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ÐÅÃУËЮÂÀÍÍß ÒÀ ШËßÕÈ IÍÒÅÍСÈФIÊÀÖIЇ 
ÁIÎСÈÍÒÅЗУ ËIЗÈÍУ

В оãëяді проанаëізовано шëяõи інтенсифікації мікробіоëоãічноãо син-
тезу ëізину, що використовується у виробництві кормів, у õарчовій 
і фармацевтичній промисëовості. Приведено біоõімічну сõему реãуëю-
вання та синтезу ëізину бактеріями через диамінопімеëат. Показа-
но, що підвищений синтез незамінниõ амінокисëот у мікроорãанізмів 
пов'язаний з певними мутаційними порушеннями реãуëяторноãо кон-
троëю біосинтезу. Відображено теõноëоãічні способи підвищення 
біосинтезу ëізину. За раõунок зміни теõноëоãічниõ параметрів 
біосинтез ëізину досяãав рівня 30–50 ã/дм3, а штами-мутанти у 
поєднанні з біотеõноëоãічними прийомами продукуваëи 50–70 ã/дм3 
та забезпечуваëи 40% конверсію субстрату до амінокисëоти.

Кëючов і  сëова : ауксотрофність, біосинтез, інтенсифікація, ëізин, 
продуцент.

Незаìінна аìінокислота лізин (α, ε-аìінокапронова кислота) є одниì 
із джерел для синтезу аöетил-Êоензиìу À (Àöетил-ÊоÀ), регуляторниì 
÷инникоì у ìетаболізìі інших аìінокислот, яка не синтезується в організ-
ìі тварин. Лізин (Lys), при достатньоìу та своє÷асноìу його надходженні 
в організì сприяє секреöії травних ферìентів, упереджує розвиток ате-
росклерозу, остеопорозу, покращує короткотерìінову паì'ять [1].

Ìікробіологі÷не виробниöтво аìінокислот за об’єìоì продукöії зайìає 
2-е ìісöе в світі після виробниöтва антибіотиків. Потреби сільського гос-
подарства, хар÷ової проìисловості та ìедиöини зуìовлюють інтенсивний 
розвиток проìислового виробниöтва лізину [2, 3], зростання виробниöтва 
лізину складає близько 10% на рік [3]. В Óкраїні та ÑНД виробниöтво 
лізину відсутнє [1].

© Г.Ñ. Àндріяш, Г.Ì. Заболотна, Ñ.Ì. Шульга, 2012
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Біотехнології лізину постійно вдо-
сконалюють [1, 2, 4], впроваджують 
нові продуктивні штаìи, отриìані 
селекöійниìи та генно-інженерниìи 
ìетодаìи [2, 5–7].

Бактерії, а саìе корінебактерії 
та бревібактерії, синтезували лізин 
пентозофосфатниì та гліколіти÷ниì 
шляхаìи (рис. 1) [2, 7]. За викорис-
тання ìі÷ених атоìів 13Ñ встановлено, 
що бактерії синтезували лізин ÷ерез 
піруват, аспарагінову кислоту та 
α-диаìінопіìелінову кислоту (ДÀП), а також ìетіонін, треонін та ізо-
лейöин з аспартату. Встановлено, що на öьоìу ìетаболі÷ноìу шляху 
диаìінопіìелатні будівельні блоки форìували пептидоглікан для клітинної 
стінки бактерій [7,9].

Ó роботах [7, 18, 22, 24–29] показано, що біосинтез лізину öе роз-7, 18, 22, 24–29] показано, що біосинтез лізину öе роз-] показано, що біосинтез лізину öе роз-
галужений ланöюг реакöій за у÷астю понад 60 ферìентів. Óсі гени корі-
небактерій, що кодують öі ферìенти, ізольовано та секвеновано [6, 7, 8, 
17]. Для кожного гена визна÷ені його ìісöе і функöія у ìетаболі÷ноìу 
шляху та у÷асть у транспортуванні лізину [10, 11, 12]. Êлю÷овиìи гена- 11, 12]. Êлю÷овиìи гена-11, 12]. Êлю÷овиìи гена- 12]. Êлю÷овиìи гена-12]. Êлю÷овиìи гена-
ìи у регуляöії синтезу лізину визна÷ені pyc (піруваткарбоксилаза), lysC 
(аспартаткіназа), hom (гоìосериндегідрогеназа), lysА (диаìінопіìелат 
декарбоксилаза), dapA (дигідропіколінатсинтаза), mgo (ìалат:гуінон 
оксидоредуктаза) [13-16] .

Êонтроль біосинтезу лізину забезпе÷ується за принöипоì зворотного 
зв’язку на рівні генів [16, 17], які відповідають за синтез відповідних 
ферìентів (репресія) і на рівні саìих ферìентів, які в результаті над-
лишку аìінокислот, що утворюються, ìожуть зìінювати свою активність 
(ретроінгібування) [2, 18]. Даний ìеханізì контролю виклю÷ав переви-
робниöтво аìінокислот, а також перешкоджає їх виділенню з клітин у 
навколишнє середовище [7, 16, 19, 20].

Шлях біосинтезу від аспарагінової кислоти до лізину у корінебактерій, 
на відìіну від інших ìікроорганізìів, ìає лише один контрольований кін-
öевиì продуктоì етап – фосфорилювання аспарагінової кислоти (рис. 1). 
Ðеакöія каталізується аспартаткіназою (ÀÊ), здатною у штаìів дикого 
типу до полівалентного пригні÷ення лізиноì і треоніноì [1,2].

Ñпільний попередник (напівальдегід аспарагінової кислоти) в синтезі 
лізину та треоніну витра÷ається у корінебактерій переважно на синтез 
треоніну (рис. 1). Ферìентативна активність гоìосериндегідрогенази 
(ГД) у 15 разів вища за активність дигідропіколінатсинтази, тоìу про-
öес біосинтезу скеровується на виробниöтво треоніну. Біосинтез трео-
ніну регулюється ÀÊ і ГД за принöипоì зворотного зв’язку та репресії  
[18, 21].
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РЕГУЛЮВАННЯ ТА ШЛЯХИ ІНТЕНСИФІКАЦІЇ БІОСИНТЕЗУ ЛІЗИНУ 

 

В огляді проаналізовано шляхи інтенсифікації мікробіологічного синтезу 

лізину, що використовується у виробництві кормів, у харчовій і 

фармацевтичній промисловості. Приведено біохімічну схему 

регулювання та синтезу лізину бактеріями через диамінопімелат. 

Показано, що підвищений синтез незамінних амінокислот у 

мікроорганізмів пов'язаний з певними мутаційними порушеннями 

регуляторного контролю біосинтезу. Відображено технологічні способи 

підвищення біосинтезу лізину. За рахунок зміни технологічних 

параметрів біосинтез лізину досягав рівня 30–50 г/дм3, а штами-

мутанти у поєднанні з біотехнологічними прийомами продукували 50–

70 г/дм3 та забезпечували 40% конверсію субстрату до амінокислоти. 
 

Ключов і  с л о ва :  ауксотрофність, біосинтез, інтенсифікація, лізин,  продуцент. 

 

Незамінна амінокислота лізин (α, ε-амінокапронова кислота) є одним із джерел 

для синтезу ацетил-Коензиму А (Ацетил-КоА), 

регуляторним чинником у метаболізмі інших 

амінокислот, яка не синтезується в організмі 

тварин. Лізин (Lys), при достатньому та 

своєчасному його надходженні в організм сприяє 

секреції травних ферментів, упереджує розвиток 

атеросклерозу, остеопорозу, покращує 
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Ðис. 1. Схема синтезу лізину через ÄÀП-шлях [7,9].

Приìітка:                  – репресія,                 – ретроінгібування
ЩОÊ – щавлевооöтова кислота, ДÀП  – диаìінопіìелат, ÖÒÊ – öикл три-

карбонових кислот, ГÊ – гоìосеринкіназа, ÒД – треоніндегідрогеназа, 
ÀÊ (аспартаткіназа) ген lysC, ПÊ (піруваткарбоксилаза) ген pyc, ГД 

(гоìосериндегідрогеназа) ген hom, ДÀП -(дігідропіколінатсинтаза) ген dapA, 
(ìалат:гуінон оксидоредуктаза) ген mgo.

Fіg. 1. Scheme of lysіne synthesіs through the DAP-way
Note:                   –   repression,                 –  retroinhibition

ЩОÊ – oxaloacetic acid, ДÀП – diaminopimelat, ÖÒÊ – citric acid cycle, ГÊ – 
homoserine, ÒД – threonine dehydrogenase, ÀÊ – (aspartatkinaza) gene lysC, 
ПÊ – (pyruvatecarboxylase) gene pyc, ГД – (homoserine) gene hom, ДÀП – 
(digidropikolinatsintaza) gene dapA, (malate: guinon oxidoreductase) gene mgo.
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Біосинтез лізину у природних (диких) штаìів розпо÷инається після 
наси÷ення клітини треоніноì, ìетіоніноì та ізолейöиноì [2]. Для підви-
щення рівня синтезу лізину блокується їх синтез шляхоì пригні÷ення 
активності ГД або гоìосеринкінази (ГÊ). Для інтенсифікаöії синтезу 
лізину необхідно в першу ÷ергу усунути пригні÷ення ÀÊ [1, 2, 7]. Öього 
досягали завдяки зниженню внутрішньоклітинного вìісту треоніну або 
ж генети÷ною зìіною ÀÊ, що полягала в десенсибілізаöії до дії лізину та 
треоніну. Більшість проìислових продуöентів öе ауксотрофні або регу-
ляторні ìутанти. Вони не ÷утливі до впливу лізину та треоніну, і уìовно 
розділені на основні класи ìутантів, що продукують лізин [1]:

– ауксотрофи за гоìосериноì з відсутністю активності ГÊ;
– ауксотрофи за треоніноì з відсутністю активності ГД;
– ìетіонін – ÷и треонін÷утливі ìутанти з низькою активністю ГД;
– резистентні ìутанти до антиìетаболітів лізину (найбільш вживаний 

S-(2-аìіноетил)-L-öистеїн) або ж регуляторні, у яких ÀÊ не÷утлива до 
ретроінгібування;

– ауксотрофи за лейöиноì;
– інші аналогорезистентні ìутанти.
Найвищий рівень накопи÷ення лізину (коефіöієнт конверсії глюкози 

складає 30-40%) ìають ауксотрофи за гоìосериноì або лейöиноì [7, 
16, 17].

Генети÷не блокування ГД зупиняє у таких ìутантів синтез треоніну 
та дозволяє, шляхоì обìеження вìісту треоніну в середовищі, зняти 
пригні÷ення ÀÊ. За рахунок повного дефекту ГД спільні попередники 
лізину та треоніну витра÷аються тільки на синтез лізину [18–21].

Àуксотрофи за треоніноì та ìетіоніноì, з генети÷ниì блокуванняì 
гоìосеринкінази (ГÊ), продукують ìенше лізину та одно÷асно накопи-ìенше лізину та одно÷асно накопи- лізину та одно÷асно накопи-
÷ують гоìосерин із збереженняì активності ГД [18].

Продуöенти лізину Brevibacterium flavum ìають знижену активність 
ГД (в 20–50 разів), проте öе забезпе÷ує потребу клітин у гоìосерині. 
Особливий фенотип öих ìутантів зуìовлений властивостяìи ГД. Ðіст 
продуöентів на ìініìальноìу середовищі пригні÷ується у присутності ви-
соких конöентраöій треоніну ÷и ìетіоніну внаслідок голодування за однією 
з öих аìінокислот, що викликає пригні÷ення активності ГД треоніноì ÷и 
репресією синтезу ГД ìетіоніноì. Ìетіонін– ÷и треонін÷утливі ìутанти 
продукують лізин з конöентраöією 20 г/дì3 на середовищах з глюкозою 
[1, 19].

Показано [13, 18–21], що аналогорезистентні ìутанти синтезують 
лізин внаслідок генети÷ної зìіни ÀÊ, яка стала не ÷утливою до дії лізину 
та треоніну. Àналогорезистентні ìутанти, які ìають тільки зìінену ÀÊ 
продукують лізин з конöентраöією 15 г/дì3 на середовищі з глюкозою. 
Ìутанти стійкі до шту÷ного пригні÷ува÷а аспартаткінази S-(2-аìіноетил)-
L-öистеїну (аналогу лізину), у яких вихід лізину досягає 33 г/дì3, синте-
зують ферìент у 100 разів ìенш ÷утливий порівняно з вихідниì штаìоì. 



10 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

Ã.С. Àндріяш, Ã.Ì. Заболотна, С.Ì. Шульга

Ðегуляторні ìутанти отриìують за допоìогою трансдукöії, здійснюю÷и 
при öьоìу відбір спо÷атку окреìих ìутантів з розбалансованиì ìеханіз-
ìоì регуляöії. В результаті, у одного штаìу послідовно закріплюється 
стійкість до кількох аналогів [5, 18, 20–22]. 

Характерною особливістю продуöентів є здатність до перетворення 
проìіжної ланки лізину піперидин-2,6-дикарбоксилату до диаìінопіìе-
лату двоìа шляхаìи. Перший шлях складають три реакöії за у÷астю 
сукöиніл-аìінокетопіìелату, та сукöиніл-аìінопіìелату, другий шлях – 
одна реакöія з у÷астю диаìінопіìелат дегідрогенази. Ðозподіл потоку за 
öиìи двоìа шляхаìи регулюється присутністю іонів аìонію та біотину 
в середовищі, за допоìогою ферìентів, що кодували гени mgo, pyc, dap 
[7, 9, 21].

«Потокоì» від аспартату до лізину, керували аспартаткіназа (зворот-
ний зв’язок) та дигідропіколінатсинтаза. Отриìано ìутанти з підвищениì 
синтезоì лізину, у яких виявили посилену дію вказаних ферìентів (гени 
lys C та/або dapA) [10, 13, 20, 21].

Підвищення біосинтезу лізину зуìовлено ауксотрофниìи ìутаöіяìи, 
які блокують один з етапів синтезу треоніну та спряìовують проöес на 
утворення лізину.

З ìетою розширення виробниöтва аìінокислот та підвищення еконоìі÷ної 
ефективності технологій, розроблено та впроваджено способи, збільшення 
виходу öільової аìінокислоти [2, 4]. Iнтенсифікаöія біосинтезу здійснюється 
як використанняì високопродуктивних штаìів [2, 4, 5], так і біотехно-
логі÷ниìи заходаìи (розширенняì спектру використання субстратів, 
оптиìізаöією уìов культивування, вдосконаленняì ìасообìінних проöесів 
та технологі÷ного обладнання) [2, 11, 12, 23–25]. Шляхи інтенсифікаöії 
біосинтезу лізину представлено на рис. 2. 

Ñировиною для одержання лізину зазви÷ай є ìеляса, сахароза, сульфат 
аìонію, фосфати, кукурудзяний екстракт [2–4]. Штаìи-продуöенти лізину 
використовують як субстрат окреìі хіìі÷ні сполуки, природні поліìери 
та відходи хар÷ових і сільськогосподарських виробниöтв [2, 4, 18].

Використання в технології лізину ауксотрофних ìутантів також 
пов’язано з інтенсифікаöією біосинтезу. Öе стосується, в першу ÷ергу, 
складу поживних середовищ та уìов культивування, які індивідуально 
підбирали для кожного нового штаìу [4, 5, 19].

Для підвищення синтезу лізину суттєвиì є проöес забезпе÷ення 
стабілізаöії основних параìетрів культивування на стадії ферìентаöії, 
оскільки вихід öільової аìінокислоти залежить від теìператури середови-
ща, інтенсивності аераöії, тривалості ферìентаöії, дози та віку інокуляту 
[2, 4, 18], а також від наявності біологі÷но активних ре÷овин (БÀÐ) у 
середовищі культивування штаìів-продуöентів [2, 4]. 

Окріì джерел вуглеöю, азоту та фосфору у середовище вносили як 
ростовий фактор та джерело БÀÐ кукурудзяний екстракт (1,2–1,5% за 
сухою ре÷овиною). Дослідження [18, 21] показали, що за наявності в се- 21] показали, що за наявності в се-21] показали, що за наявності в се-
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Ðис.2. Шляхи інтенсифікації біосинтезу лізину

Fіg.2. The ways to іntensіfy the bіosynthesіs of lysіne

редовищі ìетіоніну, треоніну та біотину з конöентраöією 15–20 ìкг/дì3, 
штаì-продуöент синтезував лізин. При зìеншенні конöентраöії біотину 
(7–13 ìкг/дì3) у культуральній рідині накопи÷увалась глутаìінова кис-
лота. При зниженні вìісту біотину до 2,5 ìг – утворювалась ìоло÷на 
кислота.

Оптиìальниì співвідношенняì вуглеöю та азоту в середовищі було 
11:1, при збільшенні ÷астки вуглеöю (зсув вліво) вихід лізину знижував-
ся, а при зìеншенні ÷астки азоту (зсув вправо) – накопи÷увався аланін. 
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Ðівень аераöії (повітря/середовище) за хвилину складав 1:1 (v/v). При 
зìеншенні аераöії утворювалась ìоло÷на кислота [22].

