ya-2003. 
Вcтановлено, що гідроген сульфід інгібує досліджуванні ферменти 
клітин сіркобактерій вже у концентрації 6 мМ. 

К л ю ч о в і  с л о в а :  пурпурові сіркобактерії, токсичність, гідроген 
сульфід, каталаза, супероксиддисмутаза.

Утворення гідроген сульфіду спостерігають у Чорному морі, а також 
у водоймах сірковидобувних кар’єрів. У Яворівському районі (Львівська 
область) унаслідок затоплення сірчаного кар’єру утворилося озеро пло-
щею 1080 га [1]. Наявність органічних сполук у воді озера Яворівське 
спричиняє розвиток сульфат- та сірковідновлювальних бактерій, 
продуктом життєдіяльності яких є гідроген сульфід. Останній також може 
утворюватися у результаті вивільнення сульфуру з органічних сполук у 
процесі мінералізації.

У літературі є багато даних про дію гідроген сульфіду на організм 
людини, тварин та деякі мікроорганізми [2, 10, 14], проте не описано 
його вплив на аноксигенні фототрофні бактерії. 

Фотосинтезувальні пурпурові сіркобактерії здатні використовувати 
гідроген сульфід при аноксигенному фотосинтезі. При цьому вони 
очищають від нього водне середовище [5] і є кормом для риб. Відомо, що 
найінтенсивніший ріст цих мікроорганізмів спостерігають за концентрації 
4 мМ H2S [11]. Проте, не відомий вплив високих концентрацій цієї сполуки 
на фотосинтезувальні сіркобактерії.

Метою роботи було дослідити вплив різних концентрацій гідроген 
сульфіду на нагромадження біомаси, його утилізацію, а також активність 
деяких ферментів системи антиоксидантного захисту пурпурових 
сіркобактерій Thiocapsa sp. Ya-2003. 

© I.В. Кушкевич, С.О. Гнатуш, 2011
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Матеріали і методи 
Об’єктом досліджень були фототрофні аноксигенні пурпурові сір-

кобактерії Thiocapsa sp. Ya-2003. Штами сіркобактерій виділені з води 
Яворівського озера, одержані в чистій культурі та ідентифіковані на 
кафедрі мікробіології Львівського національного університету імені Iвана 
Франка [3].

Фототрофні пурпурові сіркобактерії Thiocapsa sp. Ya-2003 культивували 
у середовищі Ван Ніля (рН 7,5) протягом 10 діб за анаеробних умов при 
температурі +25…+28  °С. Освітлення при вирощуванні бактерій було 
цілодобовим, забезпечувалось лампою розжарювання потужністю 75 Вт. 

З метою дослідження здатності сіркобактерій Thiocapsa sp. Ya-2003 
рости за різних концентрацій гідроген сільфіду, до середовища вносили 
5, 6, 8 та 10 мМ Na2S. Останній у водному середовищі гідролізується з 
утворенням H2S. Середовище Ван Ніля у своєму складі містить 4 мМ 
гідроген сульфіду. Це середовище (без додаткового внесення H2S) було 
контрольним у дослідженнях.

Біомасу визначали за мутністю суспензії клітин шляхом її фотоме-
трування на фотоелектроколориметрі КФК-3 (λ=660 нм, оптичний шлях 
3 мм).

Концентрацію гідроген сульфіду визначали за зміною оптичної густини 
внаслідок відновлення метиленового синього [15].

Для отримання безклітинних екстрактів до осаджених і промитих 
0,9% розчином NaCl клітин додавали охолоджений екстрагуючий буфер 
(50 мМ калій-фосатний буфер, рН 7,5, 10-5 М етилендіамінтетраоцтова 
кислота (ЕДТА) – для зв’язування іонів важких металів, 10-5 М феніл-
метилсульфонілфторид (ФМСФ) – для інгібування протеаз, функціону-
ючих при рН, вищих 7,0 і отримували суспензію клітин у концентрації 
50–100 мг/мл.

Клітини руйнували на ультразвуковому дезінтеграторі УЗДН–2Т 
при 22 кГц протягом 5 хв при 0  °С. Отриману суспензію переносили 
в центрифужні пробірки і відокремлювали безклітинний екстракт від 
клітинних уламків центрифугуванням при 12–15 тис. об/хв при 4  °С 
протягом 30 хв на центрифузі ЦР-2.

Для вивчення впливу гідроген сульфіду на активність ферментів, 
вирощену культуру бактерій за різних концентрацій (4; 5; 6; 8 та 10 мМ) 
H2S, відбирали в експоненційній фазі росту, після цього отримували 
безклітинні екстракти і визначали активність ферментів. Концентрацію 
білка визначали методом Лоурі.

Активність каталази визначали спектрофотометрично за кількістю 
ферментованого гідроген пероксиду [13]. Активність супероксиддисму-
тази визначали за ступенем інгібування нею автоокиснення кверцетину, 
концентрацію якого вимірювали спектрофотометрично [4].

Основні статистичні показники вираховували за безпосередніми да-
ними (трьохкратна повторність, середнє арифметичне – М, стандартна 
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похибка – m). Для оцінки достовірності різниці між статистичними ха-
рактеристиками сукупностей даних обраховували коефіцієнт Стьюдента. 
Достовірною вважалася різниця при показнику достовірності р > 0,05 
[8]. Статистичне опрацювання результатів проводили, використовуючи 
програми Exсel та Origin. 

Результати та їх обговорення
Виділені з Яворівського озера сіркобактерії Thiocapsa sp. Ya-2003 на 

середовищі Ван Ніля утворювали колонії рожево-пурпурового кольору, 
оточені слизом (рис.  1). Вони ростуть лише на світлі за наявності в 
середовищі гідроген сульфіду. При мікроскопуванні їх клітини мають 
сферичну або овальну форми діаметром 1,0–3,0 мкм. Клітини не містять 
газових вакуолей, нерухомі. Спостерігається контрастування глобул 
сірки всередині клітин, як це описано для представників пурпурових 
сіркобактерій [5,  11]. Мікроорганізми розміщуються поодиноко або в 
агрегатах по 2–4 клітини.

Рис. 1. Колонії бактерій Thiocapsa sp. Ya-2003 на агаризованому середовищі 

Ван Ніля

Fig. 1. Colonies of Thiocapsa sp. Ya-2003 bacteria on the Van Niel medium

Як показали результати наших досліджень, найбільша біомаса 
(2,59±0,07 г/л) була на десяту добу у контрольному варіанті за концен-
трації 4 мМ гідроген сульфіду у середовищі. Збільшенння концентрації 
цієї сполуки до 5 мМ стимулює нагромадження біомаси бактерій протягом 
другої – шостої діб культивування (рис. 2). Після чого, спостерігається 
незначне інгібування росту Thiocapsa sp. Ya-2003. 
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Рис. 2. Вплив гідроген сульфіду на ріст бактерій Thiocapsa sp. Ya-2003

Fig. 2. The influence of hydrogen sulfide on the growth of Thiocapsa sp. 
Ya-2003 bacteria 

Найбільш виражене зниження біомаси відбувалося за внесення 6, 
8 та 10 мМ H2S у середовище культивування. За цих концентрацій ріст 
пригнічувався на шосту добу, порівняно з контролем, на 10, 29, 60%, 
відповідно (рис.  2). Найменша біомаса виявлялася за впливу 10 мМ  
гідроген сульфіду.

Пригнічення росту досліджуваних бактерій за впливу високих кон-
центрацій гідроген сульфіду, можливо, обумовлено дією H2S на мембрани 
цих клітин та на їхні компоненти: структурні білки чи ферменти. Гідроген 
сульфід також впливає на мембранний чи внутрішньоклітинний транспорт 
[2], оскільки відомо про його здатність зв’язувати метали, які можуть 
бути компонентами активних центрів ферментів, задіяних не лише у 
транспорті, але і в метаболічних процесах.

Пурпурові сіркобактерії здійснюють окиснення гідроген сульфіду, 
який є донором електронів у процесі аноксигенного фотосинтезу. У при-
родніх умовах ці бактерії здійснюють біологічне очищення води від цієї 
токсичної сполуки [5, 11]. Як було показано, високі концентрації 6–10 мМ 
H2S пригнічують ріст пурпурових сіркобактерій Thiocapsa sp. Ya-2003. 
Наступним завданням роботи було дослідити використання гідроген 
сульфіду досліджуваними сіркобактеріями за різних його концентрацій 
у середовищі.

Дослідження показало, що найбільше H2S використовується сіркобак-
теріями Thiocapsa sp. Ya-2003 за його оптимальної концентрації – 4 мМ. 
На восьму добу його концентрація становила 1,08±0,24 мМ. За більших 
концентрацій гідроген сульфід споживається менш інтенсивно, а при 
8–10 мМ – практично не використовується (рис. 3). 
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Рис. 3. Використання H2S бактеріями Thiocapsa sp. Ya-2003 
за впливу різних його концентрацій

Fig. 3. Utilization of H2S by Thiocapsa sp. Ya-2003 bacteria 
under its diferent concentrations

Очевидно бактерії не використовують гідроген сульфід у високих кон-
центраціях через пригнічення ростових процесів. За нижчих концентрацій 
H2S (5 мМ) на восьму добу культура використала 60% H2S, порівняно з 
початковою. Таким чином, за високих концентрацій утилізація гідроген 
сульфіду культурою значно сповільнюється. Можливо, зниження вмісту 
H2S за його високих концентраціях обумовлене нагромадженням його у 
відмерлих клітинах за рахунок їх пошкодження.

Більшість пурпурових сіркобактерій є облігатними анаеробами [11]. 
Проте є дані, що окремі представники родини Chromatiaceae, зокрема 
Thiocapsa roseopersicina, здатні рости за аеробних або мікроаерофільних 
умов, що має важливе значення для розвитку та виживання цих 
мікроорганізмів у середовищах, де часто змінюється кисневий режим 
[9]. При цьому стійкість організмів до активних форм кисню обумовлена 
наявністю у них специфічної системи антиоксидантного захисту. Відомо, 
що основними ферментами цієї системи у пурпурових сіркобактерій є 
супероксиддисмутаза та каталаза [6, 7]. 

Як видно з результатів досліджень, гідроген сульфід у концен-
трації 5 мМ не впливав на активність супероксиддисмутази (СОД), 
а за 6–10 мМ  H2S у середовищі культивування, рівень активності 
фермента помітно зменшується (рис. 4). На шосту добу культивування 
при 8 мМ вона становила 16,05±0,29 ммоль/хв•мг білка, а при 10 мМ 
– 13,11±0,24 ммоль/хв•мг білка. У контрольному варіанті величина 
активності СОД на другу, четверту та шосту доби становила відповідно 
– 18,34±0,38; 18,47±0,49 та 18,05±0,33 ммоль/хв•мг білка. Можливо, 
супероксиддисмутаза активується певними кількостями сульфіду до межі, 
за якою починається інгібуючий вплив. 
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Рис. 4. Вплив гідроген сульфіду на активність супероксиддисмутази безклітинних 
екстрактів сіркобактерій Thiocapsa sp. Ya-2003

Fig. 4. The inluence of hydrogen sulfide on superoxide dismutase activity of cell-
free extracts sulfur Thiocapsa sp. Ya-2003 bacteria

Отже, супероксиддисмутаза є чутливим ферментом до H2S у високих 
концентраціях.