На першу добу ферìентаöії за періоди÷них уìов продуöенти вико-за періоди÷них уìов продуöенти вико-іоди÷них уìов продуöенти вико-оди÷них уìов продуöенти вико-продуöенти вико-
ристовували до 25% öукрів і при öьоìу накопи÷ували біоìасу. Далі, на 
тлі зниження швидкості росту, клітини активно синтезували лізин. Для 
стабілізаöії рН періоди÷но проводили титрування 25%-ì роз÷иноì аìі-
аку. При додатковоìу дробноìу внесенні öукру та азоту (підживлення) 
отриìували підвищений вихід лізину. Òакиìи технологі÷ниìи заходаìи 
досягали кінöевих конöентраöій лізину 40 г/дì3, а залишкова конöентра-
öія öукру складала 0,5–1,0 г/дì3 [19].

Одниì із способів підвищення синтезу лізину є застосування підживлен-
ня (внесення додатково ìеляси) в проöесі періоди÷ної ферìентаöії штаìу 
Brevibacterium sp. та збільшення дози посівного ìатеріалу [2, 18].

Ó проìисловоìу виробниöтві лізину відходи öукрового і крохìалепа-
токового виробниöтв було заìінено на синтети÷ну оöтову кислоту [18]. В 
зв’язку з токси÷ністю аöетату для продуöента необхідно було поступове 
надходження аöетату у культуральну рідину, при öьоìу конöентраöія 
його в середовищі не повинна була перевищувати 2%. Додаткове вне-
сення öукру (1%) у ферìентаöійне середовище підвищувало вихід лізину 
на 30–50%, коефіöієнт конверсії аöетату складав 27%. Êонöентраöія 
лізину при öьоìу досягала 40–50 г/дì3 [18,19].

Ìутантні штаìи B. flavum, здатні на аöетатноìу середовищі забез-
пе÷ити вихід лізину до 73 г/дì3 [18]. За однакових параìетрів культиву-
вання одержано вдві÷і більше лізину при використанні оöтової кислоти, 
ніж при використанні ìеляси [19].

Підвищення конöентраöії лізину у ÊÐ (до 16,6 г/дì3 ) відìі÷ено у 
штаìу-продуöенту B. flavum, (ауксотроф за гоìосериноì, стійкий до дії 
S-(2-аìіноетил)-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль--(2-аìіноетил)-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль-L öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль- öистеїну) при внесенні у середовище 2% диìетилсуль-
фоксиду. Iнтенсифікаöія синтезу у öього ìутантного штаìу відìі÷ена вже 
÷ерез 28 годин після по÷атку ферìентаöії [26]. Для підвищення синтезу 
використовували інтенсивне переìішування або збага÷ене киснеì пові-
тря [27].

Підвищення конöентраöії лізину до 58 г/дì3 отриìано при культиву-
ванні ìутантного штаìу, резистентного до S-(2-аìіноетил)-L-öистеїну, 
залежного від гоìосерину і лейöину та ÷утливого до 2-фторпірувату 
натрію [18].

Використання ìутантів Corynebacterium glutamicum 9366–AEC/100, 
гоìосеринзалежних і стійких до S-(2-аìіноетил)-L-öистеїну, гідроксаìату 
лізину дає вихід лізину в кількості 35 г/дì3 [5, 23, 24].

Штаìи-продуöенти Brevibacterium sp, іììобілізовані на кульках з 
гелю альгінату на середовищі з глюкозою протягоì 120 годин синтезу-
вали лізин у конöентраöії 60 г/дì3 [28].
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Ìутантний штаì Brevibacterium sp. 90 накопи÷ував 65 г/дì3 лізину 
за 72 години культивування в лабораторних уìовах та до 56 г/дì3 за 60 
годин в проìислових уìовах. Êонверсія öукру складала 45–49%. [18].

Ìаксиìальний рівень синтезу лізину досягнуто за уìов безперервно-
го культивування ìутантного штаìу Corynebacterium glutamicum B–6 
(до105 г/дì3) [29]. 

З ìетою інтенсифікаöії біосинтезу лізину розроблено генно-інженерні 
ìетоди отриìання надпродуöентів аìінокислот з використанняì E. coli [7, 
30–33]. Òакі надпродуöенти за проìислових уìов виявилися не стійкиìи 
і не давали підвищеного виходу öільових аìінокислот [2, 18, 19,].

Òакиì ÷иноì, визна÷ення ìетаболі÷них шляхів, шляхів регулювання 
біосинтезу [34], оптиìальних параìетрів культивування [2, 4, 35–37], уìож-
ливлюють інтенсифікаöію ìікробіологі÷ного синтезу лізину.

СПÈСÎÊ ÂÈÊÎÐÈСÒÀÍÎЇ Ë²ÒÅÐÀÒУÐÈ

1 Андріяш Г.С., Забоëотна Г.Ì., Шуëьãа С.Ì. Àуксотрофність про-
дуöентів лізину Brevibacterium sp. // Ê.: Біотехнологія. – 2012. – тоì 4, 
¹ 1 – C. 70–77.

2 Пироã Т.П., Iãнатова О.А. Загальна біотехнологія: Підру÷ник. – 
Ê.: НÓХÒ, 2009. – 336 с.

3. http://www.biotechnolog.ru.
4. Підãорський В.С., Iутинська Г.О., Пироã Т.П. Iнтенсифікаöія тех-

нологій ìікробного синтезу. – Ê.: Наук. дуìка. – 2010. – 328 с.
5. A. Haleem Shah, Hameed A., Saeed ur Rehman, A. Hamid Jan 

Nutrishional and Mutational Aspects of Lysine Production by Coryne-
bacterium glutamicum Auxotrophs // Pakistan J. Zool. – 2012. – V. 44, 
¹ 1  – P. 141–149.

6. Ikeda M., Ohnishi J, Hayashi M., Mitsuhashi S. A genome based 
approach to create a minimally mutated Corynebacterium glutamicum for 
efficient L-lysine production // J. Ind. Microbiol. Biotechol. – 2006. – 
V. 33. ¹ 7 – Ð. 610–615.

7. Koffas Mattheoss, Stephanopoulos Gregory Strain improvement by 
metabolic engineering: lysine production as a case study for systems biol-
ogy // Current Opinion in Biotechnology.– 2005.– 16. – Ð. 361–366.

8. Ohnishi J, Mitsuhashi S, Hayashi M, Ando S, Yokoi H, Ochiai K, 
Ikeda M A novel methodology employing Corynebacterium glutamicum 
genome information to generate a new L-lysine– producing mutant // 
Appl Microbiol Biotechnol. –2002.– ¹58. – Ð. 217–223.

9. Sindelar Georg, Wendisch Volker F. Improving lysine production by 
Corynebacterium glutamicum through DNA microarray-based identification 
of novel target genes //Appl Microbiol Biotechnol. – 2007. – ¹ 76. – 
P. 677–689.



14 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

Ã.С. Àндріяш, Ã.Ì. Заболотна, С.Ì. Шульга

10. Eggeling L., Oberle S., Sahm H. Improved l-lysine yield with 
Corynebacterium glutamicum : use of dapA resulting in increased flux 
combined with growth limitation // Appl. Microbiol. and Biotechnol. – 
1998.  – 49. – Ñ. 24–30.

11. Abdul Haleem Shah, Abdul Jabbar Khan Direct Fermentative 
Production of Lysine // J. Chem. Soc. Pak. – 2008. – V. 30, ¹ 1.– 
P. 158–164.

12. Savas Anastassiadis L-Lysine Fermentation // Recent Patent on 
Biotechnology. – 2007.– ¹1. – P. 11–24.

13. Hartmann Michael, Tauch Andreas, Eggeling Lothar, Bathe 
Brigitte, Mockel Bettina, Puhler Alfred, Kalinowski Jorn Identification and 
characterization of the last two unknown genes, dapC and dapF, in the suc-
cinylase branch of the L-lysine biosynthesis of Corynebacterium glutamicum 
// Journal of Biotechnology. – 2003. – V. 104.– P. 199–211.

14. Hayashi M, Mizoguchi H, Ohnishi J, Mitsuhashi S, Yonetani Y, 
Hashimoto S, Ikeda M. A leuC mutation leading to increased L-lysine 
production and rel-independent global expression changes in Corynebacte-
rium glutamicum // Appl Microbiol Biotechnol. – 2006. – 72(4), ¹ 10.  – 
Ð. 783–789.

15. Ohnishi J, Katahira R, Mitsuhashi S, Kakita S, Ikeda M. A novel 
gnd mutation leading to increased L-lysine production in Corynebacterium 
glutamicum // FEMS Microbiol Lett. 242.– 2005. – V. 1, ¹ 15.  – 
Ð. 265–274.

16. Verte`s Alain A., Inui Masayuki, Yukawa Hideaki Manipulating 
Corynebacteria, from individual genes to chromosomes // J. Appl. environ. 
microbiol. – 2005. – V. 71, ¹ 12. – P. 7633–7642.

17. Kalinowski J, Bathe B, Bartels D, Bischoff N, Bott M, Burkovski 
A. The complete Corynebacterium glutamicum genome sequence and its 
impact on the production of L-aspartate-derived amino acids and vitamins 
// J Biotechnol. – 2003.– ¹ 104.– P. 5–25.

18. Жданова Н.И. Ñовреìенные тенденöии развития селекöионных 
работ с продуöентаìи аìинокислот / под ред. проф. Дебабова В.Г. сб. 
Генетика проì. ìикроорган. и биотехнология. – Ì.: Высш. шк., 1990. – 
Ñ. 14–31.

19. Дебабов В. Г., Лившиц В.А. Ñовреìенные ìетоды создания 
проìышленных штаììов ìикроорганизìов. – Ì.: Высш. шк. – 1988. – 
208 с.

20. Тоëмачев О.Э., Ивановская Л.В., Гусятинер Ì.Ì. Полу÷ение 
ìутаöий в генах аспартаткиназы Corynebacterium glutamicum с ис-
пользованиеì косìидного вектора и спеöифи÷еского фагоустой÷ивого 
ìутанта Brevibacterium flavum // Ì.: Генетика. – 1993. – т. 29, ¹ 8. 
– Ñ. 1246–1255.



15ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

ÐÅГÓЛЮВÀННЯ ÒÀ ШЛЯХÈ IНÒÅНÑÈФIÊÀÖIЇ БIОÑÈНÒÅЗÓ ЛIЗÈНÓ

21. Передеëьчук Ì.Ю., Буканов Н.О., Смирнов Ю.В. и др. Êлони-
рование генов asd и lysC Corynebacterium glutamicum // Ì.: Ìолекул. 
генет., ìикробиол. и вирусол. – 1992. – ¹ 5/6. – Ñ. 25–27.

22. Yetti Muluati Iscandar, Pudjiraharti S. Strain improvement of 
Brevibacterium sp ATCC 21866 for L-lysine production using ultra violet 
irradiation // Technology Indonezia.– 2004. – ¹ 27. – P. 9–16.

23. Abdul Haleem Shah, Abdul Hameed, Gul Majid Khan Fermenta-
tive Production of L-Lysine // Bacterial Fermentation Journal of Medical 
Sciences. – 2002.– ¹ 2, 3.– P. 152–157.

24. Wittmann Christoph, Heinzle Elmar Application of MALDI-TOF 
MS to lysine-producing Corynebacterium glutamicum // Eur. J. Biochem. 
– 2001.–268. – P. 2441–2455.

25. Plachy J. Lysine production by auxotrphic – regulatory mutans 
of Corynebacterium glutamicum // Acta biotechnol. – 1989. – 9, ¹ 3. – 
Ñ. 291 – 293.

26. Zhong Zhu Xiao, Gong C.S., Tang Ren Tian Effect of dimethyl sul-
foxide on L – lysine production by a regulatory mutant of Brevibacterium 
flavum // Can. J. Microbiol. – 1989. – 35, ¹ 6. – Ñ. 668–670.

27. Ваëьãер Е.И., Несиневич Л.С., Емеëьянов В.Ì., Рындовская Ю.Л. 
и др Èнтенсификаöия проöесса биосинтеза лизина с использованиеì 
перенос÷иков кислорода // 14 Ìенделеев. съезд по общ. и прикл. хиìии: 
сб. Ðеф. докл. и сообщ. Ì.: – 1989. – Ò. 2. – Ñ. 186.

28. Moncef Nasci, Abdelhafidh Dhouib, Fathi Zorguani, Нabib Kriaa, 
Radouan Ellour Production of lysine by using immobilized living Corynebac-
terium sp. cells // Biotechnol. Lett. – 1989. – 11, ¹ 12. – Ñ. 865–870.

29. Toshiko Hirao, Tetsuo Nakan, Tomoki Asuma, Masahiro Sugimoto, 
Nakanishi Toshihide L-lysine production in continuous culture of a lysine 
hyperproducing mutant of Corynebacterium glutamicum // Appl. Microbiol. 
and Biotechnol. – 1989. – 32, ¹ 3. – Ñ.269 – 273.

30. Патент RU (11) 2207376 (13) C2¹ 2027621. Cпособ полу÷ения 
L-аìинокислоты ìетодоì ферìентаöии, штаìì бактерии Esherichia coli– 
продуöент L-аìинокислоты (варианты) /Гусятинер Ì.Ì.; Êозлов Ю.È.; 
Птиöын Л.Ð.; Àльтìан È.Б.; Ворошилова Э.Б.; Éоìантас Юргис Àнтанас 
Владови÷; Яìпольская Ò.À. опубл. 2003.–06.–27.

31. Wendisch Volker F, Bott Michael, Eikmanns Bernhard J Meta-
bolic engineering of Escherichia coli and Corynebacterium glutamicum for 
biotechnological production of organic acids and amino acids // Current 
Opinion in Microbiology.– 2006.– Ð. 268–274.

32. Schafer A., Tauch A., Jager W. et all Small mobilizable multi-
purpose cloning vectors derived from the Escherichia coli plasmids pK18 
and pK19: selection of defined deletions in the chromosome of Corynebac-
terium glutamicum // Gene. – 1994. – 145. – Ñ. 69–73.



16 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

Ã.С. Àндріяш, Ã.Ì. Заболотна, С.Ì. Шульга

33. Kirchner O., Tauch A. Tools for genetic engineering in the amino 
acid-producing bacterium Corynebacterium glutamicum // J. of Biotechnol. 
– 2003.– ¹104.– P. 287–299.

34. Andriiash G., Zabolotna G., Shulga S. Study of strains Brevibac-
terium as producer of lysine // New Biotechnology, Abstract book 15th 
European congress on biotechnology, September 2012, Istanbul, Turkey. 
– 2012. – V. 29, Is. S. – P. 557.

35. Шуëьãа С.Ì., Ткаченко А.Ф., Тіãунова О.О., Бейко Н.Е., Ан-
дріяш Г.С. Iнтенсифікаöія біосинтезу треоніну штаìоì Brevibacterium 
flavum TH-7//Ê.: Біотехнологія. – 2011. – тоì 4, ¹ 5. – C. 97–103.

36. Шуëьãа С.Ì., Ткаченко А.Ф., Тиãунова Е.А., Бейко Н.Е., Хоменко 
А.И. Влияние коìпонентов �нзиìати÷еской среды на биосинтез трипто-лияние коìпонентов �нзиìати÷еской среды на биосинтез трипто-иосинтез трипто-осинтез трипто-
фана // Ê.: Біотехнологія. – 2011. – Ò. 4, ¹ 3. – C. 51–55.

37. Ganguly S., Banik A.K. Optimization of physical conditions for 
the production of L-glutamic acid by a mutant Micrococcus glutamicus 
// International Journal of Pharma and Bio Sciences. – 2011. – ¹ 22. 
– P. 4–6.

Ñтаття надійшла до редакöії 05.06.2012 р.

ÓДÊ 612, 398:547.965

À.С. Àндрияш, Ã.Ì. Заболотная, С.Ì. Шульга 

ГÓ «Èнститут пищевой биотехнологии и геноìики НÀН Óкраины» ,
ул. Осиповского, 2а, 04123, Êиев, Óкраина, е-mail: Shulga5@i.ua

ÐÅÃУËÈÐÎÂÀÍÈÅ È ПУÒÈ ÈÍÒÅÍСÈФÈÊÀÖÈÈ ÁÈÎСÈÍÒÅЗÀ 
ËÈЗÈÍÀ

Ðеферат

В обзоре проанализированы пути интенсификаöии ìикробиологи-
÷еского синтеза лизина, который используется в производстве корìов, 
пищевой и фарìаöевти÷еской проìышленности. Представлена биохиìи-
÷еская схеìа регулирования и синтеза лизина бактерияìи ÷ерез диаìи-
нопиìелат. Показано, ÷то повышенный синтез незаìениìых аìинокислот 
у ìикроорганизìов связан с определенныìи ìутаöионныìи нарушенияìи 
регуляторного контроля биосинтеза. Отражены технологи÷еские способы 
повышения биосинтеза лизина. Óказано, ÷то за с÷ет технологи÷еских при-
еìов биосинтез лизина достигал уровня 30–50 г/дì3, а штаììы-ìутанты 
в со÷етании с биотехнологи÷ескиìи приеìаìи производили 50–70 г/дì3 
и обеспе÷ивали 40% конверсию субстрата в аìинокислоту.

Êлю÷евые  слова :  ауксотрофность, биосинтез, интенсификаöия, 
лизин, продуöент.
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REGULATION AND INTENSIFICATION WAYS OF LYSINE 
BIOSYNTHESIS

Summary

There were analysed in the review the ways of intensification of the 
microbiological synthesis of lysine, used in the production of food, feed 
and pharmaceutical industries. The biochemical synthesis scheme of lysine 
by bacteria through diaminopymelat and its regulation was examined. It 
was shown that increased synthesis of amino acids in microorganisms 
was associated with specific mutation disruption of regulatory control of 
biosynthesis. The technological ways of improvement of lysine biosynthesis 
were represented. It was shown lysine biosynthesis reached the level of 
30–50 g/dm3 due to the technological methods and mutant strains in 
combination with the biotechnological techniques produced 50–70 g/dm3 
and provided 40% conversion of the amino acid substrate.

Ê e y  w o r d s : auxotrophy, biosynthesis, intensification, lysine, 
producer.



18 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

ÅÊСПÅÐÈÌÅÍÒÀËЬÍI ПÐÀÖI

EXPERIMENTAL WORKS

ÓДÊ 579.6+ 578

Ж.Ю. Сергєєва, Ê.Ä. Êрилова, Í.Â. Ëіманська, Í.Ю. Âасильєва, 
Ф.I. Òовкач, Â.Î. Iваниця

Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова, вул. Дворянська, 2, 
 Одеса, 65082, Óкраїна, тел.: +38 (0482) 68 79 64, e-mail: sergeeva.zh@onu.edu.ua

ÂПËÈÂ LACTOBACILLUS PLANTARUM ONU 87 
ÒÀ ÀÂÒÎËIЗÀÒУ ÁÀÊÒÅÐIÉ ERWINIA CAROTOVORA 
ZM1 ÍÀ IÍФÅÊÖIÉÍIСÒЬ ЗÁУÄÍÈÊIÂ Ì’ßÊÎЇ ÃÍÈËI

Проведено вивчення впëиву моëочнокисëиõ бактерій Lactobacillus 
plantarum ONU 87 та автоëізату Erwinia carotovora ZM1, що містить 
бактеріофаãи та макромоëекуëярні бактеріоцини, на інфекційність 10 
штамів збудників бактеріаëьної ãниëі Erwinia carotovora. Iнфекційний 
процес модеëюваëи на буëьбаõ картопëі (Solanum tuberosum L.), коре-
непëодаõ моркви (Daucus carota L.) та на проросткаõ росëин томатів 
(Lycopersicon esculentum Mill.). Показано, що ступінь приãнічення 
інфекційної активності застосованиõ окремо моëочнокисëиõ бактерій 
Lactobacillus plantarum ONU 87 та автоëізату бактерій Erwinia 
carotovora ZM1 заëежить від природи тест-об’єкта. За сумісної дії 
Lactobacillus plantarum ONU 87 і автоëізат бактерій Erwinia carotovora 
ZM1 повністю приãнічують інфекційність фітопатоãенниõ ервіній в 
досëідаõ на коренепëодаõ моркви, буëьбаõ картопëі та проросткаõ 
росëин томатів. 

К ë ю ч о в і  с ë о в а : Erwinia carotovora, фітопатоãени, інфекційність, 
Lactobacillus plantarum, автоëізат Erwinia carotovora.

Фітопатогенні бактерії, що вражають важливі сільськогосподарські 
культури, обìежують ріст рослин і, відповідно, знижують їх врожайність 
[8, 9, 10]. Àльтернативниìи хіìі÷ниì ìетодаì для боротьби з фітопато-
генаìи та перспективнішиìи є ìетоди, що базуються на застосуванні 
бактерій-антагоністів, бактеріофагів та бактеріоöинів [7, 9, 11]. 

Бактерії Lactobacillus plantarum є норìальниìи ìешканöяìи філос-
фери та ризосфери рослин. Їх антагоністи÷ні та адгезивні властивості 
забезпе÷ують селективну перевагу у конкуренöії з патогенниìи ìікроор-
ганізìаìи [13]. Àнтагоністи÷на активність лактобактерій зуìовлена дією 
неспеöифі÷них (органі÷ні кислоти, низький окисно-відновний потенöіал, 

© Æ.Ю. Ñергєєва, Ê.Д. Êрилова, Н.В. Ліìанська, Н.Ю. Васильєва, Ф.I. Òовка÷,  
В.О. Iваниöя, 2012



19ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

ВПЛÈВ LACTOBACILLUS PLANTARUM ONU 87 ÒÀ ÀВÒОЛIЗÀÒÓ БÀÊÒÅÐIÉ ...

конкурентність за поживні ре÷овини) та спеöифі÷них (антибіотики та 
бактеріоöини) факторів. Ñинтез лактобактеріяìи бактеріоöинів полегшує 
виживання штаìів-продуöентів за уìов зìішаних популяöій [1].

Характерною рисою фітопатогенних бактерій Erwinia carotovorа є 
дефектна полілізогенія, внаслідок ÷ого вони утворюють зна÷ну кількість 
дефектних фагових ÷асток – хвостових відростків, базальних пластинок, 
окреìих капсидів [6]. В попередніх дослідженнях проведено детальний 
аналіз лізатів öих бактерій. Встановлено, що їх кілерна дія на споріднені 
бактерії зуìовлена ìакроìолекулярниìи бактеріоöинаìи типу дефектних 
фагових відростків з широкиì спектроì антибактеріальної активності 
[2, 3, 12, 14]. 

Ìетою даної роботи було вив÷ення впливу ìоло÷нокислих бактерій 
Lactobacillus plantarum ONU 87 та автолізату клітин Erwinia carotovora 
ZM1, що ìістить бактеріофаги та ìакроìолекулярні бактеріоöини, на 
інфекöійність збудників ì’якої гнилі.

Ìатеріали і методи
В роботі використано 10 фітопатогенних штаìів E. carotovora subsp. 

carotovora (Есс): 48À, 48À/74b, ZM1, 18, 10, J2, 18-40, 50RI, 5297, 5195 
збудників ì’якої гнилі рослин, штаì E. carotovora subsp. carotovora 
ZM1 (Есс ZM1) – продуöент бактеріофагів та ìакроìолекулярних 
бактеріоöинів і штаì-антагоніст L. plantarum ONU 87 (ОL87). Бактерії 
E. carotovora, для ìоделювання інфекöійного проöесу ì’якої гнилі, куль-
тивували на середовищі LB до конöентраöії 108 ÊÓО/ìл. Ìоло÷нокислі 
бактерії L. plantarum ONU 87 вирощували на рідкоìу середовищі MRS 
та використовували у конöентраöії 108 ÊÓО/ìл.

Àвтолізат клітин штаìу Есс ZM1 одержували шляхоì спонтанної 
індукöії [6]. Для öього на ÷ашку з твердиì середовищеì LB висівали бак-
терії штаìу Есс ZM1 та вирощували 24 год при 28 °Ñ. Добову культуру 
висівали у рідке оптиìізоване ìініìальне середовище (Na2HPO4 – 8,2 г/л; 
KH2PO4 – 1,48 г/л; (NH4)2SO4 – 2,7 г/л, ìеляса – 0,2%) та культивува-
ли впродовж 18 год при 28 °Ñ (180 об/хв на шейкері-інкубаторі Innova 
43R NewBrunswick) до досягнення культурою стаöіонарної фази росту. 
Бактерії відокреìлювали öентрифугуванняì при 9000 g впродовж 5 хв, 
ресуспендували у рідкоìу оптиìізованоìу середовищі без ìеляси та для 
синхронізаöії поділу клітини бактерій витриìували за теìператури 4 °Ñ 
впродовж 24 год. 

Для стиìуляöії проöесу автолізу синхронізовані клітини (у конöентра-
öії 1½1010 ÊÓО/ìл) вносили у кількості 1,0% до об’єìу у поживне серед-
овище з ìелясою та інкубували впродовж 36 год при 28 °Ñ на шейкері-
інкубаторі Innova 43R NewBrunswick при 180 об/хв. Iнактиваöію клітин 
ервіній, що залишилися після автолізу та öентрифугування, здійснювали 
прогріванняì при теìпературі 60 °Ñ впродовж 15 хв. Àвтолізат звільняли 
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від улаìків клітин шляхоì їх осаджування при 9000 g впродовж 15 хв. 
Після öього автолізат перевіряли на наявність зон лізису та визна÷али 
ступінь їх прозорості на газоні ÷утливої культури штаìу Есс 18 [5]. 

 Вплив бактерій L. plantarum ONU 87 та автолізату на інфекöійний 
проöес, зуìовлений збудникоì ì’якої гнилі, визна÷али на бульбах карто-
плі (Solanum tuberosum L.), коренеплодах ìоркви (Daucus carota  L.) за 
ìетодикою, що була ìодифікована автораìи [4], та на паростках тоìатів 
(Lycopersicon esculentum Mill.). 

 Бульби картоплі і коренеплоди ìоркви стерилізували флаìбуван-
няì та ÓФ-опроìіненняì впродовж 30 хв з кожної сторони. На поверхні 
половини бульби стерильниì скальпелеì робили лунки глибиною та діа-
ìетроì приблизно 1 сì. Ìоркву асепти÷но розрізали на диски товщиною 
1,5–2 сì, посередині робили лунку глибиною і діаìетроì приблизно 1 сì 
та поìіщали у стерильні ÷ашки Петрі. Óсі дослідні варіанти виконували 
у 5 повторах. В лунки вносили дослідні препарати, після ÷ого бульби 
герìети÷но запаковували у стерильні поліетиленові пакети, а ÷ашки 
Петрі з ìорквою перекривали парафільìоì та залишали на 48 год при 
теìпературі 25 °Ñ.

Для ìоделювання зараження та розвитку інфекöії ì’якої гнилі (по-
зитивний контроль) в лунки на бульбі і коренеплодах вносили 0,25 ìл 
суспензії клітин 10 штаìів ервіній (кожна у конöентраöії 3½108 ÊÓО/ìл) у 
середині логарифìі÷ної фази росту [13]. Ó дослідні варіанти за одну годину 
після або до інфікування вносили окреìо 0,25 ìл суспензії L. plantarum 
ONU 87 (у конöентраöії 108 ÊÓО/ìл) або 0,25 ìл автолізату, або разоì 
суспензію ìоло÷нокислих бактерій та автолізат по 0,25 ìл. 

Ñтупінь ураження ервініяìи бульб картоплі і коренеплодів ìоркви 
оöінювали за такиì ÷иноì: «–» – негативний результат, зразки не відріз-
няються від інтактних; «0–25%» – зразки ÷астково ìокрі, розì’якшені; 
«25–50%» – зразки повністю ìокрі, розì’якшені; «50–75%» – зразки 
повністю ìокрі, розì’якшені, ÷астково по÷орнілі до 50%; «75–100%» – 
зразки повністю ìокрі, розì’якшені, по÷орнілі на 50–100%. 

На паростках рослин L. esculentum дію двокоìпонентного препарату 
та окреìих коìпонентів перевіряли після появи третьої пари листків. 
Для öього кореневу систеìу паростків занурювали у дослідні препарати 
з такиìи ж конöентраöіяìи коìпонентів, як і у попередніх дослідженнях 
на бульбах картоплі та коренеплодах ìоркви, на 1 год, а потіì повертали 
у ґрунт. На третю, п’яту та сьоìу добу обраховували результати. Êожний 
варіант досліду виконували у сеìи повторах. 

Позитивниì контролеì слугували тест-об’єкти, оброблені суспензі-
єю клітин 10 штаìів ервіній, негативниì – стерильною дистильованою 
водою, лактобактеріяìи, автолізатоì ервіній та стерильниìи поживниìи 
середовищаìи, використаниìи в дослідженнях. 

Ñтатисти÷не опраöювання результатів здійснювали загальноприйня-
тиìи ìетодаìи варіаöійного та кореляöійного аналізу з застосовуванняì 
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програìи Microsoft Excel 2007. Вірогідність відìінностей отриìаних ре-Microsoft Excel 2007. Вірогідність відìінностей отриìаних ре- Excel 2007. Вірогідність відìінностей отриìаних ре-Excel 2007. Вірогідність відìінностей отриìаних ре- 2007. Вірогідність відìінностей отриìаних ре-
зультатів оöінювали на рівні зна÷иìості не ìенше 95%. 

 Ðезультати та їх обговорення
Дослідження показали, що у варіантах негативного контролю ìо-

ло÷нокислі бактерії, автолізат ервіній, дистильована вода, оптиìізоване 
ìініìальне середовище, поживні середовища LB та MRS не виявили не-
гативного впливу на бульби картоплі і коренеплоди ìоркви. 

Як видно із рис. 1 і 2 на бульбах картоплі патогенність ервіній була 
високою. В середньоìу на дослідних зразках ступінь ураження стано-
вив 62,5%. Показано, що в досліді, в якоìу бульби картоплі спо÷атку 
обробляли культураìи патогенних ервіній, а потіì автолізатоì ервіній, 
інфекöійність збудників знизилася в середньоìу до 27,5%. À після об-
робки лактобактеріяìи прояви інфекöійності зìеншилися в середньоìу 
до 24,5%. За одно÷асного внесення лактобактерій і автолізату, проявів 
інфекöійного проöесу на дослідних зразках не виявлено.

Ðис. 1. Äослідні зразки бульб картоплі (À) і коренеплодів моркви (Á) 
інфіковані фітопатогенними ервініями та оброблені лактобактеріями  

і автолізатом ервіній Есс ZM1 
а – внесені лактобактерії та автолізат Есс ZM1, б – інфіковані фітопатогенниìи 

ервініяìи, в – інфіковані фітопатогенниìи ервініяìи, а ÷ерез годину внесені 
лактобактерії та автолізат Есс ZM1, г – внесені лактобактерій та автолізат Есс 

ZM1, а ÷ерез годину інфіковані фітопатогенниìи ервініяìи.

Fіg. 1. Test samples of potato tubers (A) and carrot roots (B) іnfected wіth 
phytopathogenіc erwіnіas and treated wіth lactobacterіa and autolysate of Есс ZM1 

a – treated with lactobacteria and autolysate of Есс ZM1, б – infected with 
phytopathogenic erwinias, в – infected with phytopathogenic erwinias and an hour 
later – with lactobacteria and autolysate of Есс ZM1; г – treated with lactobacteria 

and autolysate of Есс ZM1 and an hour later – with phytopathogenic erwinias.

 

    

    
 

Рис. 1. Дослідні зразки бульб картоплі (А) і коренеплодів моркви (Б) 
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Ðис. 2. Âплив L. plantarum ÎÍУ 87 та автолізату E. carotovora ZM1 
на інфекційність збудників бактеріальної гнилі в дослідах на коренеплодах 

моркви (À) і бульбах картоплі (Á) 
1 – фітопатогенні ервінії, 2 – фітопатогенні ервінії, ÷ерез годину внесено 

автолізат ервіній, 3 – фітопатогенні ервінії, ÷ерез годину внесено лактобактерії,  
4 – фітопатогенні ервінії, ÷ерез годину внесено автолізат ервіній та лактобактерії, 

5 – автолізат ервіній, ÷ерез годину внесено фітопатогенні ервінії, 6 – 
лактобактерії, ÷ерез годину внесено фітопатогенні ервінії, 7 – автолізат ервіній та 

лактобактерії, ÷ерез годину внесено фітопатогенні ервінії.

Fіg. 2. Effect of L. plantarum ÎÍУ 87 and autolysate of E. carotovora ZM1 
on іnfectіvіty of soft rot pathogens іn the experіments on carrot roots (A)  

and potato tubers (B)
1 – phytopathogenic erwinias, 2 – phytopathogenic erwinias, one hour later 

– autolysate of erwinias applied, 3 – phytopathogenic erwinias, one hour later 
–lactobacteria applied, 4 – phytopathogenic erwinias, one hour later – autolysate 
of erwinias and lactobacteria applied, 5 – autolysate of erwinias, one hour later 
– inoculated with phytopathogenic erwinias, 6 – lactobacteria, one hour later 
– inoculated with phytopathogenic erwinias, 7 – autolysate of erwinias and 
lactobacteria, one hour later – inoculated with phytopathogenic erwinias.
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Ó разі, коли на бульби картоплі попередньо наносили культури лак-
тобактерій і/або автолізат, а ÷ерез годину патогенні ервінії, інфекöійність 
останніх зìеншилася в середньоìу до 20%. Одно÷асна дія лактобактерій 
і автолізату повністю пригні÷увала проöес пошкодження бульб патоген-
ниìи ервініяìи.

Дослідження інфекöійності патогенних штаìів E. carotovora на ко-
ренеплодах ìоркви, показало (рис. 1 і 2), що вже на другу добу після 
внесення збудника на всіх без виклю÷ення дослідних зразках ìоркви ви-
явлено появу зон ì’якої ÷орної гнилі діаìетроì 2–2,5 сì і поì’якшення 
тканин глибиною 0,5–0,7 сì. Отже, патогенність дослідних штаìів ервіній 
на дисках коренеплодів ìоркви була дуже високою, прояви інфекöійного 
проöесу встановлено на 100% дослідних зразків. Òаку високу патоген-
ність і тропність до тканин ìоркви ìоже пояснити той факт, що öі штаìи 
ервіній були ізольовані із уражених коренеплодів öієї рослини.