Подібна закономірність спостерігається при дослідженні впливу 
різних концентрацій гідроген сульфіду на активність каталази (рис. 5). 
Отримані результати показали, що внесення у середовище гідроген 
сульфіду концентрацією 5 мМ , не спричиняло впливу на активність 
каталази у Thiocapsa sp. Ya-2003. Пригнічення активності відбувалося 
при додаванні в культуральне середовище 6, 8 і 10 мМ H2S.

Рис. 5. Вплив гідроген сульфіду на активність каталази безклітинних екстрактів 
сіркобактерій Thiocapsa sp. Ya-2003

Fig. 5. The inluence of hydrogen sulfide on the catalase activity of cell-free extracts 
sulfur Thiocapsa sp. Ya-2003 bacteria
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Таким чином, гідроген сульфід у концентрації 6, 8 та 10 мМ пригнічує 
нагромадження біомаси пурпуровими сіркобактеріями Thiocapsa sp. Ya-
2003 на шосту добу на 10, 29, 60%, відповідно. У бактерій Thiocapsa 
sp. Ya-2003 інгібуючою концентрацією для СОД є 6 мМ H2S. За впливу 
10 мМ H2S у середовищі активність ферменту інгібувалась на 28%. За 
цих умов також знижується активність каталази. 

Припускаємо, що H2S впливає на певний кофактор чи активний центр 
досліджуваних ферментів. Відомо, що транспорт металів в апобілки 
СОД здійснюють спеціальні білки, які належать до родини шаперонів 
– металошаперони. Їхня функція полягає у тому, щоб доставити метал-
кофактор у фермент-мішень. У результаті цього фермент переходить 
з неактивного в активний стан [12]. Відомо, що існують кілька форм 
супероксиддисмутази залежно від перехідного металу-кофактора актив-
ного центру ферменту, який стабілізує конформацію: Cu, Mn, Zn-СОД, 
а також менш розповсюджені Fe‑СОД та Ni-СОД. Каталаза в активно-
му центрі містить іони феруму. Ферменти антиоксидантного захисту в 
пурпурових сікробактерій є малодосліджені. Можливо, гідроген сульфід 
більш активно зв’язує іони металів з середовища, ніж білки, і вони не 
здатні потрапляти у клітини. Iмовірно, дефіцит іонів металів у клітинах, 
які необхідні для ферментів, призводить до інгібування їх активності. 
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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ БАКТЕРИЙ 
THIOCAPSA SP. YA-2003 ПОД ВЛИЯНИЕМ ГИДРОГЕН 

СУЛЬФИДА 

Реферат

Исследован рост фототрофных пурпурных серобактерий Thiocapsa 
sp. Ya-2003 под влиянием различных концентраций гидроген сульфида. 
Показано, что внесение 6, 8 и 10 мМ H2S ингибирует рост исследуемых 
серобактерий, а также утилизацию ими гидроген сульфида. Определены 
активность супероксиддисмутазы и каталазы клеток Thiocapsa sp. 
Ya-2003. Уcтановлено, что гидроген сульфид ингибирует исследуемые 
ферменты клеток серобактерий уже в концентрации 6 мМ. 

Кл  ю чев   ы е  слова     : пурпурные серобактерии, токсичность, гидро
ген сульфид, каталаза, супероксиддисмутаза.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS 
OF THIOCAPSA SP. YA-2003 BACTERIA UNDER THE 

INFLUENCE OF HYDROGEN SULFIDE

Summary

The growth of phototrophic purple sulfur Thiocapsa sp. Ya-2003 bacteria 
under the influence of different concentrations of hydrogen sulfide was 
studied. The addition of 6, 8 and 10 mM H2S inhibited the growth of sulfur 
bacteria under study, as well as utilization of hydrogen sulfide by them 
was shown. Superoxide dismutase and catalase activity of Thiocapsa sp. 
Ya-2003 cells was determined. Hydrogen sulfide at concentration of 6 mM 
inhibits the investigated sulfur bacteria cell enzymes. 

K e y  w o r d s : purple sulfur bacteria, toxicity, hydrogen sulfide, 
catalase, superoxide dismutase.
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ЦЕЛЛЮЛАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ БАКТЕРИЙ РОДА 
BACILLUS

Изучена способность к синтезу и продуцированию целлюлаз бакте-
риями рода Bacillus при культивировании на целлюлозе в глубинных 
условиях. Показано, что ферментативный гидролиз целлюлозы ба-
циллами осуществляется под действием целлюлазного комплекса, 
состоящего из целлюлаз разного типа: Сх-фермента, расщепляющего 
карбоксилметилцеллюлозу, С1-фермента, расщепляющего хлопковую 
вату, С2-фермента, расщепляющего фильтровальную бумагу и цел-
лобиазы. Прослежена динамика биосинтеза различных компонентов 
целлюлазного комплекса у изучаемых бактерий. Показано, что макси-
мум выхода продуктов гидролиза можно получить на третьи сутки 
их культивирования на целлюлозе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : бактерии рода Bacillus, целлюлазный комплекс.

Микробная конверсия целлюлозы продолжает оставаться важней-
шим направлением исследований в биотехнологии. Расщепление широко 
распространенных, ежегодно возобновляемых растительных отходов 
является важным и актуальным.

Большой интерес представляет специфичность гидролитических 
ферментов, способных расщеплять различные целюллозосодержащие 
растительные отходы и делать их пригодными для использования в 
пищевых целях.

Согласно имеющимся представлениям по схеме Рииза, процесс фер-
ментативного гидролиза целлюлозы у микроорганизмов может происхо-
дить под действием комплекса целлюлаз, состоящего из С1-, Сх- ферментов 
и β-глюкозидазы [8, 12]. Кроме С1- и Сх- ферментов исследователями 
выделен также С2-фермент, который очень близок к С1-ферменту. Под 
действием С1‑фермента целлюлоза начинает набухать, а затем подвергать-
ся воздействию С2‑фермента до образования целлодекстринов, которые 
уже под действием Сх‑фермента расщепляются до целлобиозы [11].

Ключевым свойством, характеризующим целлюлазный комплекс 
микроорганизмов, с помощью которого осуществляется конверсия, 
является способность к глубокому осахариванию и деструкции целлю-

© Л.В. Авдеева, А.И. Осадчая, М.А. Хархота, 2011
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лозосодержащих субстратов, другими словами, его сахаролитическая 
активность [1, 11]. Поэтому исследования ученых и специалистов были 
направлены, в основном, на поиск ферментных препаратов и их проду-
центов, эффективно осуществляющих гидролиз целлюлозы до глюкозы, 
которые успешно найдены уже среди грибов и многих видов бактерий. 
Однако, лишь небольшое количество из них способны синтезировать 
внеклеточные целлюлазы и гидролизовать высокоструктурную кристал-
лическую целлюлозу. Среди них заслуживают внимания бактерии рода 
Bacillus [2, 7, 13].

Ранее нами был осуществлен скрининг продуцентов целлюлаз сре-
ди бактерий рода Bacillus и отобраны штаммы с высокой целлюлазной 
активностью [6].

Цель настоящей работы заключалась в изучении способности к син-
тезу и продуцированию целлюлазных комплексов бактерий рода Bacillus 
и определение их состава при глубинном культивировании на различных 
целлюлозосодержащих субстратах.

Материалы и методы
В качестве объектов исследования были использованы фильтраты 

культуральной жидкости шести штаммов B. subtilis 23/2, B. subtilis 5001, 
B. subtilis 132, B. subtilis 39, B. subtilis 51 и В. licheniformis  6/2, ото-
бранных в результате скрининга [6]. В каждом случае для определения 
активности исследуемых ферментов использовали 1������������������� ������������������мл фильтрата куль-
туральной жидкости. Культивирование бактерий проводили в жидкой 
питательной среде при условиях, описанных в работе [6].

Активность целлюлаз определяли, измеряя их активность при ис-
пользовании в этой среде в качестве единственного источника углерода 
для синтеза исследуемых ферментов (%): Na-КМЦ (натриевую соль 
карбоксиметилцеллюлозы) – 0,5; целлобиозу – 0,2; целлюлозу – 0,5; 
хлопковую вату – 0,5 и фильтровальную бумагу – 0,5. Хлопковую вату 
переводили в гидроцеллюлозу путем обработки 10 н НCl при комнатной 
температуре в течение одних суток и тщательного отмывания до ней-
трального рН промывных вод [5]. Фильтровальную бумагу тщательно 
измельчали и размалывали на кофемолке. 

Для определения активности целлюлаз группы Сх был применен метод 
определения эндоглюканазной активности по увеличению редуцирующей 
способности реакционной смеси с 0,5%-ной Na-КМЦ [7]. Активность С1- и 
С2-ферментов измеряли по количеству редуцирующих сахаров, образо-
вавшихся из хлопковой ваты и фильтровальной бумаги, соответственно. 
Содержание сахара определяли колориметрическим методом по реакции с 
3,5-динитросалициловой кислотой [9]. Целлобиазную активность опреде-
ляли по возрастанию редуцирующей способности реакционной смеси с 
0,2%-ным раствором целлобиозы в 1/15 М фосфатном буфере (рН 5,5). 
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Статистическую обработку трех экспериментальных серий иссле-
дований проводили с помощью стандартных методов с определением 
t-критерия Стьюдента на 5% уровне значимости. 

Результаты и их обсуждение
Эффективность гидролиза высокоструктурной и тяжелоразрушаемой 

целлюлозы микроорганизмами зависит от сбалансированности состава 
продуцируемого ими целлюлазного комплекса, а также от уровня актив-
ности его компонентов, то есть от качественного и количественного его 
состава. Это основные требования, без которых невозможен глубокий 
гидролиз целлюлозы [3, 7, 8, 10].

Результаты проведенных экспериментальных исследований показа-
ли, что внеклеточные бактериальные целлюлазы изучаемых штаммов 
бацилл проявляли активность не только по отношению к растворимым 
производным целлюлозы типа КМЦ, но и гидролизовали нерастворимую 
(хлопковою вату, фильтровальную бумагу), а также кристаллическую 
целлюлозу. 