Внесення автолізату ервіній на дослідні зразки ìоркви ÷ерез годи-
ну після інфікування фітопатогенниìи бактеріяìи зìеншило ураження 
коренеплодів до 71,4%, а за обробки лактобактеріяìи інфекöійність в 
середньоìу складала лише 9,5%. За одно÷асної обробки ìоло÷нокислиìи 
бактеріяìи та автолізатоì клітин ервіній ÷ерез годину після зараження 
коренеплодів фітопатогенаìи патогенного ураження дослідних зразків 
виявлено.

Ó досліді, в якоìу ÷ерез годину після нанесення автолізату диски 
ìоркви інфікували штаìаìи ервіній, ураження ìоркви складало в се-
редньоìу 57,2%. Попередня обробка дослідних зразків ìоло÷нокислиìи 
бактеріяìи знижувала інфекöійність ервіній до 7,6%. Àвтолізат ервіній 
та лактобактерій одно÷асно внесенні за годину до зараження повністю 
пригні÷ували інфекöійний проöес ервіній на коренеплодах ìоркви.

Дослідження на проростках тоìатів L. esculentum показало, що у 
варіантах негативного контролю (суспензія ìоло÷нокислих бактерій, ав-
толізат ервіній, дистильована вода, оптиìізоване ìініìальне середовище, 
поживні середовища LB та MRS) не виявлено негативного впливу на 
рослини (рис. 3).

Ñеред рослин тоìатів, оброблених ервініяìи, на третю добу після 
обробки кореневої систеìи патогенниìи ервініяìи загинуло 40% рослин 
(рис. 4, табл. 1). На сьоìу добу інфекöійність дослідних штаìів ервіній 
на рослинах тоìату досягла високого рівня, при öьоìу загинуло 80% 
рослин. 

Дослідні паростки тоìатів, які спо÷атку інфікували суспензією бак-
терій 10 штаìів ервіній, а потіì вносили окреìо або разоì автолізат і 
лактобактерії, не виявили сиìптоìів ураження рослин. 

Ñиìптоìів ураження ервініяìи не було також виявлено у рослин, які 
спо÷атку обробляли окреìо або разоì автолізатоì і лактобактеріяìи, а 
÷ерез годину фітопатогенниìи ервініяìи.
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Як видно із табл. 1, на тлі ураження на сьоìий день 80% паростків 
у позитивноìу контролі, автолізат ервіній та L. plantarum ONU 87 по-
вністю пригні÷ують інфекöійність ервіній та забезпе÷ують захист усіх 
дослідних рослин. 

Ðис. 4. Ðослини томату L. esculentum за обробки фітопатогенними ервініями, 
лактобактеріями та автолізатом ервіній (7 доба)

 1 – рослини, інфіковані фітопатогенниìи ервініяìи; 2 – рослини, інфіковані 
фітопатогенниìи ервініяìи, а ÷ерез годину оброблені лактобактеріяìи та 

автолізатоì ервіній; 3 – рослини, оброблені лактобактеріяìи та автолізатоì 
ервіній, а ÷ерез годину інфіковані фітопатогенниìи ервініяìи.

Fіg. 4. Tomato plants L. esculentum treated wіth phytopathogenіc erwіnіas, 
lactobacterіa and autolysate of erwіnіas (7th day). 

 1 – plants treated with phytopathogenic erwinias; 2 – plants treated with 
phytopathogenic erwinias and an hour later – with lactobacteria and autolysate of 
erwinias; 3 – plants treated with lactobacteria and autolysate of erwinias, and an 

hour later – with phytopathogenic erwinias.

Ðис. 3. Ðослини томату L. esculentum за обробки стерильною водою (1), 
мінімальним оптимізованим середовищем (2), середовищем LB (3) та MRS (4), 

автолізатом ервіній (5), лактобактеріями (6), автолізатом ервіній  
та лактобактеріями (7, 8).

Fіg. 3. Tomato plants L. esculentum treated wіth sterіle water (1), mіnіmal 
optіmіzed medіum (2), LB medіum (3), and MRS medіum (4), autolysate of 

erwіnіas (5), cells of lactobacterіa (6), autolysate of erwіnіas  
wіth lactobacterіa (7, 8).
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5  6  7  8  
 

1  2  3  
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Òаблиöя 1

Âплив L. plantarum ÎÍУ 87 та автолізату E. carotovora ZM1 на інфекційність 
збудників бактеріальної гнилі в дослідах на рослинах томату L. esculentum

Table 1 

Influence of L. plantarum ONU 87 and E. carotovora ZM1 autolysate on the 
іnfectіvіty of soft rot pathogens іn the experіments on tomato plants L. esculentum

Âаріанти досліду
Ê-ть рослин з ознака-ознака-

ми захворювання 
за 3 доби, %

Ê-ть рослин з озна-
ками захворювання 

за 7 діб, %

E. carotovora* 40 80

E. carotovora, ÷ерез годину внесено 
автолізат ервіній**

0 0

E. carotovora, ÷ерез годину внесено 
L. plantarum ОНÓ 87

0 0

E. carotovora, ÷ерез годину внесено 
L. рlantarum ОНÓ 87 і автолізат ер-ОНÓ 87 і автолізат ер-
віній

0 0

Àвтолізат ервіній, ÷ерез годину внесено 
E. carotovora 

0 0

L. plantarum ОНÓ 87, ÷ерез годину 
внесено E. carotovora

0 0

L. plantarum ОНÓ 87 і автолізат ервіній, 
÷ерез годину внесено E. carotovora

0 0

Приìітка: * – суспензія бактерій 10 фітопатогенних штаìів E. сarotovora;
 ** – автолізат бактерій Erwinia carotovora ZM1.

 
Òакиì ÷иноì, проведені дослідження показали, що ìоло÷нокислі 

бактерії L. рlantarum ОНÓ 87 та автолізат ервіній, який ìістить бак-
теріофаги та бактеріоöини, пригні÷ують інфекöійність фітопатогенних 
ервіній. Високу пригні÷увальну активність досліджуваних лактобактерій 
ìожна, о÷евидно, пояснити здатністю їх конкурувати з фітопатогенниìи 
бактеріяìи за ìісöя адгезії та продукувати антагоністи÷ні ре÷овини, що 
негативно впливає на проöеси життєдіяльності збудників ì’якої гнилі [10, 
12]. Лактобактерії та бактеріофаги і бактеріоöини автолізату ервіній у 
випробуваннях на бульбах S. tuberosum, коренеплодах D. carota та рос-
линах L. esculentum доповнюють дію один одного і повністю інгібують 
інфекöійність збудників ìякої гнилі. 
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ÂËÈßÍÈÅ LACTOBACILLUS PLANTARUM ONU 87 È 
ÀÂÒÎËÈЗÀÒÀ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ERWINIA CAROTOVORA ZM1 ÍÀ 

ÈÍФÅÊÖÈÎÍÍÎСÒЬ ÂÎЗÁУÄÈÒÅËÅÉ ÌßÃÊÎÉ ÃÍÈËÈ 

Ðеферат

Проведено изу÷ение влияния ìоло÷нокислых бактерий Lactobacillus 
plantarum ONU 87 и автолизата клеток Erwinia carotovora ZM1, который 
содержит бактериофаги и ìакроìолекулярные бактериоöины, на инфек-
öионность 10 штаììов возбудителей бактериальной ìягкой гнили Erwinia 
carotovora. Èнфекöионный проöесс ìоделировали на клубнях картофеля 
(Solanum tuberosum L.), корнеплодах ìоркови (Daucus carota L.) и на 
проростках тоìатов (Lycopersicon esculentum Mill.). Показано, ÷то сте-
пень угнетения инфекöионной активности использованныìи отдельно 
ìоло÷нокислыìи бактерияìи Lactobacillus plantarum ONU 87 и автолиза-
тоì бактерий Erwinia carotovora ZM1 зависит от природы тест-объекта. 
При совìестноì действии Lactobacillus plantarum ONU 87 и автолизат 
бактерий Erwinia carotovora ZM1 полностью подавляют инфекöионность 
фитопатогенных �рвиний на клубнях картофеля, корнеплодах ìоркови и 
на проростках тоìатов (Lycopersicon esculentum Mill.). 

Ê лю÷ е вы е  с л о в а : Erwinia carotovora, фитопатогены, инфекöион-фитопатогены, инфекöион-, инфекöион-инфекöион-
ность, Lactobacillus plantarum, автолізат ервіній.
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INFLUENCE OF LACTOBACILLUS PLANTARUM ONU 87 
AND AUTOLYSATE OF BACTERIA ERWINIA CAROTOVORA 

ZM1 ON INFECTIVITY OF SOFT ROT DISEASE 
PATHOGENS

Summary

Influence of lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum ONU 87 and 
autolysate of Erwinia carotovora ZM1 cells containing bacteriophages 
and macromolecular bacteriocins on infectivity of ten Erwinia carotovora 
strains (soft rot disease pathogens) has been studied. Infectious process 
has been modeled on potato tubers (Solanum tuberosum L.), carrot roots 
(Daucus carota L.) and tomato plantlets (Lycopersicon esculentum Mill.). 
The level of inhibition of infective activity by separately used Lactobacillus 
plantarum ONU 87 and Erwinia carotovora ZM1 autolysate depends on 
the origin of active substance and test-object. Coeffect of Lactobacillus 
plantarum ONU 87 and cell autolysate of Erwinia carotovora ZM1 results 
in complete inhibition of infectivity of phytopathogenic erwinias on all the 
test-objects. 

K e y  w o r d s :  Erwinia carotovora, phytopathogens, infectivity, 
Lactobacillus plantarum, autolysate of erwinias.
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Â²ÐУСÈ ПÅÐÖЮ СÎËÎÄÊÎÃÎ У ÀÃÐÎÖÅÍÎЗÀÕ 
УÊÐÀЇÍÈ ÒÀ ÍÀС²ÍÍЄÂÎÌУ ÌÀÒÅÐ²ÀË²

П’ятирічний моніторинã аãроценозів України виявив циркуëяцію семи 
вірусів на росëинаõ перцю соëодкоãо (Capsicum annuum L.), а саме: 
вірусу пëямистоãо зів’янення томатів, вірусу оãіркової мозаїки, вірусу 
мозаїки ëюцерни, вірусу тютюнової мозаїки, X-вірусу картопëі, вірусу 
мозаїки томатів та вірусу м’якої крапчастості перцю. При досëідженні 
насіннєвоãо матеріаëу перцю соëодкоãо на предмет вірусниõ патоãенів 
буëо виявëено 4 види вірусів: вірус тютюнової мозаїки, вірус оãіркової 
мозаїки, вірус мозаїки томату та вірус м'якої крапчастості пер-
цю, останній був уперше детектований у аãроценозаõ України як у 
насіннєвому, так і у росëинному матеріаëі. 

Кëючов і  сëова : віруси перцю соëодкоãо, аãроценози, діаãностика 
вірусів, насіннєва інфекція.

На культурі перöю солодкого зареєстровано близько 35 вірусів, 
більшість з яких передається попелиöяìи. Iнші віруси, що уражують 
переöь, переносяться неìатодаìи, трипсаìи, öикадкаìи, білокрилкаìи, 
жукаìи, грибаìи, насінняì, а також при контакті рослин та ÷ерез ґрунт 
[8]. Втрати врожаю перöю солодкого від вірусних інфекöій у тепли÷них 
господарствах та на полях є досить зна÷ниìи. Віруси, що уражують 
дану культуру, індукують різноìанітні сиìптоìи: ìозаїку, крап÷астість, 
некрози та дефорìаöію листків. З еконоìі÷ного погляду врожаї перöю 
солодкого ÷асто є низькиìи і нестабільниìи, і при÷иною öього є саìе ві-
русні хвороби, що призводять до низької урожайності і погіршення якості 
плодів [5]. Часто на листових пластинках рослин спостерігається слабкий 
прояв сиìптоìів, а тоìу хвороба залишається непоìітною впродовж три-
валого ÷асу. Як результат, віруси ìожуть передаватися на сусідні поля, 
а відсоток уражених рослин перöю різко збільшується [6, 7]. Більшість 
вірусів, що уражують культуру перöю солодкого, досить ефективно 
передається насінняì. Зважаю÷и на öе, особливу увагу потрібно приді-

© Ò.О. Ðуднєва, Ò.П. Шев÷енко, В.О. Öвігун, В.О. Шаìрай÷ук,  À.Ñ. Бисов, 
 В.П. Поліщук, 2012
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ляти передпосівноìу обстеженню насіння з подальшиì знешкодженняì 
вірусних патогенів у разі їх виявлення. Òакиì ÷иноì, в÷асна діагностика 
вірусних інфекöій дасть ìожливість провести обробку як інфікованого 
насіння, так і рослин і, як наслідок, запобігти втратаì урожаю [1]. 

Ìетою даної роботи було проаналізувати су÷асний стан поширення 
вірусів, що уражують переöь солодкий, з визна÷енняì їх видового складу 
в уìовах відкритого ґрунту на території Óкраїни, а також перевірити 
коìерöійне насіння різних сортів перöю солодкого на ìожливість вірусної 
контаìінаöії для в÷асного запобігання поширенню вірусних захворювань 
на території Óкраїни.

Ìатеріали і методи
Об’єктаìи досліджень слугували рослини перöю солодкого з сиìп-

тоìаìи вірусної етіології, відібрані з різних агроöенозів Óкраїни, та 
коìерöійне насіння перöю солодкого.

Зразки на наявність вірусних антигенів аналізували іìуноферìентниì 
аналізоì (IФÀ) у ìодифікаöіях «сандві÷» та «непряìий». Àналіз проводили 
у полістиролових планшетах «Labsystem». Ðезультати реєстрували на 
рідері Termo Labsystems Opsis MR (ÑШÀ) із програìниì забезпе÷енняì 
Dynex Revelation Quicklink при довжині хвиль 405/630 нì [3, 2]. 

Ðослинні зразки (вегетативні органи і плоди рослин) для IФÀ готу-
вали шляхоì гоìогенізаöії інфікованого рослинного ìатеріалу у 0,1M 
фосфатно-солевого буферу та 0,001M EДTA у співвідношенні 1:2 з на-
ступниì öентрифугуванняì у режиìі 4000 об/хв протягоì 20 хв при 
4 °Ñ на öентрифузі PC-6 [4]. Отриìаний гоìогенат використовували у 
іìуноферìентноìу аналізі.

Зразки насіння для IФÀ готували такиì ÷иноì: спо÷атку пророщува-
ли 7 діб при +25 °Ñ. Надалі пророщене насіння гоìогенізували у 0,1M 
фосфатно-солевоìу буфері, pH 7,4 у співвідношенні 1:4. Для о÷истки 
ìатеріалу від рослинних коìпонентів отриìаний гоìогенат öентрифугу-
вали у режиìі 5000 об/хв протягоì 20 хв при +4 °Ñ на öентрифузі PC-6. 
Відібраний надосад використовували для діагностики вірусних патогенів 
IФÀ. Воду, у якій заìо÷ували насіння для пророщування, також аналізу-
вали IФÀ на наявність вірусних антигенів, оскільки віруси, що уражують 
переöь солодкий локалізуються саìе на насіннєвих покривах і зна÷ний 
відсоток їх зìивається у рідину при тривалій обробöі.

При постановöі IФÀ використовували діагности÷ні антивірусні си-
роватки виробниöтва «Aeshersleben» (Ніìе÷÷ина), тест-систеìи Loewe 
(Ніìе÷÷ина), INRA (Франöія) і DSMZ (Ніìе÷÷ина). Ðослинні зразки ана-
лізували на наявність таких вірусних антигенів: вірусу огіркової ìозаїки 
(ВОÌ), вірусу ìозаїки люöерни (ВÌЛ), вірусу ì’якої крап÷астості перöю 
(ВÌÊП), вірусу пляìистого зів’янення тоìатів (ВПЗÒ), Х-вірусу картоплі 
(ХВÊ), Y-вірусу картоплі (YВÊ), вірусу ìозаїки тоìатів (ВÌÒо), вірусу 
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кільöевої пляìистості тоìатів (ВÊПÒо), вірусу погриìкуватості тютюну 
(ВПÒ) та вірусу ìозаїки пепіно (ВÌПеп).

Ðезультати та їх обговорення
Ðослини перöю солодкого відбирали протягоì п’яти років з агро-

öенозів Вінниöької, Êиївської, Полтавської, Харківської, Херсонської, 
Черкаської областей та Àвтоноìної Ðеспубліки Êриì. 

Найпоширенішиìи сиìптоìаìи на рослинах перöю солодкого були 
систеìна жовто-зелена і теìно-зелена ìозаїка листкової пластинки, жовта 
ìозаїка у вигляді кілеöь, дефорìаöія та викривлення ìолодих верхівкових 
листків, біла пляìистість та локальні некроти÷ні ураження листкової 
пластинки, а також локальні некроти÷ні ураження та антоöіанове за-
барвлення шкірки плоду і дефорìаöія плодів (рис. 1). 