Активность ферментов целлюлазного комплекса, продуцируемого 
бактериями рода Bacillus на различных целлюлозосодержащих субстра-
тах, представлена в табл. 1. По качественному компонентному составу 
целлюлазные комплексы разных штаммов бактерий практически не раз-
личались. 

Таблица 1
Активность ферментов целлюлазного комплекса бактерий рода Bacillus на 

различных субстратах

 Table 1
Activity of enzymes of cellulases complex produced by bacteria of genus Bacillus 

on various substrat

Штамм

Целлюлазная активность редуцирующих сахаров 
(мг редуцирующих сахаров на мл реакционной смеси)

Na - КМЦ Целлобиоза Хлопковая вата
Фильтровальная 

бумага

B. subtilis 39 0,48±0,02 0,60±0,01 0,40±0,02 0,35±0,01

B. subtilis 51 0,44±0,03 0,52±0,02 0,34±0,03 0,35±0,02

B. subtilis 23/2 0,44±0,02 1,16±0,01 0,42±0,02 0,42±0,01

B. subtilis 5001 0,42±0,03 0,94±0,02 0,44±0,02 0,50±0,02

B. subtilis 132 0,46±0,01 1,16±0,01 0,39±0,03 0,48±0,03

B. licheniformis 6/2 0,46±0,01 0,82±0,03 0,36±0,04 0,42±0,04
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Исследуемые штаммы гидролизовали КМЦ, хлопковую вату, филь-
тровальную бумагу с высвобождением в среду глюкозы от 0,34±0,03 
до 0,50±0,02���������������������������������������������������� ���������������������������������������������������мг/мл. Однако секретируемыми на целлюлозе фермента-
ми наиболее интенсивно расщеплялась целлобиоза с высвобождением 
наибольшего количества глюкозы – от 0,52±0,02 до 1,16±0,01 мг/мл. 
Наибольшей активностью среди всех исследуемых отличались штаммы 
B. subtilis 23/2, 5001, 132.

По результатам исследований способности синтеза и выделения в 
среду целлюлозолитических ферментов, можно заключить, что целлю-
лазный комплекс каждого из изучаемых штаммов бактерий рода Bacillus 
представляет собой сложную систему с разным соотношением активно-
стей отдельных компонентов, способных расщеплять глюкопиранозные 
цепи различных целлюлозных субстратов. Гидролиз целлюлозосодержа-
щих субстратов осуществляется комплексом продуцируемых бациллами 
целлюлолитических ферментов и можно констатировать, что в их состав 
в соответствии с классификацией Рииза [12] входят: эндоглюканаза  
(Сх-фермент, расщепляющий КМЦ), С1-фермент (расщепляющий хлопко-
вую вату), С2-фермент (расщепляющий фильтровальную бумагу) и цел-
лобиаза, расщепляющая целлобиозу. Эндоглюканаза первой расщепляет 
связи, удаленные от концов полимерной цепи молекулы, и приводит к 
существенному уменьшению степени полимеризации целлюлозы и уве-
личению скорости ее гидролиза. Целлобиаза отщепляет от уже частично 
гидролизованной эндоглюканазой целлюлозы целлобиозу и образует 
глюкозу [2, 3, 7]. На рисунке приведена динамика биосинтеза ферментов 
целлюлазного комплекса штаммом B. subtilis 23/2. 

Рис. Динамика биосинтеза целлюлазного комплекса штаммом B. subtilis 23/2 
в условиях глубинного культивирования на разных субстратах 

Обозначения: время культивирования бактерий: 1–24, 2–48, 3–72 и 4–96 час.

Fig. Dynamics of biosynthesis of cellulolitic complex by B. subtilis 23/2 strain 
at deep cultivation on different substrata 

Designations: time of cultivation of bacteria: 1–24, 2–48, 3–72 and 4–96 hours.
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Для остальных штаммов бацилл получены аналогичные данные.  
С рисунка видно, что максимум выхода продуктов гидролиза (глюкозы) 
изучаемыми штаммами наблюдался в основном через трое суток на средах 
с различными целлюлозосодержащими субстратами (КМЦ, хлопковую 
вату, фильтровальную бумагу), используемыми в качестве единственного 
источника углерода и индуктора биосинтеза исследуемых ферментов. 

Результаты проведенных исследований также показали, что в коли-
чественном отношении ферментный состав продуцируемого бациллами 
целлюлазного комплекса при культивировании на самом труднорасще-
пляемом субстрате – целлюлозе, варьирует в широких пределах в зависи-
мости от вида и даже штамма (табл. 2). Соотношение отдельных целлюлаз 
в продуцируемом комплексе у исследуемых штаммов бацилл различно. 
Так, если у штамма B. subtilis 5001 разные типы целлюлаз образуются 
примерно в равном соотношении, то у B. subtilis 39 и B. licheniformis 6/2 
продуцируется более всего С2-фермента, у штамма B. subtilis 132 – С1-
фермента, у B. subtilis 51 – Сх-, С2-ферментов. Для штамма B. subtilis 23/2 
характерно соотношение с наибольшими по величине активностями С1- и 
Сх-ферментов и целлобиазы. Вероятно, при совместном применении не-
маловажное значение имеют не только высокие активности отдельных 
ферментов, но и их соотношение. 

Таблица 2
Соотношение отдельных целлюлаз в ферментативном комплексе бактерий рода 

Bacillus

Table 2
Interrelation of cellulases in enzymatic complex of bacteria of genus Bacillus

Штамм
Редуцирующие сахара (мг/мл) 

Cx : Цб : С1 : С2Cx-фермент Целлобиаза С1-фермент С2-фермент

B. subtilis 39 0,370±0,015 0,370±0,016 0,400±0,012 0,480±0,012 1 : 1 : 1,1 : 1,3

B. subtilis 51 0,400±0,007 0,300±0,014 0,300±0,015 0,380±0,013 1,3 : 1 : 1 : 1,3

B. subtilis 23/2 0,370±0,016 0,380±0,015 0,380±0,014 0,320±0,010 1,2 : 1,2 : 1,3 : 1

B. subtilis 5001 0,490±0,014 0,490±0,014 0,490±0,015 0,490±0,012 1 : 1 : 1 : 1

B. subtilis 132 0,420±0,014 0,400±0,011 0,660±0,012 0,440±0,013 1 : 1 : 1,6 : 1

B. licheniformis 6/2 0,490±0,016 0,490±0,012 0,490±0,012 0,620±0,014 1 : 1 : 1 : 1,3

Примечание: за единицу принято наименьшее по абсолютному значению содержание 
глюкозы, образовавшейся при разложении целлюлозы ферментами каждого штамма 
отдельно.
The note: for unit is accepted as the least on absolute value the maintenance of the 
glucose formed at decomposition of cellulose each strain separately. 
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По имеющимся данным, от соотношения активностей ферментов в 
целлюлазном комплексе, от их взаимодействия, то есть от наличия так 
называемого эффекта синергизма зависит эффективность и глубина 
гидролиза субстратов [2, 7, 10]. Этой теме будут посвящены отдельные 
исследования. 

Таким образом, проведенными исследованиями показано, что изучае-
мые штаммы бацилл обладают важнейшим свойством – широкой суб-
стратной специфичностью образуемых ими целлюлазных комплексов, 
состоящих из нескольких целлюлаз разного типа, то есть способностью 
активно расщеплять как различные производные целлюлозы, так и на-
тивную кристаллическую целлюлозу. Результаты данных исследований 
компонентного состава и активности целлюлазного комплекса бацилл 
будут способствовать существенному увеличению эффективности и 
глубине гидролиза ими целлюлозосодержащих материалов, в частности, 
высокоструктурной наиболее недоступной для использования части рас-
тительных отходов сельского хозяйства. 
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ЦЕЛЮЛАЗНА АКТИВНIСТЬ БАКТЕРIЙ РОДУ BACILLUS

Реферат

Вивчена здатність до синтезу і продукування целюлаз бактеріями 
роду Bacillus при культивуванні на целюлозі в глибинних умовах. По-
казано, що ферментативний гідроліз целюлози бацилами здійснюється 
під дією целлюлазного комплексу, що складається з декількох целюлаз 
різного типу: Сх-фермента, що розщеплює карбоксиметилцелюлозу, С1-
фермента, що розщеплює бавовняну вату, С2-фермента, що розщеплює 
фільтрувальний папір, і целобіази. Вивчено динаміку біосинтезу різних 
компонентів целлюлазного комплексу у досліджуваних бактерій. Пока-
зано, що максимум виходу продуктів гідролізу можна отримати на третю 
добу культивування на целюлозі.

Кл  ю чові     слова     : бактерії роду Bacillus, целюлазний комплекс.
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CELLOLYTIC ACTIVITY OF BACTERIA OF GENUS 
BACILLUS

Summary

There has been studied сellolytic complex of bacteria of genus Bacil-
lus, produced by them at cultivation on cellulose in deep conditions. There 
have been shown that enzymatic hydrolysis of cellulose is carried out 
under the action cellulytic complexes consisting of several cellulases of 
different types: Cx-enzyme splitting CMC, С1-enzym, splitting cotton wool, 
С2-enzym����������������������������������������������������������������������, splitting the filtering paper, and ���������������������������������cellobioses����������������������, capable of hydrolyz-
ing cellobiosas. There has been followed the dynamics of biosynthesis by 
studied bacteria of cellolityc complex components. There has been shown 
that the maximum of field of hydrolysis products can be received on the 
third day of deep cultivation.

 K e y  w o r d s : bacteria of genus Bacillus, сellolytic complex.
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ВИЛУЧЕННЯ ГЕРМАНIЮ З ВIДХОДIВ СВИНЦЕВО-
ЦИНКОВОГО ВИРОБНИЦТВА ТIОНОВИМИ 

БАКТЕРIЯМИ

Приведено дослідження вилуговування германію з відходів свинцево-
цинкового виробництва мікробіологічними і хімічними методами. По-
казана роль природної мікробіоти, присутньої у цій сировині, в процесі 
вилуговування металів з мінеральної сировини. Встановлено, що ви-
користання штамів тіонових бактерій дозволяє вилучати в розчин 
до 99,0% германію впродовж 1–2 діб незалежно від фазного складу 
сировини. Підтверджена мікробіологічна природа гідрометалургійних 
процесів, в яких використовуються неагресивні слабокислі розчини. 

К л ю ч о в і  с л о в а : германій, вилуговування, тіонові бактерії. 
 
Мікробне вилуговування визнано привабливою альтернативою тра-

диційним фізичним та хімічним методам вилучення металів завдяки ско-
роченню споживання енергії, транспортних витрат і менш негативному 
впливу на навколишнє середовище [2, 7, 11]. У сучасних біометалургійних 
процесах бактеріального вилуговування металів із сульфідних руд вико-
ристовуються і вважаються найбільш ефективними ацидофільні хемоліто-
трофні тіонові бактерії – Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus 
ferrooxidans [6–8].