Ðезультати досліджень показали наявність сеìи вірусів у рослинах 
перöю солодкого, а саìе: вірусу пляìистого зів’янення тоìатів, вірусу 
огіркової ìозаїки, вірусу ìозаїки люöерни, вірусу тютюнової ìозаїки, 
X-вірусу картоплі, вірусу ìозаїки тоìату та вірусу ì’якої крап÷астості 
перöю. Вірус ì’якої крап÷астості перöю було детектовано в уìовах відкри-
того ґрунту Полтавської області на рослинах, що ìали сиìптоìи жовто-
зеленої ìозаїки листкової пластинки та дефорìаöію листкової пластинки 
у вигляді вдавлення (рис. 1а). Х-вірус картоплі виявляли в уìовах від-
критого ґрунту Полтавської області на рослинах з сиìптоìаìи дефорìаöії 
листкової пластинки (рис. 1б). Що стосується вірусу ìозаїки тоìату, то 
його було виявлено в уìовах відкритого ґрунту Вінниöької області на рос-
линах із сиìптоìаìи жовтої ìозаїки у вигляді кілеöь і дефорìаöії плодів 
та у Àвтоноìній Ðеспубліöі Êриì із сиìптоìаìи жовто-зеленої листкової 
ìозаїки (рис. 1 в, є). Вірус пляìистого зів’янення тоìатів на культурі 
перöю солодкого діагностували у Херсонській області та Àвтоноìній Ðес-
публіöі Êриì на рослинах, що ìали сиìптоìи локального некроти÷ного 
ураження листкової пластинки (рис. 1г). Вірус ìозаїки люöерни виявляли 
на рослинах перöю у Харківській області з сиìптоìаìи білої пляìистості 
та локальних некроти÷них ураженнях листкової пластинки (рис.1д). Вірус 
огіркової ìозаїки – у Êиївській, Полтавській та Херсонській областях 
з сиìптоìаìи жовто-зеленої ìозаїки листкової пластинки та локальних 
некроти÷них уражень шкірки плоду (рис. 1е). Вірус тютюнової ìозаїки 
детектували на рослинах перöю у Полтавській області.

На предìет контаìінаöії вірусниìи патогенаìи, типовиìи для даної 
культури, проаналізовано насіння 28 сортів насіння перöю солодкого: 
«Àден F1», «Àдепт F1», «Àйвенго», «Àнтей», «Àтлант», «Білосніжка», 
«Вікінг», «Гурìе», «Дружок», «Åней», «Золоте руно», «Золотий фазан», 
«Золотий ювілей», «Лагідний», «Ìерöедес», «Ìиролюбівський F1», 
«Піонер», «Подарунок Ìолдови», «Ðед Ñтар (Holland)», «Ñибіряк F1», 
«Ñкіф», «Ñопіпіко», «Ñултан», «Фентезі», «Шорокшари», «Юпітер», 
«Яна» та «Black diamond».
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 Ðис. 1. Âірусіндуковані симптоми на рослині перцю солодкого
а – дефорìаöія листкової пластинки у вигляді вдавлення; б – дефорìаöія 

листкової пластинки; в – жовта ìозаїка листкової пластинки у вигляді кілеöь; 
г – локальні некроти÷ні ураження листкової пластинки; д – біла пляìистість та 
локальні некроти÷ні ураження листкової пластинки; е – локальні некроти÷ні ура-

ження шкірки плоду; є – дефорìаöія плодів.

Fіg. 1. Vіrus-іnduced symptoms on sweet pepper plants
a – impression-like pressing in leaf blade deformation; b – leaf blade deformation; 

c – yellow ring mosaics; d – local necrotic lesions on the leaves; e – white mottling 
and local necrotic lesions on the leaves; f – local necrotic lesions on fruit; g – fruit 

malformation.
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Насіння 16 сортів із 28 проаналізованих виявилося контаìінованиì. 
Вірусні антигени детектували у таких сортах насіння: «Àдепт F1», «Àй-
венго», «Àнтей», «Àтлант», «Білосніжка», «Дружок», «Åней», «Золотий 
фазан», «Лагідний», «Подарунок Ìолдови», «Ñибіряк F1», «Ñопіпіко», 
«Фентезі», «Юпітер», «Яна» та «Black diamond». Загалоì, у коìерöій-
ноìу насінні перöю солодкого було виявлено антигени ÷отирьох вірусів: 
вірусу тютюнової ìозаїки, вірусу огіркової ìозаїки, вірусу ìозаїки тоìату 
та вірусу ì'якої крап÷астості перöю. Ñеред вірусінфікованого насіння 
переважали ìоноінфекöії, однак, було виявлено єдиний випадок зìіша-
ної вірусної інфекöії, яка викликана вірусоì огіркової ìозаїки і вірусоì 
ì'якої крап÷астості перöю.

 Необхідно відìітити, що вірус ì’якої крап÷астості перöю детек-
тували у агроöенозах Óкраїни вперше. Даний патоген є новиì для агро-
екологі÷них уìов нашої країни. Прийìаю÷и до уваги той факт, що вірус 
ì’якої крап÷астості перöю ефективно передається насінняì, і оскільки 
раніше ìи виявляли випадки контаìінаöії насіння перöю даниì патогеноì, 
ìожна стверджувати, що на український ринок вірус ì’якої крап÷астості 
перöю був занесений саìе з коìерöійниì насінняì.

Óзагальнюю÷и отриìані дані, ìожна сказати, що протягоì останніх 
п’яти років на культурі перöю солодкого у агроöенозах вищезгаданих об-
ластей Óкраїни, головниì ÷иноì, öиркулювало сіì видів вірусів. Оскільки 
для даних вірусів найбільш ефективниìи є насіннєвий та векторний (за 
допоìогою коìах) шляхи переда÷і, то коìплекс захисних заходів повинен 
бути направлений, у першу ÷ергу, на боротьбу з коìахаìи-переносникаìи 
вірусів, особливо до по÷атку їх ìіграöії на поля, на знищення бур’янів-
резерваторів вірусів, а також використання сертифікованого неконтаìі-
нованого вірусаìи насіння.

Вищенаведені результати слугують підтвердженняì необхідності 
коìплексного підходу до захисту сільськогосподарських культур від 
вірусних інфекöій, по÷инаю÷и з передпосівного тестування насіння до 
контролю стану посівів на різних стадіях вегетаöії.

Òакиì ÷иноì, у результаті п’ятирі÷ного ìоніторингу агроöенозів Óкра-
їни встановлено, що на культурі перöю солодкого останніì ÷асоì öирку-
лює сіì видів вірусів, а саìе: вірус пляìистого зів’янення тоìатів, вірус 
огіркової ìозаїки, вірус ìозаїки люöерни, вірус тютюнової ìозаїки, X-вірус 
картоплі, вірус ìозаїки тоìатів та вірус ì’якої крап÷астості перöю. 
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ÂÈÐУСЫ СËÀÄÊÎÃÎ ПÅÐÖÀ Â ÀÃÐÎÖÅÍÎЗÀÕ УÊÐÀÈÍЫ 
È  СÅÌÅÍÍÎÌ ÌÀÒÅÐÈÀËÅ

Ðеферат

Вследствие пятилетнего ìониторинга агроöенозов Óкраины на расте-
ниях сладкого перöа (Capsicum annuum L.), было показано öиркуляöию 
сеìи вирусов, а конкретно: пятнистого увядания тоìатов, огуре÷ной 
ìозаики, ìозаики люöерны, таба÷ной ìозаики, Х – вируса картофеля, 
ìозаики тоìатов и ìягкой крап÷атости перöа. При исследовании сеìен-
ного ìатериала сладкого перöа на нали÷ие вирусных патогенов было 
выявлено 4 вида вирусов: таба÷ной ìозаики, огуре÷ной ìозаики, ìозаики 
тоìатов и ìягкой крап÷атости перöа. Впервые в агроöенозах Óкраины 
как в сеìенноì, так и в растительноì ìетериале сладкого перöа было 
детектировано вирус ìягкой крап÷атости перöа.

Êлю÷евые слова : вирусы перöа сладкого, агроöенозы, диагностика 
вирусов, сеìенная инфекöия.



35ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 4    

ВІÐÓÑÈ ПÅÐÖЮ ÑОЛОДÊОГО Ó ÀГÐОÖÅНОЗÀХ ÓÊÐÀЇНÈ ÒÀ НÀÑІННЄВОÌÓ ÌÀÒÅÐІÀЛІ

T.O. Rudnіeva1, T.P. Shevchenko2, V.O. Tsvіgun1,2, V.O. Shamraіchuk2, 
A.S. Bysov1,2, V.P. Polіschuk2

1Institute of Agroecology and Nature Management of NAAS of Ukraine, 12, Metrologichna 
st., Kyiv, 03143, Ukraine

2Taras Shevchenko National University of Kyiv, 60, Volodymyrska st., Kyiv, 01033, Ukraine, 
tel.: +38 (044) 521 35 02, e-mail: tyvonchuk@ukr.net

VIRUSES OF SWEET PEPPER AT AGROCENOSIS 
OF  UKRAINE AND SEED MATERIAL

Summary

As the result of the 5-year monitoring of Ukrainian agriecosystems 
we have demonstrated the circulation of seven viruses on sweet pepper 
(Capsicum annuum L.) plants, namely Tomato spotted wilt virus, Cucumber 
mosaic virus, Alfalfa mosaic virus, Tobacco mosaic virus, Potato virus 
X, Tomato mosaic virus, and Pepper mild mottle virus. The analysis of 
commercial seed material of sweet pepper confirmed its contamination with 
4 viruses: Tobacco mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Tomato mosaic 
virus, and Pepper mild mottle virus. Pepper mild mottle virus has been 
detected both in seed and plant material of sweet pepper in Ukraine for 
the first time.

Key  wo rds : viruses of sweet pepper, agrocenosis, virus diagnostics, 
seedborne infection.
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ÂÈËУЧÅÍÍß Ì²Ä² (II) ÒÀ Í²ÊÅËЮ (II)  
IЗ ÊÎÍÖÅÍÒÐÎÂÀÍÈÕ ÂÎÄÍÈÕ ÐÎЗЧÈÍ²Â ÃËÈÍÎЮ, 
Õ²ÒÎЗÀÍÎÌ ÒÀ ²ÌÌÎÁ²Ë²ЗÎÂÀÍÈÌÈ ÁÀÊÒÅÐ²ßÌÈ 

Відпрацьовано метод сорбції на природниõ сорбентаõ як окрему стадію 
попередньої очистки концентрованиõ водниõ розчинів від міді (II) та 
нікеëю (II) з виõідною концентрацією метаëу 100 мã/ë. Вперше як 
сорбенти використано суміші бентонітової ãëини з õітозаном та 
експериментаëьно підібрано їõ оптимаëьне масове співвідношення 
компонентів, при якому суміш виявëяє у порівнянні з окремими сор-
бентами синерãетичний ефект по сорбції міді (II) та нікеëю (II) із 
їõ індивідуаëьниõ суëьфатниõ сëабко кисëиõ і нейтраëьниõ водниõ 
розчинів. Експериментаëьно показано, що попередня іммобіëізація не-
патоãенниõ бактерій роду Pseudomonas на суміші ãëини з õітозаном 
(1:1 по масі), дозвоëяє збіëьшити ступінь очистки води від міді (II) 
з 52,3 до 98,0% та нікеëю (II) з 31,5 до 59,2%.

Кëючов і  сëова : сорбенти, бентонітова ãëина, õітозан, бактерії 
роду Pseudomonas, мідь (II), нікеëь (II), виëучення.

Джерелаìи надходження важких ìеталів, зокреìа ìіді (II) та нікелю 
(II), у природні водойìи є технологі÷ні водні роз÷ини гальвані÷них ліній, 
сті÷них вод проìислових підприєìств. Ìідь (також присутня у сті÷них 
водах виробниöтв пестиöидів, лакофарбового, скляного, текстильного 
підприєìств. Водороз÷инні сполуки нікелю надходять у водойìи зі сті÷-
ниìи водаìи öехів нікелювання, заводів синтети÷ного кау÷уку, фабрик 
збага÷ення нікелевих руд тощо [1–4].

Ìідь і нікель, на відìіну від таких важких ìеталів як свинеöь, ртуть 
або кадìій, ìожуть спри÷иняти подвійний вплив на живі організìи. Не 
зважаю÷и на те, що невеликі конöентраöії ìіді (II) необхідні клітинаì для 
побудови ìідь-вìісних білків і багатьох ферìентів, зна÷ні конöентраöії 
ìіді (II) стають токси÷ниìи для усіх типів клітин, негативно впливають 
на органолепти÷ні показники води. В дуже ìалих ìікрограìових кон-
öентраöіях нікель (II) відіграє важливу роль у кровотворних проöесах. 
À при високих конöентраöіях нікель, згідно проведених досліджень на 

© Ò.В. Гудзенко, О.В. Волюва÷, Ò.О. Бєляєва, I.П. Êонуп, À.Є. Бухтіяров, О.Ì. Захарія, 
Г.В. Лісютин, О.Г. Горшкова, В.О. Iваниöя, 2012
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ìишах, спри÷иняє канöерогенну дію, викликаю÷и злоякісні новоутво-
рення [5, 6].

Відоìо, що ìетод сорбöії важких ìеталів на природних сорбентах 
(öеоліт, активоване вугілля, бентонітова глина) широко використовують 
в основноìу для доо÷истки сті÷них вод [7–9]. 

Наші дослідження спряìовані на розробку ìетоду сорбöії важких 
ìеталів на природних сорбентах (бентонітова глина, хітозан) як ефек-
тивної стадії передо÷ищення конöентрованих водних роз÷инів за рахунок 
вишукуваної оптиìальної коìбінаöії глини з хітозаноì і утворення на їх 
поверхні бактеріальної біоплівки.

Ìетою роботи була розробка коìбінаöії бентонітової глини і хітозану 
з іììобілізованиìи бактеріяìи роду Pseudomonas для ефективного ви-
лу÷ення ìіді (II) та нікелю (II) із конöентрованих водних роз÷инів. 

Ìатеріали та методи
Як природні сорбенти ìіді (II) та нікелю (II) використовували бенто-

нітову глину (далі просто глина, або Г) та хітозан (Х), який складається 
з 15% хітину раків і 85% хітозану. Вибір природних сорбентів, в першу 
÷ергу, був зуìовлений їх доступністю в Óкраїні та екологі÷ною безпе÷-
ністю, оскільки вони широко використовуються як ентеросорбенти. 

Бентонітові глини ìають шарувату структуру, складаються із ìінера-
лів ìонтìориллонітової групи зі зìінниì складоì Si8Al4O20(OH)4½nH2O, 
в яких катіони креìнію (Si4+) ìожуть заìінятися катіонаìи Al3+, Mg2+, 
Fe2+, Fe3+, Zn2+, Cu2+ і т.д. Частинки глинистих ìінералів набухають у 
воді і характеризуються підвищеною катіонообìінною здатністю [7]. 

Для біологі÷ної ìодифікаöії природних сорбентів – глини і хітозану 
використовували граìнегативні непатогенні бактерії роду Pseudomonas  – 
штаìи P. cepacia ОНÓ 327, P. fluorescens ОНÓ 328, P. maltophilia 
ОНÓ  329. Êультивували бактерії при теìпературі 28 °Ñ, рН 7, на пожив-
ноìу пептонно-сольовоìу середовищі Ì-9, що ìістить (г/л): KH2PO4  – 
1,5; Na2HPO4 – 3; NaCl – 5; NН4Cl – 1; пептон – 10; глюкоза – 2; 
дріжджовий екстракт – 5. 

Вибраний діапазон зна÷ень рН середовища зуìовлений тиì, що біль-
шість стоків, які ìістять ìідь і нікель ìають слабко кисле або нейтральне 
середовище, і саìе при таких зна÷еннях рН важкі ìетали перебувають 
у рухливій іонній форìі та виявляють ìаксиìальну токси÷ність. Êріì 
того, середовище з рН близькиì до нейтрального є найсприятливішиì 
для життєдіяльності ìікроорганізìів роду Pseudomonas.

Iììобілізаöію бактерій на природних носіях здійснювали шляхоì 
зìішування сорбентів (4 г) з суспензією (100 ìл) життєздатних бактерій, 
яка ìістила 1х109 кл/ìл, та витриìування впродовж 60 хв. 

Ðоз÷ини солей відповідних ìеталів (Cu, Ni) з вихідною конöентраöі-
єю 100 ìг/л по ìеталу готували роз÷иненняì у 1 л дистильованої води 
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0,3929 г солі CuSO4½5H2O і 0,478 г солі NiSO4½7H2O при кіìнатній 
теìпературі.

Проöес сорбöії Cu (II) та Ni (II) на природних сорбентах із конöентро-
ваних сульфатних водних роз÷инів здійснювали шляхоì переìішування 
впродовж 60 хв на шутелі та 15 хв відстоювання проб. Після öього на-
досади фільтрували ÷ерез паперовий фільтр і фільтрат аналізували на 
залишковий вìіст важких ìеталів. 

Ñтупінь о÷истки води від Cu (II) та Ni (II) розраховували за  
рівнянняì:

a = [(C0 – C) / C0] ½ 100% ,

де Ñ0 і Ñ – вихідна і залишкова конöентраöії важких ìеталів. 
Залишкові конöентраöії Cu (II) та Ni (II) у водних роз÷инах визна÷а-

ли атоìно-абсорбöійниì ìетодоì на полуì’яноìу атоìно-абсорбöійноìу 
спектрофотоìетрі «Ñатурн» у полуì’ї суìіші «повітря – пропан – бутан» 
при довжині хвилі для Cu (II) 324,7 нì, Ni (II) – 332,0 нì [10, 11].