Технологія вилучення германію з різної мінеральної сировини достат-
ньо відпрацьована і базується в основному на методах гідро- або піроме-
талургійного розкриття, які протікають в присутності кислот, високих 
температур і тиску. Ефективність цих процесів безпосередньо залежить 
від хімічного і фазного складів вихідного продукту в цілому [5, 15].����� ����Тра-
диційно сировинними джерелами германію є природні мінерали, руди, 
кам’яне вугілля [10, 14]. В останні роки у зв’язку з постійно зростаючими 
потребами на германій і виснаженням запасів високоякісної природної 
сировини набувають значення нетрадиційні сировинні джерела рідкісних 
металів [12, 14]. До них з повним правом відносяться техногенні відходи 
підприємств металургії та вугільної промисловості. Витяг цінних мікро-

© I.А. Блайда, Т.В. Васильєва, Л.I. Слюсаренко, В.Ф. Хитрич, В.О. Iваниця, 2011
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складових з них традиційними хімічними методами ускладнюється багато-
компонентністю, наявністю великої кількості макродомішок і баластних 
речовин, які потребують витрат дорогих, часто агресивних, екологічно 
небезпечних реагентів. Тому біовилуговування металів з таких продуктів 
розглядається як найбільш перспективний, екологічно безпечний і рента-
бельний метод. Проте в литературі відсутні данні про використання цього 
методу для вилучення германію з мінеральної та техногенної сировини. 

Метою роботи було вивчення та порівняльна оцінка ефективності су-
часного бактеріального і традиційного кислотного методів вилуговування 
германію з відходів свинцево-цинкового виробництва. 

 
Матеріали і методи
Для бактеріального і кислотного вилуговування германію та інших 

металів використовували відходи свинцево-цинкового виробництва, надані 
для досліджень ЗАТ «Донмет». 

Кількісний аналіз твердих субстратів здійснювали спектральним ме-
тодом на приладі «Спектрограф СТЕ-1», рентгенограми записували на 
дифрактометрі УРС-50 IМ та розшифровували за допомогою довідника 
[9, 10]. Для вилуговування використовували дистильовану воду (рН 5,6) 
і сірчанокислий розчин (рН 1,8). 

Вилуговування проводили при температурі 24,0±0,5 і 80,0±0,5 °C.  
У всіх варіантах досліду підтримували співвідношення твердої і рідкої 
фази 1:4, термін вилуговування 4 години. Контролем слугували попере-
дньо автоклавовані мінеральна сировина і реактиви. 

Бактеріальне вилуговування германію із досліджуваної сировини 
здійснювали з використанням трьох штамів тіонових бактерій: типового 
Acidithiobacillus ferrooxidans АТСС 23270, колекційного Acidithiobacillus 
thiooxidans ВКМ 33, які отримані з Iнституту мікробіології РАН та 
Acidithiobacillus speciens Pb-Zn, ізольованого з вихідного германійвміс-
ного продукту. Культивування штамів та дослідження впливу умов на 
вилуговування металів проводили на середовищі Летена (Na2S2O3 x5H2O 
– 5,0 г; KH2PO4 – 0,1 г; MgSO4 – 0,5 г; (NH4)2SO4 – 0,15 г; KCl – 0,05 г; 
Ca(NO3)2 – 0,01 г; дистильована вода – до 1,0 дм3); рН середовища до-
водили до значення 2,0 сірчаною кислотою. 

Бактеріальне вилуговування проводили в колбах об’ємом 0,5 дм3, на 
2/3 заповнених середовищем Летена, вмістом твердої фази 1,0% (ваг.), 
при температурі 30±0,5 °С і перемішуванні (150 об/хв) на гойдалці. По-
сівним матеріалом слугували культури тіонових бактерій в експоненцій-
ній фазі росту. Iнокулят вносили з розрахунку 10,0% (об.) від кількості 
середовища. 

Вміст металів у розчинах визначали із застосуванням методу спек-
троскопії атомної абсорбції на приладах ААS-1 и С-115ПК Selmi [13].

Статистичне опрацювання даних здійснювали стандартними методами. 
Достовірність отриманих результатів оцінювали за критерієм Стьюдента.
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Результати та їх обговорення
Хімічний склад вихідного свинцево-цинкового субстрату і продуктів 

його відновлювального високотемпературного обпалу представлено в 
таблиці 1. Рентгенограми вихідного і оброблених різними методами про-
дукту наведено на рис. 1–3. 

На першому етапі досліджень визначено фазний склад сировини, 
що містить германій як мікродомішку [5]. У результаті досліджень 
встановлено, що в свинцево-цинковому відході германій, незважаючи 
на значний вміст розчинних сполук свинцю, цинку і інших металів, на 
80,48% пов’язаний із силікатною частиною, яка важко розкривається 
при обробці хімічними реагентами. На рис. 1 це визначається фазами 
РbО і РbS [9, 10], фазою їх взаємного проростання РbО.РbS. Встанов-
лено значний вміст кремнезему у вигляді модифікації a-SiO2, силікатів, 
оксидів кальцію і цинку.

Таблиця 1
Хімічний склад продуктів переробки свинцево-цинкової сировини і їх розкриття 

соляною кислотою

Table 1
Chemical composition of the products of processing of lead-zinc raw materials and 

their dissolving by hydrochloric acid

Найменування 
продукту

Вміст , % Вилучення 
германію при 
відгоні, % Ge А1 Pb Si Feзаг S Zn Са+Mg

Свинцево-цинкові 
відходи

0,32 0,48 28,74 7,72 2,15 13,98 5,22 5,14 19,52 

Випален��������    і  від хо -
ди при 1150,0 °С 
(40,0% С) 

0,09 2,84 10,75 12,41 3,52 5,52 3,32 7,98 20,85 

Вторинні возгони 
(40,0% С) 

0,59 0,13 61,38 2,97 1,97 17,20 9,12 0,97 90,78 

 
Не дивлячись на низький вміст германію, на рентгенограмі є видимою 

фаза GеО2, сполуки складу РbGeО3, Pb3GеО5, GеО2-2СаО та силікогер-
манати. Цим пояснюється вилучення германію з даного типу сировини 
традиційними кислотними методами лише на 19,52%. 

Для збагачення продукту германієм, відокремлення його від основної 
частини кремнію та інших небажаних домішок, а також переводу до ле-
тючих фаз, які легко розкриваються, в технології германію застосовують 
метод високотемпературного (при 1100 °С) відновлювального обпалу (з 
додаванням 40% вуглецю) [4, 10, 14, 15]. Цим методом нами отримано 
вторинні возгони, з яких із застосуванням методу відгонки германію у 
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вигляді GeCl4 досягли вилучення металу на 90,78% (табл. 1) за рахунок 
збільшення розчинності досліджуваного продукту в кислотах у зв’язку 
зі зміною його фазного складу.

Рис. 1. Рентгенограма відходів свинцево-цинкового виробництва

Fig. 1. X-ray picture of the lead-zinc production wastes

Дійсно, рентгенограма фіксує більш виражену інтенсивність піків, 
що належать сульфідам і оксидам свинцю і цинку, діоксиду германію 
модифікації, а також сформованим фазам, які можна віднести до цинка-
тів, плюмбатів, а також германатів цинку і свинцю (рис. 2). 

Рис. 2. Рентгенограма вторинних возгонів відходу свинцево-цинкового 
виробництва (1150 °С, 40% С) 

Fig. 2. X-ray picture of the secondary fumes of lead-zinc production waste 
(1150 °С, 40% С) 
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Таким чином, переведення германію і інших легких компонентів 
вихідної сировини до возгонів у результаті високотемпературного від-
новного обпалення дозволяє сконцентрувати цінний компонент у возго-
нах у вигляді фаз, які легко розкриваються традиційними кислотними 
методами, і значно підвищити ступінь вилучення германію незалежно 
від хімічного і фазного складу вихідної сировини. Основна складність 
та технологічна проблема – це багатокомпонентність сировини, велика 
кількість макродомішок, баластних речовин, макроелементів (залізо, 
кремній, свинець), які супроводжують германій і потребують витрат до-
рогих реактивів на їх розкриття для доступу до цінних мікроскладових. 
Не завжди вдається зруйнувати кристалічну решітку і досягти висо-
кого ступеню вилучення необхідного металу без попередньої термічної 
обробки, що також потребує дорогого обладнання – печей, систем 
уловлювання возгонів і ін. 

Таким чином, гідро- або пірометалургійне розкриття вихідного про-
дукту вимагає використання агресивних хімічних реагентів, спеціальних 
умов і обладнання. Ці процеси ресурсо- і енерговитратні, екологічно не-
безпечні через використання кислот, лугів і утворення шкідливих возгонів. 

З погляду біотехнологічних і мікробіологічних підходів свинцево-
цинкові відходи є складною біокосною системою, бідною органічними 
речовинами. Виходячи із складу цієї мінеральної сировини – присутності 
значної кількості сульфідів металів, зокрема заліза, – було припущено 
наявність в ній різних представників ацидофільних сіркоокиснювальних 
бактерій, у першу чергу тіонових, як мезофільних, так і термофільних 
[2, 11]. Це припущення покладено до основи вивчення бактеріального 
вилуговування металів із відходу свинцево-цинкового виробництва.

Результати, які наведені у табл. 2, вказують на те, що за всіх умов 
досліджень коефіцієнт впливу природної мікробіоти на вилучення мета-
лів у розчин (К) більше 1. 

Отримані результати свідчать про те, що незалежно від умов про-
ведення процесу вилуговування існує значний вплив мікроорганізмів на 
ефективність процесу у цілому. Про вплив присутньої мікробіоти вказує 
збільшення ступеню вилучення металів у розчин, у порівнянні зі стериль-
ними зразками, на 0,46–8,32%. Якщо врахувати достатньо м’які умови 
проведення процесу розкриття вихідної сировини, то отримані показники 
є достатньо суттєвими.

Збільшення коефіцієнту впливу (до К=1,74) на показники процесів 
при підкисленні вилуговуючого розчину свідчить на користь присутності 
і активізації представників ацидофільних мікроорганізмів. При збіль-
шенні температури процесу також зростає величина К, що згідно даним 
літератури, пов’язано з діяльністю термофільних мікроорганізмів [1, 3]. 
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Таблиця 2 
Вплив природної мікробіоти сульфідного відходу свинцево-цинкового виробництва 

на процес вилуговування металів

Table 2
Influence of own microbiota which are present in sulfide lead-zinc production 

waste on the metals leaching process

Умови 
біовилугову-

вання

pH розчину після 
вилуговування

Коефіцієнт впливу мікроорганізмів 
на вилучення металів, К

К = Ен/а/Еа

pНн/а pНа Ge Fe Pb Zn

H2O (pH 5,6)
t = 24±0,5 oC

5,2 4,8 1,22 1,12 1,43 1,29

H2O(pH 5,6)
t = 80±0,5 oC

3,5 2,3 1,29 1,27 1,51 1,34

H2SO4(pH 1,8)
t = 80±0,5 oC

6,7 3,6 1,43 1,74 1,63 1,74

Примітка: Ен/а (pНн/а) і Еа (pНа) – відповідно ступінь вилучення металлу (рН розчину) 
з вихідного продукту неавтоклавованого (н/а) і після автоклавування (а), % 

Наявним прикладом прояву активності мікробіоти сировини є зміна 
рН розчинів після проведення експериментів. При вилуговуванні металів 
із досліджуваного продукту водою зміщення рН спостерігається у більш 
кислу область порівняно з вихідним середовищем. Зменшення показника 
рН при високій температурі більш виражене. Це пов’язано із присутністю 
у сировині слабо кислих оксидів та інших сполук заліза, цинку, свинцю 
і германію, які при розчиненні у воді створюють у результаті гідролізу 
слабкі мета- і ортокислоти типу H2GeO3, причому рівновага процесу 
GeO2 + H2O ↔ HGeO3

- + H+ при нагріванні зміщується у бік створення 
цих кислот [14]. Однак у нестерильних продуктах у присутності мікро-
біоти це зміщення менш виражено. За умов, що активізують діяльність 
ацидофільних мезофільних тіонових бактерій (pH 1,8 при t = 80±0,5 °C), 
реєстрували різке зміщення значень рН у нейтральну область (табл. 2).

Результати біовилуговування металів із відходів свинцево-цинкового 
виробництва окремими штамами тіонових бактерій наведено у табл. 3. 
Згідно отриманим результатам, усі штами, які використовували в про-
цесі бактеріального вилуговування, сприяли переходу германію, кальцію, 
заліза, цинку і свинцю з твердої фази до розчину протягом 1–2 діб; при 
цьому кінетика вилучення металів була різною. 

За присутності досліджуваних штамів тіонових бактерій реєстрували 
практично повне (на 99,82±0,2%) вилучення германію протягом перших 
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24 годин. Ці спостереження можуть бути використані при вирішенні 
питання про відділення цінних компонентів, наприклад, германію, від су-
путніх макродомішок ще на стадії розкриття при необхідності переробки 
мінеральної сировини, з якої не вдається вилучити метали традиційними 
хімічними методами. 

Таблиця 3
Ступінь вилучення металів тіоновими бактеріями з відходів свинцево-цинкового 

виробництва, %

Table 3
Extraction of the metals by thiobacteria from lead-zinc production wastes, %

Метал
A. ferrooxidans АТСС 

23270
A. thiooxidans 

ВКМ 33
А. species

Pb-Zn

Ge* 99,82 99,84 99,84

Ca* 99,77 99,80 99,85

Fe* 67,46 63,56 87,20

Zn** 62,35 60,23 72,40

Pb** 18,60 15,03 11,50

 Примітка: * – перша доба експерименту 
 ** – друга доба експерименту

Рентгенограма залишку (кеку) після мікробіологічної обробки відходу 
свинцево-цинкового виробництва характеризується значним розширенням 
ліній дифракції, що свідчить про появу аморфних фаз і руйнування криста-
лічної решітки сполук субстрату (рис. 3). Для цього залишку характерна 
менш виражена інтенсивність піків, що, з одного боку значно ускладнює 
ідентифікацію, з іншого – свідчить про здатність мікроорганізмів руй-
нувати достатньо стійкі кристалічні структури з високими показниками 
переводу металів до розчину. 

Порівняльний аналіз результатів хімічного і мікробіологічного вилу-
говування германію з відходів свинцево-цинкового виробництва свідчить 
не тільки про високу ефективність цього процесу у присутності бактерій, 
але й про руйнування кристалевої решітки сполук вихідної сировини, що 
є наявністю глибоких змін структури цієї мінеральної сировини. 

Найбільш важливим отриманим результатом проведених досліджень 
є той факт, що практично повне вилучення германію в розчин при вико-
ристанні тіонових бактерій відбувається в першу добу процесу незалежно 
від фазового складу вихідного субстрату і штаму. Проведені дослідження 
доповнюють і узгоджуються з нечисленними літературними даними про 
можливість використання біотехнологічних процесів в гірській і мета-
лургійній промисловостях, а їхня незаперечна перевага в порівнянні з 
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традиційними хімічними методами очевидна завдяки екологічній чисто-
ті, ефективності, сприятливим економічним показникам. Ці результати 
мають практичне значення і можуть бути покладені до основи розробки 
уніфікованого біотехнологічного методу переробки техногенних відходів 
з метою їх знешкодження і детоксикації з одночасним отриманням кон-
центратів цінних металів.
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ИЗВЛЕЧЕНИЕ ГЕРМАНИЯ ИЗ ОТХОДОВ СВИНЦОВО-
ЦИНКОВОГО ПРОИЗВОДСТВА ТИОНОВЫМИ БАКТЕРИЯМИ 

Реферат

Приведены исследования по извлечению германия из отходов 
свинцово-цинкового производства микробиологическими и химическими 
методами. Изучена роль микроорганизмов, присутствующих в исходном 
сырье, содержащем германий, в процессах выщелачивания металлов из 
него. Показана микробиологическая природа гидрометаллургических про-
цессов, в которых используются неагрессивные слабокислые растворы. 
Установлено, что использование тионовых бактерий позволяет извлекать 
в раствор до 99,0% германия в течение 1–2 суток. 

Кл  ю чев   ы е  слова     : германий, выщелачивание, тионовые бактерии. 
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EXTRACTION OF GERMANIUM FROM LEAD-ZINC 
PRODUCTION WASTE BY THIOBACTERIA

 Summary

The comparative results on germanium extraction from lead-zinc 
production waste by microbial leaching, as well as by traditional chemical 
methods have been showed. The role of the microorganisms present in 
the original germanium raw material in the process of so-called chemical 
leaching of metals from it was studied. The bacterial-chemical nature of 
hydrometallurgical processes in which as opening solutions were used 
nonaggressive weakly acidic solutions is showed. It is established that 
using of thiobacteria allows to extract in the solution 99.0% of germanium 
within 1–2 days.

K e y  w o r d s : germanium, leaching, thiobacteria.
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МIКРОБIОЛОГIЧНI ПРОЦЕСИ В РИЗОСФЕРI РОСЛИН 
У ЗАБРУДНЕНОМУ НАФТОПРОДУКТАМИ ҐРУНТI

Досліджено мікробіологічні процеси у ризосфері рослин різних 
сільськогосподарських культур в умовах забруднення ґрунту 
1% авіаційного палива. Встановлено, що у ризосфері рослин всіх 
досліджених культур в результаті забруднення нафтопродуктами 
уповільнюється мінералізація гумусу, максимально – в ризосфері ку-
курудзи – в 3 рази. Освоєння органічної речовини уповільнюється в 
ризосфері пшениці і соняшника, а у інших культур – інтенсифікується. 
Процеси опідзолення і мінералізації сполук азоту уповільнюються у 
ризосфері всіх досліджених культур, за виключенням кукурудзи, де 
спостерігається інтенсифікація цих процесів. 

К л ю ч о в і  с л о в а : мікробіоценоз, еколого-трофічні групи, 
мінералізація, гумус, фітотоксичність, сільськогосподарські культури, 
ризосфера, нафтопродукти.

Відомо, що вплив нафтового забруднення на рослинні організми відбува-
ється двома шляхами: безпосередньо – внаслідок проникнення компонентів 
нафтопродуктів через кореневу систему або продихи листків і включення їх до 
метаболізму, та опосередковано – через зміни фізико-хімічного складу ґрунту та 
порушення його біотичних властивостей [1]. Видовий склад стійких до нафтового 
забруднення рослин і різні стадії заростання забруднених ділянок суттєво впли-
вають на розкладання нафтопродуктів у ґрунті [2]. Зокрема, довгокореневищні 
види відзначаються найбільшою стійкістю до несприятливих умов нафтозабруд-
нених екотопів. За низьких рівнів забруднення (48 г/кг) рослини фізіологічно 
адаптуються, включають внутрішні механізми захисту і беруть активну участь 
у деградації нафтопродуктів у ґрунті. 

Для кожного виду рослин є характерним свій склад і функціональні власти-
вості мікробного ценозу ризосфери. Кореневі виділення рослин – це головний 
фактор, який стимулює розвиток мікроорганізмів у прикореневій зоні, визнача-
ючи видовий склад ризосферної мікробіоти [3]. В складній системі ризосферного 
ґрунту розкладання нафтопродуктів відбувається, з одного боку, за рахунок 
життєдіяльності рослин, з іншого – мікроорганізмів. 

Мета роботи – дослідити вплив нафтового забруднення на перебіг мікро-
біологічних процесів у ризосфері рослин різних сільськогосподарських культур.

© I.М. Малиновська, Н.А. Зінов’єва, 2011
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Матеріали і методи
Дослідження були проведені з використанням темно-сірого опідзоленого 

ґрунту варіанту інтенсивного агрозему стаціонарного досліду лабораторії ін-
тенсивних технологій зернових колосових культур і кукурудзи ННЦ «Iнститут 
землеробства НААН» (дослідне господарство “Чабани”, Києво-Святошинський 
район Київської області): польова сівозміна з насиченістю мінеральними добри-
вами N96P108K112,5 на тлі заорювання побічної продукції рослинництва. У 0–20 см 
шарі ґрунту містилося: гумусу – 1,75%, лужногідролізованого азоту – 6,86 мг, 
нітратного азоту – 6,46, амонійного азоту – 0,20, рухомого фосфору 60,0 та об-
мінного калію 25,4 мг на 100 г сухого ґрунту, ступінь рухомості фосфору – 0,66 
мг Р2О5/100 г ґрунту, рН(КCl) – 4,9.

Ґрунт відбирали восени і перед проведенням досліду відновлювали його 
біологічну активність шляхом зволоження та термостатування за температури 
25 °С протягом 21 доби. Насіння висівалося у судини одночасно і на момент 
досліджень рослини знаходилися у фазі: просо, пшениця – кущіння, соняшник, 
кукурудза у фазі 3–4-х листків, люпин, кормові боби – у фазі другої пари лист-
ків, горох – інтенсивного росту. Нафтопродукти (авіаційне паливо марки ТС–1) 
вносили в концентрації 1% у вигляді водної емульсії за добу до проведення 
мікробіологічних досліджень.