Óсі експериìенти здійснювали в п’яти повторах. Ðезультати дослі-
дження опраöьовували статисти÷но з використанняì програìи «SPSS 
19 для Windows” і «Microsoft Office Exсel 2003”. 

Ðезультати та їх обговорення
Åкспериìентально виявлено синергети÷ну дію сорбöійних власти-

востей природних зìішаних сорбентів: суìіші глини з хітозаноì (Г та Х) 
(1:1 по ìасі) щодо їх здатності краще сорбувати Cu (II) та Ni (II) із їх 
ìодельних конöентрованих водних роз÷инів, ніж окреìі природні сорбенти 
(÷ас відстоювання проб – 24 год). Òак, при витраті 0,1 г глини і 0,1 г 
хітозану на 100 ìл відповідного роз÷ину ìеталу в слабко кислоìу серед-
овищі ступінь о÷истки води від Cu (II) сягає 52,3%, а від Ni (II) – 31,5% 
у порівнянні з їх сорбöією хітозаноì та глиною окреìо (табл. 1). 

В нейтральноìу середовищі або середовищі, близькоìу до нейтраль-
ного, синергети÷на дія природних зìішаних сорбентів зникає Ni (II) або 
стає ìалопоìітною Cu (II), і здатність їх адсорбувати важкі ìетали на-
ближається до адсорбöійної здатності індивідуального хітозану. 

Iз таблиöі 1 видно, що ступінь о÷истки води від Cu (II), що при рН 
6,5–7,2 зв’язуються з гідроксид-іонаìи у нероз÷инну форìу, суìішшю 
глини з хітозаноì складає 78,6%, а ÷истиì хітозаноì – 76,2%. 

Ñтупінь о÷истки води від Ni (II) (рН по÷атку утворення гідроксидів 
складає 8–10) як суìішшю глини з хітозаноì, так і ÷истиì хітозаноì 
складає 42,3%.

Ñлід зазна÷ити, що у нейтральноìу середовищі, досліджувані важкі 
ìетали краще сорбуються хітозаноì, ніж глиною в середньоìу на 10–15% 
при однаковій витраті сорбенту – 0,1 г на 100 ìл роз÷ину відповідного 
ìеталу.
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Òаблиöя 1

Îчистка концентрованих модельних водних розчинів від Cu (II) та Nі (II) 
глиною, хітозаном і сумішшю глини з хітозаном

Table 1

Purіfіcatіon of concentrated aqueous model solutіons from Cu (II) and Nі (II) by 
clay, chіtosan and a mіxture of clay wіth chіtosan

Сорбент

Залишковий вміст важких металів 
у воді, мг/л

Ступінь очистки
води, %

Cu (II) Nі (II) Cu (II) Nі (II)

Глина 77,8 ± 3,87 76,9 ± 4,50 22,2 23,1

Хітозан 60,4 ± 4,55 84,6 ± 4,15 39,6 15,4

Глина та хітозан 47,7 ± 4,87 68,5 ± 3,76 52,3 31,5

Глина 38,1 ± 3,63 65,4 ± 3,85 62,0 34,6

Хітозан 23,8 ± 3,81 57,7 ± 2,28 76,2 42,3

Глина та хітозан 21,4 ± 2,70 57,7 ± 2,15 78,6 42,3

 
Приìітка: витрата сорбентів – 0,1 г глини; 0,1 г хітозану та суìіш 0,1 г глини та 
0,1 г хітозану на 100 ìл роз÷ину ìеталу 

Встановлено, що в нейтральноìу середовищі використані сорбенти 
(Г, Х та разоì Г, Х) поглинають Cu (II) приблизно на 75%, а Ni (II) – на 
42%. В слабко кислоìу середовищі ефективність сорбöії зìеншується 
до 50% для ìіді і до 30% для нікелю (табл. 1). 

Òакиì ÷иноì, виходя÷и із одержаних експериìентальних результатів 
ìожна зробити висновок, що для о÷истки води від ìіді (II) та нікелю (II) 
доöільно використовувати 2 г суìіші (1:1 по ìасі) глини з хітозаноì на 
обробку 1 л води при рН 6,5–7,2, при öьоìу ступінь о÷истки води від 
ìіді (II) та нікелю (II) сягає 78,6 і 42,3%, відповідно.

Важливо підвищити ефективність сорбöії важких ìеталів природниìи 
зìішаниìи сорбентаìи (Г та Х) у слабко кислоìу середовищі, оскільки 
більшість технологі÷них водних роз÷инів гальваніки і ìеталооброблюваль-
них сті÷них вод ìають рН < 7. Ñаìе за öих зна÷ень рН досліджувана су-
ìіш сорбентів характеризується синергети÷ною дією стосовно поглинання 
важких ìеталів (табл. 1). Òоìу подальші дослідження були спряìовані 
на збільшення сорбöійної єìності суìіші глини з хітозаноì (1:1 по ìасі) 
за рахунок іììобілізаöії на їх поверхні граìнегативних непатогенних 
бактерій роду Pseudomonas, що зберігаються в колекöії Одеського на-
öіонального університету. В подальших дослідженнях використовували 
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штаìи P. cepacia ОНÓ 327, P. fluorescens ОНÓ 328, P. maltophilia ОНÓ 
329 та їх консорöіуì. 

Дослідження показали, що öі ìікроорганізìи на досліджуваних при-
родних носіях (глині та хітозані) утворювали біоплівку (в перерахунку на 
бактеріальні клітини не ìенше 107 на 1 г носія) і деìонстрували високу 
сорбöійну активність до токси÷них катіонів ìеталу.

Iз експериìентальних даних, представлених у таблиöі 2, ìожна дійти 
висновку, що попередня іììобілізаöія бактерій на зìішаних сорбентах 
(суìіші глини з хітозаноì у співвідношенні 1:1 по ìасі) дозволяє зна÷но 
покращити (в середньоìу на 25%) результати вилу÷ення важких ìета-
лів [12]. 

Найбільший ступінь о÷истки води як від Cu (II) (98,0%), так і від Ni 
(II) (59,2%) досягається за використання штаìу P. fluorescens ОНÓ 328 

[12]. При такій біологі÷ній ìодифікаöії природних сорбентів залишкова 
конöентраöія Cu (II) та Ni (II) складала (2,0 ± 0,28) ìг/л і (40,5 ± 2,60) 
ìг/л, відповідно. 

Òаблиöя 2

Îчистка води від Cu (II) і Nі (II) глиною та хітозаном  з іммобілізованими 
бактеріями роду Pseudomonas 

Table 2

Water purіfіcatіon from Cu (II) and Nі (II) by clay and chіtosan 
wіth іmmobіlіzed bacterіa of the genus Pseudomonas

Штам

Залишковий вміст 
 важких металів у воді, мг/л

Ступінь очистки
води, %

Cu (II) Nі (II) Cu (II) Nі (II) 

 P. fluorescens ОНÓ 328 2,0 ± 0,28 40,5 ± 2,60 98,0 59,5

 P. maltophilia ОНÓ 329 21,1 ± 3,00 49,2 ± 3,40 78,9 50,8

 P. cepacia ОНÓ 327 2,0 ± 0,37 51,5 ± 5,50 98,0 48,5

 Êонсорöіуì 2,0 ± 0,23 59,2 ± 3,20 98,0 40,8

Приìітка: витрата сорбентів – 0,2 г глини та 0,2 г хітозану на 100 ìл роз÷ину ìе-
талу за рН 5,0–5,5. 

Òакиì ÷иноì, експериìентально доведено, що біологі÷на ìодифікаöія 
природних сорбентів – суìіші глини з хітозаноì (1:1 по ìасі) шляхоì 
іììобілізаöії на них непатогенних бактерій роду Pseudomonas, дозволяє 
збільшити ступінь о÷истки води від Cu (II) з 52,3 до 98,0% та Ni (II) з 
31,5 до 59,2%. Отже, сорбöію важких ìеталів на глині та хітозані (1:1 
по ìасі) з іììобілізованиìи ìікроорганізìаìи ìожна досить ефективно 
використовувати як окреìу стадію попередньої о÷истки конöентрованих 
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ìеталовìісних технологі÷них водних роз÷инів гальвані÷них öехів, сті÷них 
вод ìеталооброблювального виробниöтва, фабрик збага÷ення нікелевих 
руд тощо, і рекоìендувати вклю÷ити її до технологі÷них схеì коìплек-
сної глибокої о÷истки води від важких ìеталів [13]. Ñлід зазна÷ити, що 
відпраöьовані природні техногенні сорбенти, що ìістять важкі ìетали, 
ìожуть бути використані у виробниöтві будівельних ìатеріалів та в 
інших öілях [14].
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ÈЗÂËÅЧÅÍÈÅ ÌÅÄÈ (II) È ÍÈÊÅËß (II) ÈЗ 
ÊÎÍÖÅÍÒÐÈÐÎÂÀÍÍЫÕ ÂÎÄÍЫÕ ÐÀСÒÂÎÐÎÂ ÃËÈÍÎÉ, 
ÕÈÒÎЗÀÍÎÌ È  ÈÌÌÎÁÈËÈЗÎÂÀÍÍЫÌÈ ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ 

Ðеферат

Ðазработан ìетод сорбöии на природных сорбентах как отдельная 
стадия предварительной о÷истки конöентрированных водных растворов 
от ìеди (II) и никеля (II) с исходной конöентраöией до 100 ìг/л по 
ìеталлу. Впервые использованы в ка÷естве сорбентов сìеси бентони-
товой глины с хитозаноì и експериìентально подобрано оптиìальное 
соотношение коìпонентов (1:1 по ìассе), при котороì сìесь обнаружи-
вает синергети÷еский �ффект по сорбöии ìеди (II) и никеля (II) из их 
индивидуальных сульфатных слабокислых и нейтральных водных раство-
ров. Экспериìентально показано, ÷то предварительная иììобилизаöия 
на сìеси глины с хитозаноì (1:1 по ìассе) непатогенных бактерий рода 
Pseudomonas, позволяет повысить степень о÷истки воды от ìеди (II) c 
52,3 до 98,0% и никеля (II) с 31,5 до 59,2%.

Êлю÷евые  слова : сорбенты, бентонитовая глина, хитозан, бакте-
рии рода Pseudomonas, ìедь, никель, извле÷ение.
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 T.V. Gudzenko, O.V. Volіuvach, T.Î. Beljaeva, I.P. Konup,  
À.Å. Buchtіarov, Î.Ì. Zacharіa, G.V. Lіsyutіn, Î.G. Gorshkova, 

V.O. Ivanytsіa 
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EXTRACTION OF COPPER (II) AND NICKEL (II) FROM 
CONCENTRATED AQUEOUS SOLUTIONS OF CLAY, 

CHITOSAN AND IMMOBILIZED BACTERIA

Summary

There were tested the method of sorption on natural sorbents as a 
separate pre-treatment stage of concentrated aqueous solutions of copper 
(II) and nickel (II) with initial concentration of 100 mg/l for metal. There 
were used for the first time as a sorbent of benthonic clay with chitosan 
and experimentally selected the optimal weight ratio of components 1-1, 
which showed the mixture possessed a synergistic effect on sorption of 
copper (II) and nickel (II) from their individual sulfate weakly acidic and 
neutral aqueous solutions. It was shown experimentally that preliminarily 
immobilization in the mixture of clay with chitosan (1:1 by weight) of 
nonpathogenic bacteria of the genus Pseudomonas, can increase the degree 
of purification of water from copper (II) and nickel (II) from 52.3 to 98.0% 
and from 31.5 to 59.2%, respectively.

K e y  w o r d s : sorbents, clay, chitosan, bacteria of the genus 
Pseudomonas, copper, nickel, extraction.
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ÄÎСË²ÄЖÅÍÍß ÂПËÈÂУ ²ÎÍ²Â ÌÅÒÀË²Â ÍÀ 
ÀÊÒÈÂÍ²СÒЬ Ë²ЗÎÖÈÌУ ÌÅÒÎÄÎÌ QSÀR ÀÍÀË²ЗУ

Досëіджено впëив 16 õëоридів метаëів на ãідроëітичну активність 
ëізоциму. Показано, що всі катіони приãнічують активність ëізоциму, при 
цьому найбіëьш істотний впëив мають іони Al3+, La3+, Fe2+, Li+, інãібуючи 
бактеріоëітичну активність ферменту на 64,0–85,7% в концентрації  
5 ммоëь/дм3 . Ìетодом QSAR анаëізу вперше отримано трьоõпараме-
трову модеëь, з використанням як дескрипторів еëектронеãативності 
за Поëінãом, ентропії і ентаëьпії іонів метаëів у водному розчині, 
що описує впëив широкоãо набору õëоридів метаëів на активність 
ëізоциму.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : ëізоцим біëка курячоãо яйця, іони метаëів, 
інãібування, QSAR анаëіз.

Лізоöиì (ÊФ 3.2.1.17) – гідроліти÷ний ферìент, що широко застосо-
вується в терапії різних інфекöійно-запальних та гнійно-септи÷них захво-
рювань, для іìунокорекöії [6]. Незважаю÷и на досить високу стабільність, 
лізоöиì ÷астково або повністю втра÷ає гідроліти÷ну активність в присут-
ності іонів ìеталів. З даних літератури відоìо про вплив деяких катіонів 
(Zn2 +, Co2 +, Hg2+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, Ni2+, тривалентні іони лантанідів та ін.) 
на активність лізоöиìу; дослідження проводили з використанняì ìетодів 
денситоìетрії, віскозиìетрії, спектроìетрії, рефрактоìетрії, ìікрокалори-
ìетрії, рентгеноструктурного аналізу [8, 12–14]. Оöінити внесок фізико-
хіìі÷них параìетрів, що описують властивості іонів ìеталів, у втрату 
активності лізоöиìоì, ìи спробували вперше за допоìогою QSAR аналізу 
(Quantitative Structure Activity Relationship). Подібні дослідження були 
проведені для карбоксилестерази пе÷інки свині, що дозволило з високиì 
ступенеì вірогідності прогнозувати активність ферìенту в присутності 
іонів ìеталів [1]. Ó літературі стосовно лізоöиìу ìетод QSAR успішно 
використовували для пошуку зв'язку структура-властивість в систеìі 
«лізоöиì-антитіла», «лізоöиì-біофлавоноїди» [9, 15].

© Ñ.Ñ. Декіна, À.Ì. Овсепян, À.Г. Àртеìенко, I.I. Ðоìановська, В.Є. Êузьìін, 2012 
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Ìетою роботи було дослідження впливу низки іонів ìеталів з широ-
киì набороì характеристик на гідроліти÷ну активність лізоöиìу ìетодоì 
QSAR.

Ìатеріали і методи дослідження
Ó роботі використовували коìерöійний препарат лізоöиìу яє÷ного біл-

ка («Applichem», Бельгія), аöетоновий порошок Micrococcus lysodeikticus 
(штаì 2665) (Merck, Ніìе÷÷ина), хлориди ìеталів («ÒОÐ», Óкраїна).

Гідроліти÷ну активність лізоöиìу визна÷али бактеріоліти÷ниì 
ìетодоì в буферноìу роз÷ині (іìідазол-хлористоводнева кислота,  
рН 6,2, 0,1 ìоль/дì3), використовую÷и як субстрат аöетоновий порошок 
Micrococcus lysodeikticus (штаì 2665) [4]. За одиниöю активності ферìен-
ту прийìали таку його кількість, яка знижує опти÷ну густину суспензії 
клітин на 0,001 за 1 хв при 55 °Ñ. 

Вìіст білка в препараті визна÷али ìетодоì Лоурі-Хартрі [11]. 
Вплив іонів ìеталів визна÷али за зìіною гідроліти÷ної активності лізо-

öиìу, попередньо витриìую÷и ферìент від 10 до 120 хв в їх присутності 
(кінöева конöентраöія хлоридів ìеталів становила 5 ììоль/дì3).

Для пошуку зв'язку «структура-властивість» використовувався ìетод 
ìножинної лінійної регресії [7]. Як дескриптори, що описують властивості 
іонів ìеталів, аналізували близько 70 характеристик [2], у тоìу ÷ислі:

– ефективні заряди атоìів в основноìу стані;
– ефективні заряди ядер для різних валентних станів атоìів;
– потенöіали іонізаöії елеìентів;
– енергії дисоöіаöії для солей Cl;
– середні енергії зв'язків у ìолекулах типу ÌClx;
– електронегативність елеìентів за шкалою Полінга;
– терìохіìі÷ні електронегативності;
– іонізаöійні електронегативності елеìентів;
– довжини зв'язків в галогенідах типу MeClx;
– атоìні радіуси;
– іонні радіуси;
– рекоìендовані електронегативності елеìентів;
– спорідненість до електрону;
– основні терìодинаìі÷ні характеристики;
– терìодинаìі÷ні характеристики іонів і нейтральних ìолекул у 

водноìу роз÷ині;
– енергія кристалі÷них решіток іонних сполук;
– стандартні електронні потенöіали у водних роз÷инах та ін.

Ðезультати та обговорення
Дослідження впливу 16 хлоридів ìеталів на гідроліти÷ну активність 

лізоöиìу показало, що їх додавання до роз÷ину ферìенту та витриìування 
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протягоì 2 год, в усіх випадках призводить до зниження ферìентативної 
активності. 

Найниж÷а гідроліти÷на активність спостерігається при взаєìодії 
лізоöиìу з катіонаìи тривалентних ìеталів La3+ (33,0%), Al3+ (14,3%) 
(рис. 1). Iнгібування активності ензиìу у випадку з залізоì Fe2+ (37,8%) 
ìожливо відбувається ÷ерез зìіну валентості катіону з Fe 2+ на Fe 3+, 
а Li+ (активність ензиìу 34,8%) (на відìіну від Na+ і Ê+) належить до 
токси÷них біологі÷но активних катіонів, і утворює з лізоöиìоì ìіöний 
коìплекс, суттєво зìінюю÷и конфорìаöію білкової ìолекули [5, 10].

Ðис. 1. Залежність гідролітичної активності лізоциму в присутності катіонів La3+, 
Al3+, Fe2+, Lі+ від часу інкубації у 0,1 M буферному розчині імідазол-HCl (рÍ 6,2, 

55 °С)

Fіg. 1. Dependence of lysozyme hydrolytіc actіvіty іn the presence of catіons La3+, 
Al3+, Fe2+, Lі+ (pH 6,2; 0,1 M іmіdazole-HCl, 55 °С)

Як показано в роботі [14], іони ìеталів знижують ефективність пере-
творення субстрату в активноìу öентрі лізоöиìу внаслідок ìожливого 
конкурентного інгібування, а також ìожливого зв'язування поза актив-
ниì öентроì з вільниìи функöіональниìи групаìи, що впливають на 
каталіти÷ні властивості ензиìу [3].

Для кількісної оöінки впливу іонів ìеталів на каталіти÷ну активність 
лізоöиìу був застосований ìетод покрокової лінійної регресії [7]. Вся 
вибірка була розділена на два набори: нав÷альний (13 іонів) і тестовий  
(3 іони). До тестового набору були віднесені випадкові іони ìеталів з різних 
груп активності (Zn2 +, Sr2 +, Mn2 +). Ó результаті була отриìана адекватна 
трьохпараìетрова QSPR ìодель, що описує гідроліти÷ну активність лізоöиìу 
(À, %) в присутності хлоридів ìеталів:

À= –173+0,52 S°+151EN – 0,22 ΔfH°,

де EN – електронегативність за Полінгоì,
S °, ΔfH ° – ентропія і ентальпія іонів ìеталів у водноìу роз÷ині.
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Ñтатисти÷ні характеристики ìоделі: коефіöієнт кореляöії R=0,89; 
середньоквадрати÷на поìилка прогнозування SE=9,2; критерій Фішера 
F=12,56, що перевищує крити÷не зна÷ення (Fкр=7,49) для рівня зна÷у-
щості 0,99. 

Ìодель також є стійкою (коефіöієнт кореляöії в уìовах ковзного 
контролю Q2=0,66), ìає хорошу здатність прогнозування (R2

test=0,96).
Дослідні і прогнозовані зна÷ення збереження гідроліти÷ної активності 

лізоöиìу в присутності хлоридів ìеталів і вихідні зна÷ення структурних 
параìетрів, задіяних в отриìаній регресійній ìоделі, представлені в 
таблиöі.

Òаблиöя

Äослідні і прогнозовані значення гідролітичної активності лізоциму і вихідні 
значення структурних параметрів, задіяних в отриманій регресійній моделі

Table

Observed and predіcated values of lysozyme hydrolytіc actіvіty and output data  
of structural parameters used іn the regressіve model

Êатіон
Àктивність 
лізоциму, 

À, %, Ì±m

Åнтропія іо-нтропія іо-ія іо-я іо-іо-о-
нів в водно-ів в водно-в в водно-
му розчині, 

S°, Äж/
моль·K

Åлектро-
негатив-
ність за 

Полінгом, 
EN

Åнтальпія іонів 
металів в вод-
ному розчині, 
ΔfH°, кÄж/

моль

Прогнозо-
вана 

активність,  
À, %

Li+ 34,8±2,4 13,4 1,0 278,5 42,2

Na+ 67,4±3,4 59,0 0,9 -240,1 50,2

K+ 50,0±2,5 102,5 0,8 -252,4 59,0

Cs+ 73,6±3,7 133,1 0,8 -258,3 71,8

Mn2+ 70,9±3,5 -73,6 1,6 -220,8 70,1

Fe2+ 37,8±1,9 -137,7 1,8 -89,1 50,1

Co2+ 72,9±3,7 -113,0 1,9 -58,2 63,8

Cu2+ 75,2±3,8 -98,7 1,9 -64,4 75,2

Mg2+ 68,4±3,4 -138,1 1,3 -466,9 53,8

Ca2+ 64,0±3,2 -53,1 1,0 -542,8 68,0

Zn2+ 47,1±2,4 -112,1 1,7 -153,9 50,5

Sr2+ 69,4±3,5 -32,6 1,0 -545,8 71,9

Cd2+ 58,3±2,9 -73,2 1,7 -75,9 59,9

Ba2+ 77,7±3,9 9,6 0,9 -537,6 83,1

Al3+ 14,3±0,7 -321,7 1,6 -531,0 16,9

La3+ 33,0±1,6 -217,6 1,1 -707,1 32,8
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Ñпіввідношення дослідних і прогнозованих зна÷ень активності лізо-
öиìу для нав÷альної та тестової виборок, представлено на рис. 2.

Ðис. 2. Äослідні (■) і прогнозовані (○)значення гідролітичної активності лізоциму

Fіg. 2. Observed (■) and predіcted (○) values of lysozyme hydrolytіc actіvіty

На діаграìі (рис. 3) наведені відсоткові співвідношення абсолютних 
вели÷ин норìованих внесків структурних параìетрів у досліджувану 
активність – всі три параìетри однаковою ìірою впливають на зìіну 
гідроліти÷ної активності. 

Виходя÷и з рівняння, гідроліти÷на активність лізоöиìу збільшується 
у присутності іонів ìеталів з високою електронегативністю і їх ентропією 
у водноìу роз÷ині та низькою ентальпію у такоìу. 

Ðис. 3. Співвідношення абсолютних величин нормованих внесків структурних 
дескрипторів в досліджувану властивість

Fіg. 3. Percentage of the absolute values of the normalіzed contrіbutіons of the 
structural parameters іn the property under consіderatіon

Встановлено пригні÷увальний вплив хлоридів ìеталів на каталіти÷ну 
активність лізоöиìу. З використанняì ентропії і ентальпії іонів ìеталів у 
водноìу роз÷ині, а також іонізаöійної електронегативності, як дескрип-
торів, вперше отриìана QSÀR ìодель, що адекватно описує вплив іонів 
ìеталів на активність лізоöиìу.
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ÈССËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÂËÈßÍÈß ÈÎÍÎÂ ÌÅÒÀËËÎÂ 
ÍÀ  ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ËÈЗÎÖÈÌÀ ÌÅÒÎÄÎÌ QSÀR ÀÍÀËÈЗÀ

Ðеферат

Èсследовано влияние 16 хлоридов ìеталлов на гидролити÷ескую 
активность лизоöиìа. Показано, ÷то все катионы угнетают активность 
лизоöиìа, при �тоì наиболее существенное влияние оказывают ионы 
Al3+, La3+, Fe2+, Li+, ингибирующие активность ферìента на 64–85,7% в 
конöентраöии 5 ììоль/дì3. Ìетодоì QSAR анализа впервые полу÷ена 
трехпараìетровая ìодель, с использованиеì в ка÷естве дескрипторов 
�лектроотриöательности по Полингу, �нтропии и �нтальпии ионов ìетал-
лов в водноì растворе, описывающая влияние широкого набора хлоридов 
ìеталлов на активность лизоöиìа.

Êлю÷евые  слова : лизоöиì белка куриного яйöа, ионы ìеталлов, 
ингибиторы, QSAR анализ.
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INVESTIGATION OF METAL IONS INFLUENCE ON 
LYSOZYME ACTIVITY BY THE QSAR ANALYSIS METHOD

Summary

The influence of 16 metal chlorides on lysozyme hydrolytic activity 
was studied. All cations, as it was shown, depresses lysozyme activity, 
besides the most significant influence exerts Al3+-, La3+-, Fe2+- and Li+- ions, 
inhibiting the enzyme activity on 64–85.7% in concentration of 5 mmol/
dm3. For the first time, by the QSAR analysis method, the three parametric 
model was obtained, using, as descriptors, the Pauling’s electronegativity, 
entropy and enthalpy of metal ions in aqueous solution, describing the 
influence of a wide range of metal chlorides on lysozyme activity. 

Key  wo rds : hen eggs white lysozyme, metal ions, inhibitors, QSAR 
analysis.
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ÎПÒÈÌIЗÀÖIß СÊËÀÄУ ПÎЖÈÂÍÎÃÎ СÅÐÅÄÎÂÈЩÀ 
ÄËß ÅÍÒÎÌÎПÀÒÎÃÅÍÍÈÕ ÁÀÊÒÅÐIÉ ШÒÀÌУ 

BACILLUS THURINGIENSIS ONU 15

Ìетодом математичноãо пëанування експериментів оптимізовано 
скëад поживноãо середовища дëя куëьтивування штаму Bacillus 
thuringiensis ONU 15, ентомопатоãенноãо дëя двокриëиõ комаõ-
шкідників їстівниõ ãрибів. Оптимізація середовища базуваëася на 
пëануванні з використанням центраëьноãо композиційноãо орто-
ãонаëьноãо пëану. Параметрами оптимізації сëуãуваëи заãаëьна 
чисеëьність бактерій та спор штаму Bacillus thuringiensis ONU 15. 
В резуëьтаті проведениõ досëіджень розробëено поживне середовище 
(пептон – 7,3 ã/ë, дріжджовий екстракт – 3,0 ã/ë, ãëюкоза – 2,5 ã/ë, 
K2HPO4  – 5,0 ã/ë, KH2PO4 – 5,0 ã/ë, Na цитрат – 3,0 ã/ë, Na2HPO4 – 
1,5 ã/ë, MgSO4 – 0,05 ã/ë, MnSO4 – 0,03 ã/ë та CaCl2 –0,05 ã/ë), на 
якому кіëькість бактерій у порівнянні з виõідним середовищем зросëа 
до 184,6±6,9 õ1010 КУО/мë.

Кëючо в і  с ë о в а : Bacillus thuringiensis, оптимізація скëаду пожив-
ноãо середовища, центраëьний композиційний ортоãонаëьний експери-
мент.

Одниìи з найбільш перспективних напряìків захисту грибів, що 
культивуються, від коìах-шкідників є застосування препаратів на основі 
ентоìопатогенних бактерій [16]. В Одеськоìу наöіональноìу університеті 
вперше розроблено технологію культивування коìах-шкідників Brаdysia 
ріlistriata, ìетодику визна÷ення ларвіöидної активності бактерій та 
отриìано штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 – патогенний для коìах 
родини Mycetophilidae, Sciaridae та Culicidae, зокреìа для брадисій – 
основного шкідника ìіöелію та плодових тіл їстівних та лікарських грибів 
[2, 7]. За використання бактерій штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 в 
лабораторних уìовах гине до 90% ли÷инок коìах-шкідників [3]. 

Для одержання ентоìопатогенного препарату постала зада÷а під-
бору та оптиìізаöії складу поживного середовища для культивування 
öих бактерій. Використання ìатеìати÷них ìетодів планування і обробки 
результатів експериìентів зна÷но скоро÷ує трудоìісткість і тривалість 
öієї роботи. Планування експериìенту дозволяє варіювати одно÷асно 
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важливі фактори і отриìувати кількісні оöінки як саìих факторів, так і 
ефектів взаєìодії ìіж ниìи [5, 9]. 

Ìетою роботи було створення та оптиìізаöія складу поживного 
середовища, здатного підвищити загальний урожай бактерій і ендоспор 
ентоìопатогенного штаìу Bacillus thuringiensis ONU 15, з застосуванняì 
ìетоду ìатеìати÷ного планування експериìенту на підставі öентрального 
коìпозиöійного ортогонального плану.

Ìатеріали і методи
В роботі використовували штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 ізо-

льований у 2007 роöі на кафедрі ìікробіології і вірусології ОНÓ іìені 
I.I. Ìе÷никова з тіла коìахи – ìешканöя плодового тіла їстівного гриба 
Pleurotus ostreatus [3]. 

Штаì Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 зберігається в колекöії Одесь-
кого наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова та задепоновано в 
Депозитарії Iнституту ìікробіології і вірусології НÀН Óкраїни як Bacillus 
thuringiensis IMВ B-7370.

Êультивування здійснювали на шейкері-інкубаторі Innova 43R 
NewBrunswick у флаконах з 50 ìл середовища при 150 об/хв, впродовж 
48 год при теìпературі 30 °Ñ.

Приріст бактерій визна÷али за зìіною показника опти÷ної щільності 
на спектрофотоìетрі Specol-10 (Perkin Elmer USA) при довжині хвилі 
540 нì. 

Òитр клітин визна÷али ìетодоì серійних розведень з подальшиì ви-
сівоì на щільне середовище ÌПÀ, титр спор – ìетодоì серійних розве-
день після попередньої терìі÷ної обробки культури при 80 °Ñ впродовж 
30 хв [4].

Вихідниì для проведення оптиìізаöії був склад поживного середовища 
такого складу (г/л): пептон – 10,0; дріжджовий екстракт – 2,0; глюко-
за – 6,0; K2HPO4 – 5,0; KH2PO4 – 5,0; Na öитрат – 3,0; Na2HPO4  – 1,5; 
MnSO4 – 0,03; MgSO4 – 0,05; CaCl2 – 0,05. 

Ñклад середовища оптиìізували за допоìогою öентрального коìпо-
зиöійного ортогонального експериìенту [5, 9]. Êритеріяìи оптиìізаöії 
слугували показники загальної кількості життєздатних клітин і ендоспор 
[5, 8, 9].

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

Ðезультати та їх обговорення
На першоìу етапі розробки оптиìального складу поживного серед-

овища було перевірено вплив джерел енергії та вуглеöю і ìінеральних 
коìпонентів на ріст бактерій штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15.

Виходя÷и з даних літератури, орієнтувалися на склад середовища, 
органі÷на складова якого збалансована за співвідношенняì вуглеöю та 
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азоту, що є необхідниì для росту культури, оскільки саìе öі коìпоненти 
впливають, як на конструктивний обìін гетеротрофного ìікроорганізìу, 
так і на синтез його ферìентів. На дуìку деяких авторів, саìе öе визна÷ає 
найкращий ріст бактерій, що утворюють спори [1, 6]. Внесення глюкози 
до середовища стиìулює спороутворення і стабілізує стаöіонарну фазу 
росту ìікроорганізìів [11]. 

Для вибору найбільш оптиìального складу поживного середовища 
для росту Bacillus thuringiensis ОНÓ 15, визна÷или показники росту 
баöил на середовищах з різниìи коìбінаöіяìи джерел енергії та вугле-
öю (табл. 1).

Òаблиöя 1

Êомбінації джерел енергії та вуглецю в складі середовищ 
Òable 1

Combіnatіons of the sources of energy and carbon іn the experіments

Âаріант 
Îрганічний компонент (г/л)

пептон казеїн 
дріжджовий 

екстракт 
глюкоза ÌПÁ 

À 5,0 2,5 1,1 1,1 -

Б 5,0 5,0 1,0 5,0 -

Г 10,0 - 2,0 6,0 -

Д 5,0 2,5 1,0 1,0 3,0

До кожного з варіантів досліду додавали коìбінаöію солей MgSO4 
(0,05 г/л), MnSO4 (0,03 г/л) та CaCl2 (0,05 г/л). Öі фактори відносять-
ся до групи ìінеральних сполук, які є необхідниìи для росту бактерій. 
Ìарганеöь є кофактороì фосфогліöеролìутази, яка бере у÷асть в проöесі 
спороутворення [1, 12], а кальöій входить до складу солі діпіколінової кис-
лоти, що є важливиì коìпонентоì ендоспор бактерій роду Bacillus [1]. 

Як видно з кривих росту штаìу Bacillus thuringiensis ОНÓ 15, на-
ведених на рисунку 1, найкращою коìбінаöією органі÷них коìпонентів 
для öього штаìу є варіант Г, який ìістить пептон, дріжджовий екстракт 
та глюкозу (табл. 1). Ó öьоìу випадку штаì раніше виходив на стаöіо-
нарну фазу росту (28 год) і досягав ìаксиìального показника опти÷ної 
щільності. Найбільші показники питоìої швидкості росту (0,19 год-1), 
загальної кількості життєздатних клітин (140,6±15,8х1010 ÊÓО/ìл) та 
кількості спор (9,25±2,6х108 ÊÓО/ìл) також реєстрували на öьоìу ва-
ріанті середовища (табл. 2). 