Чисельність мікроорганізмів основних еколого-трофічних груп оцінювали 
методом висіву ґрунтової суспензії на відповідні поживні середовища [4]. По-
казник інтенсивності процесів мінералізації сполук азоту розраховували за 
Є.Н. Мішустіним і Е.В. Руновим [5], індекс педотрофності – за Д.I. Нікітіним 
та В.С. Нікітіною [6], активність мінералізації гумусу – за I.С. Демкіною та 
Б.Н. Золотарьовою [7]. Кількість колоній підраховували впродовж 21 доби в за-
лежності від швидкості росту і фізіологічних особливостей мікроорганізмів певної 
еколого–трофічної групи. Вірогідність формування бактеріальних колоній (ВФК) 
визначали за методом S. Ishikuri and T. Hattori, який описано П.А. Кожевіним та 
ін. [8]. Фітотоксичні властивості ґрунту визначали з використанням рослинних 
біотестів (пшениця озима) за Н.А. Красильниковим [9].

Результати та їх обговорення
Раніше у модельних дослідженнях із злаковою сумішшю було показано, що 

через добу після внесення нафтопродуктів у ризосферному ґрунті збільшується 
чисельність мікроорганізмів усіх досліджених груп, за виключенням азотобактера 
[10, 11]. Вивчення мікробіологічних процесів у ризосфері різних сільськогоспо-
дарських культур показало, що чисельність та фізіолого-біохімічна активність 
мікроорганізмів основних еколого-трофічних груп суттєво залежить від виду 
сільськогосподарської культури. Так, у ризосфері проса і кукурудзи чисельність 
амоніфікаторів в результаті забруднення грунту зменшується на 55,3 і 94,0%, 
відповідно (табл.1). Для інших культур спостерігається загальна закономірність: 
чисельність амоніфікаторів у забрудненому ґрунті збільшується у 1,73–6,47 рази 
при зростанні кількості цих мікроорганізмів у контролі у 3,23 разу. Максимально 
чисельність амоніфікаторів збільшується внаслідок забруднення ґрунту ризосфе-
ри зернобобової культури – люпину. Люпин є також єдиною культурою, у якої 
фізіолого-біохімічна активність амоніфікаторів зростає у забрудненому ґрунті 
у 2,12 разу, у всіх інших досліджених культур вона зменшується у 1,35–2,62 
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рази (табл. 2). Менш активними амоніфікатори стають не тільки у ризосферному 
ґрунті, а й у ґрунті без рослин – на 62,0%. 

У ризосфері проса в результаті забруднення нафтопродуктами зменшується 
чисельність мікроорганізмів більшості досліджених груп: іммобілізаторів міне-
рального азоту – у 2,17 разу, олігонітрофілів – 2,03, нітрифікувальних – 1,63, 
целюлозоруйнівних – 2,06, полісахаридсинтезувальних – 10,3, автохтонних – у 
1,6 разу (табл. 1). Збільшується чисельність КУО тільки міцеліальних форм і 
мобілізаторів мінеральних фосфатів. Ризосфера пшениці в умовах забруднення 
ґрунту нафтопродуктами характеризується зменшенням чисельності олігонітрофі-
лів, нітрифікаторів, педотрофів, автохтонних мікроорганізмів і стрептоміцетів. В 
ризосфері люпину при забрудненні ґрунту збільшується чисельність мікроорганіз-
мів усіх досліджених еколого-трофічних і функціональних груп, за виключенням 
мікроміцетів. Отже, закономірності встановлені нами при вивченні мікробного 
угруповання кореневої зони злакової суміші [10,11] не є загальними і перебіг 
мікробіологічних процесів у ризосфері рослин суттєво залежить від їхньої видо-
вої приналежності і особливостей складу кореневих виділень.

Чисельність денітрифікаторів максимально збільшується у ґрунті без рослин 
– у 102,2 разу (табл. 1). Причиною стрімкого росту кількості денітрифікаторів 
може бути створення частково анаеробних умов при обволіканні часточок ґрунту 
гідрофобними молекулами нафтопродуктів. В ризосферному ж ґрунті спостеріга-
ється лише тенденція до збільшення кількості денітрифікаторів, можливо, через 
те, що внаслідок невисокого рівня забруднення нафтопродуктами (1%) рослини 
не гинуть і продовжують постачати кисень у грунт.

 Нітрифікатори відчувають токсичну дію нафтопродуктів у ризосфері рослин 
всіх досліджених культур, що співпадає з отриманими раніше даними [10]. Це 
проявляється як у зменшенні чисельності нітрифікаторів, так і їхньої фізіолого-
біохімічної активності (табл. 1, 2). Можливою причиною цьому може бути ство-
рення нафтопродуктами в ґрунті анаеробних умов, а нітрифікатори відносяться 
до групи облігатних аеробів і відчувають нестачу кисню. Причиною зниження 
чисельності та фізіолого-біохімічної активності нітрифікаторів може бути також 
їхня висока чутливість до водорозчинних органічних речовин, концентрація яких 
суттєво підвищується у результаті мікробної деградації нафтопродуктів. 

Вивчення закономірностей зміни чисельності полісахаридсинтезувальних 
мікроорганізмів в забруднених ґрунтах є дуже важливим, тому що полісахариди 
утворюють з бактеріальними білками сурфуктантні комплекси, які емульгують 
гідрофобні молекули нафти і роблять їх більш доступними для деградації [12]. 
Раніше на прикладі сірого лісового ґрунту багаторічного перелогу було показано 
[10], що внесення 5% нафтопродуктів протягом доби призводить до зниження 
чисельності полісахаридсинтезувальних мікроорганізмів як в ґрунті без рослин, 
так і в ризосферному ґрунті злакової травосуміші в 1,7–3,1 рази. Протягом 
наступного інкубування забрудненого ґрунту чисельність полісахаридсинте-
зувальних мікроорганізмів росла і через 23 доби перевищила показники неза-
брудненого ґрунту в 9,0–34,3 рази. В представлених дослідженнях внесення на-
фтопродуктів призводить до збільшення чисельності полісахаридсинтезувальних 
мікроорганізмів вже через добу у ризосфері соняшника – в 1,69 разу, кукурудзи 
– 1,57, люпину – у 7,81 разу (табл. 1). Чисельність полісахаридсинтезуваль-
них мікроорганізмів зменшується тільки у ризосфері проса і пшениці. Отже, 
перебіг мікробіологічних процесів у ризосферному ґрунті, зокрема, деградація 
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нафтопродуктів за участю полісахаридсинтезувальних бактерій залежить від 
виду сільськогосподарської культури. 

Важливим з точки зору оцінювання перебігу мікробіологічних процесів у 
забрудненому ґрунті є факт активізації розчинення мінеральних фосфатів в 
ризосфері всіх досліджених культур (табл. 1). Отримані дані співпадають з 
результатами модельних дослідів з вирощуванням злакової травосуміші [10]. 
Поясненням цьому може бути той факт, що у нафтозабруднених ґрунтах зни-
жується концентрація рухомого фосфору [13].

Раніше було показано, що за внесення 1% нафтопродуктів мікробіологічні 
процеси у ґрунті уповільнюються: мінералізація азотовмісних сполук, загаль-
ної органічної речовини і гумусу [10,11]. Ця закономірність підтверджена на 
прикладі ґрунту без рослин (контроль), де за внесення нафтопродуктів індекс 
педотрофності зменшується у 1,89 разу, коефіцієнт опідзоленості – 2,64, кое-
фіцієнт мінералізації азоту – 1,4, активність мінералізації гумусу – в 3,2 разу 
(табл.  3). У ризосфері всіх досліджених сільськогосподарських культур в ре-
зультаті забруднення уповільнюється мінералізація гумусу, максимально – в 
ризосфері кукурудзи – в 3,05 разу. Освоєння органічної речовини уповільню-
ється в ризосфері пшениці і соняшника, а у інших культур – інтенсифікується. 
Процеси опідзолення і мінералізації сполук азоту уповільнюються у ризосфері 
всіх досліджених культур, за виключенням кукурудзи, де спостерігається інтен-
сифікація цих процесів.

Внесення нафтопродуктів сприяє суттєвому збільшенню фітотоксичності 
ґрунту, у ризосфері проса вона зростає в 1,59 разу, у ризосфері пшениці – 2,06, 
соняшнику – 2,22, кукурудзи – 2,08, люпину – 1,68, у ґрунті без рослин – у 
2,38 разу (табл. 3). Отже, максимально знижують фітотоксичність забрудненого 
ґрунту кореневі виділення проса і люпину. Можливо також, що рослини (осо-
бливо бобові) знижують токсичні властивості нафтопродуктів, поглинаючи їхні 
компоненти. 

Оцінка фітотоксичності ризосферного ґрунту за відсутності нафтового за-
бруднення показала, що найбільш токсичними є кореневі ексудати кукурудзи 
і соняшнику, токсичність ризосферного ґрунту яких перевищує контрольний 
показник на 41,6 і 21,2%, відповідно. Токсичність ризосферного ґрунту проса, 
пшениці і люпину практично не відрізняється від контролю, можливо тому, що 
у першу третину вегетаційного періоду синтез токсичних речовин у цих культур 
відбувається неактивно.

Необхідно зауважити, що вище наведені закономірності стосуються лише 
первинної реакції мікробного угруповання на забруднення ґрунту нафтопродук-
тами. Метою подальших досліджень повинно стати вивчення перебігу мікробіо-
логічних процесів у динаміці деградації нафтового забруднення і динаміці росту 
рослин впродовж вегетаційного періоду. 
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОЦЕССЫ В РИЗОСФЕРЕ 
РАСТЕНИЙ В ЗАГРЯЗНЕННОЙ НЕФТЕПРОДУКТАМИ ПОЧВЕ

Реферат

Исследованы микробиологические процессы в ризосфере растений различных 
сельскохозяйственных культур в условиях загрязнения почвы 1% авиационного 
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керосина. Установлено, что в ризосфере растений всех исследованных культур 
в результате загрязнения нефтепродуктами замедляется минерализация гумуса, 
максимально – в ризосфере кукурузы – в 3 раза. Освоение общего органического 
вещества почвы замедляется в ризосфере пшеницы и подсолнечника, у остальных 
культур – интенсифицируется. Процессы оподзаливания и минерализации соеди-
нений азота замедляются в ризосфере всех исследованных сельскохозяйственных 
культур, за исключением кукурузы, у которой наблюдается интенсификация 
этих процессов.

Кл  ю чев   ы е  слова     : микробиоценоз, эколого-трофические группы, мине-
рализация, гумус, фитотоксичность, сельскохозяйственные культуры, ризосфера, 
загрязнение нефтепродуктами.
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MICROBIOLOGICAL PROCESSES IN THE RHIZOSPHERE 
OF THE PLANTS IN THE CONTAMINATED SOIL WITH OIL 

PRODUCTS

Summary

We have investigated the flow of microbial processes in the rhizosphere of 
various crops in the soil contamination with 1% oil products. There were established 
that in rhizosphere of all the investigated crops consequently pollution by petroleum 
humus mineralization, maximally in rhizosphere of corn in 3 times. Assimilation 
of organic matter slowed in rhizosphere of wheat and sunflowers, while in other 
cultures enhanced. The process of nitrogen compounds mineralization became 
slower in rhizosphere of all the investigated cultures, except maize, where all the 
processes observed intensification. 

K e y  w o r d s : microbiocoenosis, ecological and trophic groups, phytotoxicity, 
mineralization, humus, rhizosphere, petroleum products pollution, crops.
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БАКТЕРІЇ-ДЕСТРУКТОРИ МОРТМАСИ CLADOPHORA 
SIWASСHENSIS У РАПІ АМФІБІАЛЬНИХ ДІЛЯНОК 

АРАБАТСЬКОЇ СТРІЛКИ ТА БЕРДЯНСЬКОЇ КОСИ

Представлено результати досліджень бактерій-деструкторів мортма-
си зеленої водорості ���������������������������������������������������Cladophora����������������������������������������� ����������������������������������������siwas�����������������������������������с����������������������������������hensis���������������������������� ���������������������������C��������������������������. ������������������������Meyer�������������������  у рапі із амфібі-
альних ділянок Арабатської стрілки й Бердянської коси. В модельному 
експерименті встановлено динаміку чисельності амілолітичних, проте-
олітичних та ліполітичних бактерій, які беруть участь у деструкції 
органічних  речовин  зеленої водорості Cladophora siwasсhensis.

К л ю ч о в і  с л о в а : біомаса,  Cladophora siwasсhensis, деструкція, 
амілолітичні, протеолітичні, ліполітичні бактерії.

Як основна фотосинтезувальна ланка екосистеми, водорості відігра-
ють важливу роль у формуванні хімічного складу  та запасів органічної 
речовини солоних водойм та донних відкладень. Характер перетворення 
водоростевої органічної речовини, його інтенсивність, кінцеві продукти є 
важливим предметом досліджень. Розпад водоростевої органічної речо-
вини суттєво впливає на якість води, кругообіг речовин у водоймищах, 
збагачує донні відкладення органічними компонентами [1–3]. Але процес 
мікробної деструкції водоростевої мортмаси недостатньо вивчений. На-
явна інформація стосується переважно деструкції синьо-зелених водо-
ростей [4–7].

Органічна речовина водоростей солоних водойм піддається деструкції 
різними групами мікроорганізмів, тому метою дослідження було вивчен-
ня чисельності представників  різних груп бактерій, що беруть участь у 
деструкції мортмаси зеленої водорості Cladophora siwasсhensis C.Meyer 
у рапі амфібіальних ділянок Арабатської стрілки й Бердянської коси. 

Матеріали і методи
Наважку  водоростевої мортмаси макроскопічних розростань 

Cladophora siwasсhensis очищали від механічних домішок та просушували 
при температурі 105 °С протягом 2 годин. Наважку вносили до склянок з 
притертими пробками ємністю 1 л та додавали рапу, яка була відібрана  

© А.М. Солоненко, 2011
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з амфібіальних ділянок (солоність 140–165 г/л). Склянки знаходилися 
при сталій середньорічній та середньолітній температурі 14 °С і 25 °С 
впродовж 25 діб. Перед відбором проб для посіву склянки ретельно 
збовтували.

Визначення чисельності бактерій  різних фізіологічних груп здійснюва-
ли на сольових елективних живильних середовищах [8].  Висів проводили 
з відповідних розведень. Наявність амілолітичних, протеолітичних та ліпо-
літичних бактерій визначали за загальноприйнятими методиками [9–10].

Результати та їх обговорення
В ході експерименту показано динаміку чисельності амілолітичних, 

протеолітичних та ліполітичних мікроорганізмів, асоційованих з мортма-
сою зеленої водорості Cladophora siwasсhensis (табл.). 

Посіви на елективні середовища показали, що чисельність амілолі-
тичних бактерій  у вихідній рапі не перевищувала 200 КУО/мл (Арабат-
ська стрілка) та 120 КУО/мл  (Бердянська коса) при  середньолітній 
температурі. Починаючи з 4-ої доби досліду їх чисельність різко зростала 
і досягала максимуму в інтервалі 10–18-ої доби. При цьому показники 
в 1000–1700  разів перевищували вихідні. До 20-ої доби чисельність 
бактерій знижувалася приблизно в 10 разів порівняно з максимумом. 
Аналогічна закономірність спостерігалася  також при середньорічній 
температурі.

Чисельність протеолітичних бактерій  у вихідній рапі  Арабатської 
стрілки при середньолітній температурі не перевищувала 150 КУО/мл, 
а у вихідній рапі Бердянської коси представники цієї групи  бактерій 
були відсутні. Протеолітичні бактерії з’являлися на 2-у добу в кількості 
230  КУО/мл.  До 4-ої доби у двох досліджених амфібіальних ділянках їх 
чисельність зростала у 56–100 разів і досягала максимуму на 10-у добу, 
перевищуючи вихідні показники в 2000–4000 разів. Починаючи з 12-ої 
доби, чисельність цих бактерій плавно знижувалася та до кінця експе-
рименту вона не перевищувала 10000–20000 КУО/мл. Схожі тенденції 
виявлені також при середньорічній температурі.

Ліполітичних бактерій при середньолітній температурі у вихідній 
рапі двох досліджених амфібіальних ділянок не було виявлено. Ліполі-
тичні бактерії були зафіксовані з 4-ої доби у кількості 200–400 КУО/мл. 
Максимум чисельності ліполітичних бактерій припадав на 12–16-у добу 
й досягав 150000–160000 КУО/мл (показники перевищували вихідні в 
400–750 разів). Починаючи з 18-ої доби й до кінця експерименту, їхня 
чисельність різко знижувалася. При середньорічній температурі спосте-
рігаються схожі закономірності.

Активність бактерій-деструкторів була максимальною в різний час та 
їх частка в рапі з амфібіальних ділянок Арабатської стрілки становила 
для протеолітичних бактерій – 52–64% та 56–65%, амілолітичних  – 
55–65% та 25–30%, ліполітичних – 21–24 та 20–26%; в рапі амфібі-



94 Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 2/2011    

А.М. Солоненко

Таблиця
Динаміка чисельності мікроорганізмів-деструкторів (КУО • 104 в мл) мортмаси 

зеленої водорості Cladophora siwaschensis у рапі

Table 
The dynamics of a number of micro-organisms – destructors (CFU•104  in ml) of 

green seaweed Cladophora siwasсhensis mortmass in brine 

Примітка: чисельник – при середньолітній температурі (25 °С);   
знаменник – при середньорічній температурі (14 °С); контроль – вихідна рапа без 
біомаси водорості.
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

03,055,0
2,02,3




14 3,02,2
420




5,05
430




2,07,1
316




5,02
320




5,03
330




1,02,1
2,02,4




16 4,05,2
320




4,05,5
320




2,05,1
215




3,02,2
220




3,00,3
220




1,04,1
1,05,1




18 4,05,2
320




5,05
110




01,01,0
2,01




3,00,2
220




3,05,1
210




1,07,0
1,09,0




20 3,01
5,02




04,01,0
2,01




01,007,0
01,05,0




2,00,2
3,08,1




1,00,1
2,00,4




02,03,0
02,04,0




25 2,01
4,02




04,01,0
2,01




004,006,0
05,05,0




4,02
3,02




03,02,0
2,00,2




01,02,0
02,03,0




ÍÓÌÚðÓÎ¸ 002,0015,0
002,002,0




002,001,0
002,0015,0




-

 001,0012,0

- -
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БАКТЕРІЇ-ДЕСТРУКТОРИ МОРТМАСИ CLADOPHORA SIWASСHENSIS У РАПІ ...

альних ділянок Бердянської коси: протеолітичні бактерії – 68–72% та 
65–68%, амілолітичні  – 37–52% та 33–47%, ліполітичні – 5–7% та 
19–21% при середньолітній і середньорічній температурі, відповідно. 

Таким чином, показано, що у процесі деструкції органічних речовин 
зеленої водорості Cladophora siwashensis у рапі амфібіальних ділянок 
Бердянської коси відмічено меншу кількість бактерій-деструкторів, ніж 
у рапі з Арабатської стрілки. Отже, можна зробити висновок, що в де-
струкції органічної речовини зеленої водорості Cladophora siwasсhensis 
важливу роль відіграють протеолітичні, амілолітичні та ліполітичні групи 
бактерій. 
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БАКТЕРИИ-ДЕСТРУКТОРЫ МОРТМАССЫ CLADOPHORA 
SIWASСHENSIS В РАПЕ ИЗ АМФИБИАЛЬНЫХ УЧАСТКОВ 

АРАБАТСКОЙ СТРЕЛКИ И БЕРДЯНСКОЙ КОСЫ

Реферат 

Представлены результаты исследований бактерий-деструкторов 
мортмассы зеленой водоросли Cladophora siwasсhensis C. Meyer  в рапе 
из амфибиальных участков Арабатской стрелки и Бердянской косы. В 
модельном эксперименте установленa динамикa численности амилоли-
тических, протеолитических и липолитических бактерий, которые при-
нимают участие в деструкции органических веществ зеленой водоросли 
Cladophora siwasсhensis.

Кл  ю чев   ы е  слова     : биомасса,  Cladophora siwasсhensis, деструк-
ция, амилолитические, протеолитические, липолитические бактерии.
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BACTERIA-DESTRUCTORS OF MORTMASS CLADOPHORA 
SIWASСHENSIS IN BRINE OF THE AMPHIBIAN AREAS ON 

THE ARABAT SPIT AND THE BERDYANSK FORELAND

Summary

The author presents the research results of bacteria-destructors 
mortmass of green seaweed Cladophora Siwaschensis C. Meyer in brine 
of the amphibian areas on the Arabat spit and the Berdyansk foreland. 
The model experiment helped to determine the dynamics of the number 
of amylolytic, proteolytic and lipolytic bacteria which take part in the 
destruction of green seaweed Cladophora Siwaschensis organic substance.

K e y  w o r d s : biomass, Cladophora siwasсhensis, destruction, 
amylolytic, proteolytic, lipolytic bacteria.
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ХРОНІКА НАУКОВОГО ЖИТТЯ

THE CHRONICLE OF A SCIENTIFIC LIFE

VI ЛІТНЯ ШКОЛА  
«МОЛЕКУЛЯРНА МІКРОБІОЛОГІЯ І БІОТЕХНОЛОГІЯ»

З 24 травня по 4 червня 2011 року кафедра мікробіології і вірусології 
Одеського національного університету імені I.I. Мечникова у черговий 
раз приймала учасників VI Літньої школи «Молекулярна мікробіологія і 
біотехнологія». Усього заняття школи відвідували співробітники та молоді 
науковці 14 наукових закладів з 10 міст України і Росії, серед яких були 
й аспіранти з Німеччини і Румунії. Серед закладів, які направили своїх 
співробітників та аспірантів на Літню школу, були представлені Київський 
національний університет імені Тараса Шевченка, Національний фарма-
цевтичний університет (м. Харків), Південний біотехнологічний центр у 
рослинництві (м. Одеса), Московський державний університет приклад-
ної біотехнології, Iнститут мікробіології і імунології імені I.I. Мечникова 
(м. Харків), Миколаївський національний університет, Прикарпатський 
національний університет імені В. Стефаника (м. Iвано-Франківськ), 
Ужгородський національний університет, Iнститут біології південних 
морів (філія у м. Одеса), Iнститут біології тварин НАНУ України (м. Дро-
гобич), Херсонський державний університет, Дрогобицький державний 
педагогічний університет, ННЦ Iнститут виноградарства і виноробства 
імені В.Є. Таїрова (м. Одеса), Одеський національний університет імені 
I.I. Мечникова. 

Програма занять привабила як молекулярних біологів – початківців, 
так і досвідчених спеціалістів, які бажали детальніше ознайомитися з 
підходами, новими для них у практиці наукових досліджень.

Лекційні заняття, присвячені сучасним досягненням молекулярної 
мікробіології і біотехнології, проводилися доктором біологічних наук, 
завідувачем відділу молекулярної біології бактеріофагів Iнституту мікро-
біології і вірусології імені Д.К. Заболотного Товкачем Ф.I. 

На лабораторних заняттях слухачі школи навчалися виділяти ДНК, 
виявляти генетичні послідовності методом полімеразної ланцюгової реак-
ції, працювати з найсучаснішим обладнанням лабораторій молекулярної 
мікробіології.

Навчання основам рідинної хроматографії проводили спільно з пред-
ставником компанії «Біо-Рад» доктором Гюлою Шанаді (Угорщина), і 
під його керівництвом слухачі школи знайомилися з хроматографічним 
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обладнанням, навчалися збирати найпростішу хроматографічну систему, 
проводити розділення білкової суміші. 

У програму лабораторних занять школи входило опановування мето-
дами горизонтального агарозного гель-електрофорезу та вертикального 
електрофорезу у поліакриламідному гелі. Слухачі розділяли продукти по-
лімеразної ланцюгової реакції та рестрикції, визначали розмір виділених 
бактеріальних плазмід. У денатуруючому поліакриламідному гелі учасники 
школи розділяли білки. Лабораторні заняття проводилися кандидатами 
біологічних наук, доцентами ОНУ імені I.I. Мечникова Iваницею Т.В., 
Сергєєвою Ж.Ю., Ліманською Н.В. та кандидатом біологічних наук, 
завідувачем лабораторії Iнституту мікробіології і вірусології імені  
Д.К. Заболотного Остапчуком А.М.

На заняттях з біоінформатики слухачі мали нагоду ознайомитися із 
застосуванням кластерного аналізу для біологічних досліджень, буду-
ванням дендрограм, методам вивчення нуклеотидних та амінокислотних 
послідовностей. Для новачків у біоінформатиці цікавим було відвідування 
та навчання роботи із сайтами, що містять дані щодо розшифрованих 
послідовностей ДНК та амінокислот білків різноманітних організмів. 
Лекції і лабораторні заняття з біоінформатики проводилися кандидатом 
біологічних наук, доцентом ОНУ імені I.I. Мечникова Васильєвою Н.Ю.

Особливу увагу на заняттях школи було приділено автономним гене-
тичним елементам бактерій – бактеріофагам, плазмідам і транспозонам. 
Так, слухачі навчалися концентруванню фагових часток, індукції лізо-
генних фагів, трансдукції транспозону Tn9 бактеріофагом Р1 у клітини 
Erwinia carotovora. 

Учасники школи були забезпечені друкованими посібниками, в яких 
наводився опис основних засад лабораторного практикуму з молекулярної 
мікробіології, біотехнології та біоінформатики. 

Фотозвіт з роботи школи можна знайти на сторінках сайту Одесько-
го національного університету імені I.I. Мечникова http://onu.edu.ua/ у 
розділі „Наука” – „Літні школи”. 

Чекаємо бажаючих відвідати курс занять школи у наступному році!
Електронна адреса: limanska@gmail.com

Відповідальний секретар 
Літньої школи, 

кандидат біологічних наук, доцент 
Ліманська Н.В.



99Ì³êðîá³îëîã³ÿ ³ á³îòåõíîëîã³ÿ ¹ 2/2011

ІНФОРМАЦIЙНЕ ПОВIДОМЛЕННЯ ДЛЯ АВТОРIВ

Науковий журнал «Мікробіологія і біотехнологія» запрошує Вас  до 
співпраці з питань висвітлення результатів наукових досліджень у галузі 
мікробіології і біотехнології. 

Програмні цілі видання: висвітлення результатів наукових дослі-
джень у галузі мікробіології та біотехнології, об’єктами яких є прокаріотні 
(бактерії, архебактерії) та еукаріотні  (мікроскопічні гриби, мікроскопічні 
водорості, найпростіші) мікроорганізми, віруси.

Тематична спрямованість: мікробіологія, вірусологія, імунологія, 
молекулярна біотехнологія, створення та селекція нових штамів мікро-
організмів, мікробні препарати, антимікробні засоби, біосенсори, діагнос-
тикуми, мікробні технології в сільському господарстві, мікробні технології 
у харчовій промисловості; захист та оздоровлення навколишнього серед-
овища; отримання енергоносіїв та нових матеріалів тощо.

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

Рубрики журналу: «Оглядові та теоретичні статті», «Експеримен-
тальні праці», «Дискусії», «Короткі повідомлення», «Хроніка наукового 
життя», «Сторінки історії», «Ювілеї і дати», «Рецензії», «Книжкова по-
лиця».

До статті додається рекомендація установ, організацій, у яких ви-
конувалася робота, за підписом керівника та письмова згода керівників 
установ, організацій, де працюють співавтори.

	
Вимоги до оформлення статей, які подаються до редакції журналу:
Стаття має відповідати тематичному спрямуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВАК України від 15.01.2003 р. №7-05/1, включати 
такі структурні елементи: постановка проблеми у загальному вигляді та 
її зв’язок із важливими науковими чи практичними завданнями; аналіз 
останніх досліджень і публікацій, в яких започатковано вирішення даної 
проблеми і на які опирається автор; виокремлення раніше не вирішених 
частин загальної проблеми, котрим присвячується стаття; формулюван-
ня цілей статті (постановка завдання); виклад основного матеріалу до-
слідження з повним обґрунтуванням наукових результатів; висновки з 
даного дослідження і перспективи подальших пошуків у даному напрямі.

До друку приймаються статті (2 примірники) обсягом не більше 10 
сторінок (з урахуванням рисунків, таблиць і підписів до них, анотації, 
реферату, списку літератури), огляди – до 15 стор., рецензії – до 3 стор., 
короткі повідомлення – до 2 стор.
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До рукопису додається електронний  варіант статті на дискеті або 
дискові (Word, шрифт Times New Roman, кегль 14, інтервал автоматич-
ний, не більше 30 рядків на сторінці, поля по 2 см).

 	
При написанні статті необхідно дотримуватися такого плану:
-	індекс  УДК у лівому верхньому кутку першого аркуша;
-	 прізвища та ініціали автора (авторів) мовою оригіналу, місце ро-

боти  кожного автора; повна поштова адреса установи (за міжнародними 
стандартами); телефон, електронна адреса (e-mail). Прізвища авторів та 
назви установ, де вони працюють, позначають одним і тим самим циф-
ровим індексом (вгорі);

-	на зва статті великими літерами;
-	анотація  із зазначенням новизни результатів дослідження (до 200 

слів);
-	кл ючові слова (не більше п`яти);

Текст статті має включати такі складові: вступ; матеріали і методи; 
результати та їх обговорення; висновки; література.

До кожного примірника статті додається анотація мовою оригіналу 
та реферати українською / російською (в залежності від мови оригіналу 
статті), та англійською мовами  (кожен реферат на окремому аркуші). 
Перед словом «реферат» необхідно написати прізвища та ініціали авто-
рів, назви  установ, адреси, повну назву статті відповідною мовою. Після 
тексту реферату з абзацу розміщуються ключові слова. 

У кінці тексту статті указати прізвища, імена та по батькові усіх 
авторів, поштову адресу, телефон, факс, e-mail (для кореспонденції).

Стаття має бути підписана автором (усіма авторами) з зазначенням 
дати на останній сторінці.

Автори несуть повну відповідальність за бездоганне мовне оформлен-
ня тексту, особливо за правильну наукову термінологію (її слід звіряти 
за фаховими термінологічними словниками). 

Латинські біологічні назви видів, родів подаються курсивом латини-
цею. 

Якщо часто  повторювані у тексті словосполучення автор вважає за 
потрібне скоротити, то абревіатури за першого вживання обумовлюють 
у дужках. Наприклад: полімеразна ланцюгова реакція  (ПЛР).

Посилання на літературу подаються у тексті статті, цифрами у ква-
дратних дужках, згідно з порядковим номером у списку літератури.

Таблиці мають бути компактними,  мати порядковий номер; графи, 
колонки мають бути точно визначеними логічно і графічно. Матеріал та-
блиць (як і рисунків) має бути зрозумілим і не дублювати текст статті. 
Цифровий матеріал таблиць слід опрацювати статистично. 

Рисунки виконуються у вигляді чітких креслень (за допомогою 
комп’ютерного графічного редактора у форматі TIF, JPG). Осі координат 
на графіках мають бути позначені. Рисунки розміщуються у тексті статті 
та дублюються окремим файлом на CD.
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Підписи, а також пояснення, примітки до рисунків подаються мовою 
оригіналу та англійською.

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

Список літератури складається за алфавітно-хронологічним порядком 
(спочатку кирилиця, потім латиниця) і розміщується в кінці статті. Якщо 
перший автор у декількох працях один  і той самий,  то праці розміщу-
ються у хронологічному порядку.  Список посилань треба пронумерува-
ти, а у тексті посилатися на відповідний номер  джерела літератури (у 
квадратних дужках).

У посиланні наводять прізвища усіх авторів. В експериментальних 
працях має бути не більше 15 посилань літературних джерел. Патентні 
документи розміщуються у кінці списку посилань.
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The manuscript should be given in 2 carbon copies with an electronic 

variant on CD (Word, font Times New Roman, 14, line spacing automatic, 
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author in several references is the same, all these references are arranged 
in chronological order. Reference list should be numbered. The numbers 
should be set in square brackets in the text, i. e. [2, 15]. 
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