Ґрунтую÷ись на отриìаних результатах, для подальшої роботи з 
оптиìізаöії поживного середовища джерелоì енергії та вуглеöю вибра-
ли коìбінаöію з пептону (10,0 г/л), дріжджового екстракту (2,0 г/л) та 
глюкози (6,0 г/л).
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Ðис. 1. Êриві росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 за різних джерел енергії та 
вуглецю 

1 – варіант À; 2 – варіант Б; 3 – варіант Г; 4 – варіант Д 

Fіg. 1. The growth curves of straіn Bacillus thuringiensis ONU 15 at dіfferent 
sources of energy and carbon 

1 – variant À; 2 – variant Б; 3 – variant Г; 4 – variant Д

Ìінеральниì фоноì обрали середовище Êантвелла (K2HPO4 – 5,0 г/л, 
KH2PO4 – 5,0 г/л, Na öитрат – 3,0 г/л, Na2HPO4 – 1,5 г/л). Як інший 
варіант ìінерального фону використовували тільки гідроортофосфат калію 
(K2HPO4 – 1,0 г/л). Даний вибір базується на дослідженнях, які були 
проведені раніше. Òакож до кожного з варіантів досліду, як і раніше, 
додавали коìбінаöію солей MgSO4, MnSO4 та CaCl2.

Òаблиöя 2

Показники росту штаму Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 за різних композицій 
джерел енергії та вуглецю

Table 2

The growth parameters of straіn Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 at dіfferent 
combіnatіons of sources of energy and carbon

Âаріант 
досліду

Показник 
оптичної 
щільності 

(D)

Питома 
швидкість 

росту
(год-1)

Час подво-
єння клітин 

(год)

Êількість 
спор/мл 

)

Загальна кіль-
кість клітин/мл 

)

À 1,00 0,11 6,30 8,5±0,9х108 1,5±0,5х1010

Б 1,60 0,15 4,60 2,3±0,1х108 5,1±3,1х1010

В 2,25 0,19 3,64 9,2±2,6х108 140±15х1010

Г 1,35 0,12 5,70 1,6±0,2х108 3,0±0,4х1010
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На рис. 2 наведені криві росту Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 залежно 
від обраних ìінеральних фонів у порівнянні з варіантоì без них. Отриìані 
дані повністю співпадають з літературниìи джерелаìи і підтверджують, 
що додавання до коìбінаöії органі÷них коìпонентів ìінеральних сполук, 
стабілізує ріст баöилярних штаìів та продовжує стадію стаöіонарного 
зростання [1, 6]. Показник загальної кількості клітин, свід÷ить про те, 
що ìінеральний фон середовища Êантвелла сприяє збільшенню загаль-
ної ÷исельності клітин бактеріального штаìу до 156,5±3,1х1010 ÊÓО/ìл 
(табл. 3). Однак, показники кількості спор на öьоìу середовищі були 
ìініìальниìи (79,0±6,5х107 ÊÓО/ìл). 

Ðис. 2. Êриві росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 в залежності від мінерального 
складу середовища 

1 – поживне середовище без ìінерального фону; 2 – поживне середовище з 
ìінеральниì фоноì Êантвелла; 3 – поживне середовище с гідроортофосфатоì 

калію

Fіg. 2. The growth curves of straіn Bacillus thuringiensis ONU 15 dependіng on 
the mіneral composіtіon of medіum

1 – culture medium without mineral background; 2 – culture medium with 
Cantwell’s mineral background; 3 – culture medium with potassium hydrogen 

phosphate

При використанні гідроортофосфату калію як ìінерального фону, 
показано, що öей варіант середовища є найсприятливішиì для проöесу 
спороутворення бактеріяìи Bacillus thuringiensis ОНÓ 15. Êонöентра-
öія спор досягала ìаксиìального зна÷ення – 81,1±4,2х108 ÊÓО/ìл за 
ìаксиìальної (0,22 ÷ас-1) питоìої швидкості росту (табл. 3). 
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Òаблиöя 3 

Показники росту Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 в залежності від мінерального 
складу середовища 

Table 3

The parameters of growth of straіn Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15 іn dependіng on 
varіous mіneral composіtіon

Âаріант 

Îптич-
на 

щіль-
ність 

Питома 
швидкість 

росту 
(год-1)

Час 
подво-
єння 
(год)

Êількість 
спор/мл

)

Êількість 
бактерій кл/мл

)

Ñередовище без 
ìінерального фону

2,25 0,19 3,64 9,2±1,4х108 140,6±15,8х1010

Ñередовище з 
ìінеральниì фоноì 
Êантвелла

2,5 0,2 3,46 79,0±6,5х107 156,5±3,1х1010

Ñередовище з 
гідро ортофосфатоì 
калію

2,35 0,22 3,15 81,1±4,2х108 152,3±1,8х1010

Òакиì ÷иноì, отриìані дані свід÷ать про те, що зна÷иìиìи фактораìи 
для збільшення кількості вегетативних бактерій Bacillus thuringiensis 
ОНÓ 15 є пептон, дріжджовий екстракт і глюкоза. Ó подальшій роботі 
з оптиìізаöії поживного середовища öі коìпоненти позна÷атиìуться як 
÷инники: х1 – пептон, х2 – дріжджовий екстракт, х3 – глюкоза. Êожен 
з öих факторів досліджували на трьох рівнях – нижньоìу, середньоìу і 
верхньоìу (табл. 4) та у «зоряних то÷ках» (табл. 5). 

 Òаблиöя 4

Îдиниці варіювання (λ) і концентрації компонентів середовищ на нижньому (-1), 
середньому (0) і верхньому рівнях (+1)

Table 4

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

Êомпонент 
середовища

Фактор
Íижній 
рівень
(-1)

Середній 
рівень
(0)

Âерхній 
рівень
(+1)

Îдиниця варі-
ювання

(λ)

Пептон х1 5,0 7,5 10,0 2,5

Дріжджовий 
екстракт

х2 1,0 3,0 5,0 2,0

Глюкоза х3 1 3,5 6,0 2,5

Оптиìізаöію середовища оöінювали за конöентраöією вегетативних 
клітин (Y1) та спор (Y2) Bacillus thuringiensis ОНÓ 15. Ґрунтую÷ись на 
отриìаних попередніх даних про вплив ìінерального фону, при проведені 
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оптиìізаöії для першої ìоделі (Y1) додавали ìінеральний фон Êантвелла, 
а для другої ìоделі (Y2) додавали гідроортофосфат калію. 

Швидкість росту ìікроорганізìів під впливоì факторів (органі÷-
ні сполуки) ìожна представити як залежність вигляду у = f (x1, x2, 
x3  ...  xn).

Ðозробка ìатеìати÷ної ìоделі передба÷ає принöип від «простого до 
складного». Ó вигляді поліноìа öей принöип озна÷ає перехід від поліноìа 
першого порядку  до поліноìа другого 
порядку .

Проведення факторного експериìенту полягає у визна÷енні впливу 
обраного ÷инника на показник оптиìізаöії. Планування за такою схе-
ìою уìожливлює реалізаöію всіх ìожливих коìбінаöій, які наведені у 
таблиöі 5.

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

На підставі коефіöієнтів регресії після проведення öентрального 
коìпозиöійного ортогонального експериìенту були отриìані ìатеìати÷ні 
ìоделі залежностей загальної кількості клітин Bacillus thuringiensis ОНÓ 
15 (Y1) від конöентраöій у середовищі коìпонентів х1, х2, х3: 

Y1 =1,13–0,068x1+0,031x2+ 0,33x3–0,11x1х2+0,035x1х3+0,105x2х3–
0,45x12+0,02 x22+0,02x32

,

та кількості спор Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 (Y2) від конöентраöій 
у середовищі коìпонентів х1, х2, х3: 

Y2 = –6,76 –15,8x2+21,79x3–18,68x1х2–20,74x2х3+23,74x12. 

Після знаходження коренів рівнянь, об÷ислювали шукані конöентраöії 
факторів середовища використовую÷и форìулу:

ci=xiλ+c0i

де хi – кодоване зна÷ення фактора (безрозìірна вели÷ина); ci та c0i 
– натуральні зна÷ення фактора (відповідно пото÷не зна÷ення і зна÷ен-
ня на нульовоìу рівні); λ – натуральне зна÷ення інтервалу варіювання 
факторів (ΔÑ) [5, 8].

За розрахунковиìи показникаìи оптиìізоване поживне середовище 
для збільшення кількості вегетативних клітин Bacillus thuringiensis ОНÓ 
15 (середовище ВÊ) ìає такий склад (г/л): пептон – 7,3; дріжджовий 
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екстракт – 3,0; глюкоза – 2,5; K2HPO4 – 5,0; KH2PO4 – 5,0; Na öитрат – 
3,0; Na2HPO4 – 1,5; MgSO4 – 0,05; MnSO4 – 0,03; CaCl2 –0,05. 

Оптиìізоване середовище, що сприяє збільшенню кількості ендоспор 
Bacillus thuringiensis ОНÓ 15 (середовище ÅÑ), ìає такий склад (г/л): 
пептон – 1,8; дріжджовий екстракт – 2,5; глюкоза – 3,8; K2HPO4 – 1,0; 
MgSO4 – 0,05; MnSO4 – 0,03; CaCl2 –0,05. 

Зìеншення кількісних показників джерел енергії та вуглеöю для 
ìоделі оптиìізованої за показникоì ÷исельності спор, підтверджує відо-
ìі дані про те, що спороутворення є відповідною реакöією культури на 
виснаження поживних ре÷овин [8].

Ó таблиöі 6 наведено зна÷ення конöентраöії вегетативних клітин та 
ендоспор, які отриìали в експериìенті з перевірки отриìаних ìоделей.

Òаблиöя 6

Êонцентрація вегетативних клітин та ендоспор Bacillus thuringiensis ÎÍУ 15, 
отриманих на оптимізованих середовищах

Table 6

The concentratіon of vegetatіve cells and endospores of Bacillus thuringiensis 
ONU 15 on optіmіzed medіa

Середовище
Êількість вегетативних клітин 

ÊУÎ/мл )
Êількість ендоспор 
ÊУÎ/мл )

Оптиìізоване середовище ВÊ 
(ìодель Y1)

184,6±6,9х1010 21,6±0,9х108

Оптиìізоване середовище ÅÑ 
(ìодельY2)

35,7±13,8х1010 53,3±1,8х109

Êонтрольне середовище 26,0±2,7х1010 3,0±0,6х108

Як видно з наведених у таблиöі 6 даних, конöентраöія вегетативних 
клітин Bacillus thuringiensis ONU 15 на оптиìізованоìу середовищі ВÊ 
досягала зна÷ення 184,6±6,9 х1010 ÊÓО/ìл, що ìайже у 7 разів пере-
вищує öей показник на контрольноìу середовищі (26,0±2,7х1010 ÊÓО/
ìл). На оптиìізованоìу середовищі ÅÑ конöентраöія ендоспор складала 
53,3±1,8х109 спор/ìл, що на два порядки вище ніж на контрольноìу се-
редовищі (3,0±0,6х108 спор/ìл), проте конöентраöія вегетативних клітин 
на öьоìу середовищі незна÷но перевищує öей показник на контрольноìу 
середовищі – 35,7±13,8х1010 ÊÓО/ìл та більш ніж в 5 разів ниж÷а ніж 
на оптиìізованоìу середовищі ВÊ.

Òакиì ÷иноì, в результаті проведених досліджень ìетодоì ìатеìа-
ти÷ного планування експериìентів з виростанняì öентрального коìпо-
зиöійного ортогонального експериìенту розроблено оптиìізовані склади 
поживних середовищ, які дозволяють суттєво підвищити урожай бактерій 
та ендоспор Bacillus thuringiensis ONU 15. 
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ÎПÒÈÌÈЗÀÖÈß СÎСÒÀÂÀ ПÈÒÀÒÅËЬÍÎÉ СÐÅÄЫ ÄËß 
ЭÍÒÎÌÎПÀÒÎÃÅÍÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ШÒÀÌÀ BACILLUS 

THURINGIENSIS ONU 15

Ðеферат

Ñ использованиеì ìетодов ìатеìати÷еского планирования проведена 
оптиìизаöия состава питательной среды для культивирования штаììа 
Bacillus thuringiensis ONU 15, обладающего �нтоìопатогенныìи свой-
стваìи по отношению к двукрылыì насекоìыì-вредителяì съедобных 
грибов. Оптиìизаöию среды проводили с использованиеì öентрального 
коìпозиöионного ортогонального плана. Параìетраìи оптиìизаöии 
служили общая ÷исленность бактерий и коли÷ество �ндоспор штаììа 
Bacillus thuringiensis ONU 15. В результате проведенных исследований, 
предложена питательная среда такого состава: пептон – 7,3 г/л, дрож-
жевой �кстракт – 3,0 г/л, глюкоза – 2,5 г/л, K2HPO4 – 5,0 г/л, KH2PO4 
– 5,0 г/л, Na öитрат – 3,0 г/л, Na2HPO4 – 1,5 г/л, MgSO4 – 0,05 г/л, 
MnSO4 – 0,03 г/л, CaCl2 – 0,05 г/л, на которой конöентраöия бактерий 
составляла 184,6± 6,9х1010 ÊОÅ/ìл.

Êлю÷евые  слова : Bacillus thuringiensis ONU 15, оптиìизаöия 
состава питательной среды, öентральный коìпозиöионный ортогональный 
�кспериìент.
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OPTIMIZATION OF THE CULTURE MEDIUM FOR 
ENTOMOPATHOGENIC BACTERIA OF STRAIN BACILLUS 

THURINGIENSIS ONU 15 

Summary

With the use of experimental design methods there were optimized the 
culture medium for the cultivation of strain Bacillus thuringiensis ONU 15, 
having entomopathogenic properties against dipteran pests of edible fungi. 
Optimization of culture medium was performed using the central composite 
orthogonal method. The parameters of optimization were the total number 
of bacteria and the number of endospores of strain Bacillus thuringiensis 
ONU 15. As a result of the research it is proposed the culture medium 
of the following composition: peptone – 7.3 g/l , yeast extract – 3.0 g/l, 
glucose – 2.5 g/l, K2HPO4 – 5.0 g/l, KH2PO4 – 5.0 g/l, Na citrate – 3.0 
g/l, Na2HPO4 – 1.5 g/l, MgSO4 – 0.05 g/l, MnSO4 – 0.03 g/l, CaCl2 – 
0.05 g/l.

 At the optimized culture medium the total number of bacteria, compared 
with the original culture medium, increased by 7 times and has reached 
the indicator – 184.6± 6.9х1010 CFU/ml. 

Key  wo rd s : Bacillus thuringiensis ONU 15, optimization of the 
culture medium, the central composite orthogonal method.
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ФÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ПÐÅПÀÐÀÒIÂ 
ÅÊЗÎÖÅËЮËÀЗ ÁÀЗÈÄIÎÌIÖÅÒIÂ ÒÀ ÍÈЖЧÈÕ 

ÃÐÈÁIÂ

Проведено порівняëьне вивчення активності препаратів екзоцеëюëаз 
базидіоміцетів та нижчиõ ãрибів комерційноãо та ëабораторноãо по-
õодження. Визначено оптимуми рН та температури дії препаратів 
екзоцеëюëаз, зниження активності компонентів цеëюëозоëітичноãо 
компëексу заëежно від терміну дії ферментів за оптимаëьниõ зна-
чень рН та температури. Показано, що цеëюëозоëітичні ензими 
базидіоміцетів активніші ніж нижчиõ ãрибів. Ферментні препарати 
цеëюëаз як базидіоміцетів, так і нижчиõ ãрибів мають низку супутніõ 
ферментативниõ активностей. Препарати цеëюëаз базидіаëьноãо 
поõодження мають значно вищу ферментативну активність щодо 
кроõмаëю, пектину та ëіãніну.

Кëючов і  с ë о ва : цеëюëази, ендоãëюканази, цеëобіази, базидіоміцети, 
нижчі ãриби.

Одниì з основних ÷инників, що стриìує проìислове застосування 
ферìентів, що гідролізують öелюлозу є відсутність високоактивних та 
еконоìі÷но ефективних продуöентів [6, 19, 21]. На сьогоднішній день тра-
диöійниìи джерелаìи отриìання ензиìів öелюлозоліти÷ної дії є бактерії 
та ниж÷і гриби відділів Zygomycota та Ascomycota [12, 15]. Природно, що 
саìе öиì організìаì приділяється найбільша увага дослідників у багатьох 
країнах світу. В öей же ÷ас, велика роль базидіальних дереворуйнівних 
грибів у розкладанні лігноöелюлоз деревини не викликає суìніву [7, 
20]. Останніì ÷асоì активізовано дослідження базидіальних грибів як 
продуöентів багатьох біологі÷но активних ре÷овин [14], в тоìу ÷ислі 
ензиìів дереворуйнівного коìплексу [1]. Ðаніше [4] наìи знайдено активні 
продуöенти ферìентів öелюлозоліти÷ної дії та проведено їх ґрунтовне 
дослідження. Для оöінки перспективи використання öих ензиìів у біо-
технології необхідниì є порівняння активності ферìентних препаратів 
екзоöелюлаз, синтезованих базидіоìіöетаìи та ниж÷иìи грибаìи.

Ìетою роботи було порівняльне вив÷ення активності, рН та теì-
пературного оптиìуìів дії препаратів екзоöелюлаз, зìіни активності 
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коìпонентів öелюлозоліти÷ного коìплексу залежно від терìіну їх дії та 
визна÷ення спектру супутніх ферìентативних активностей препаратів 
екзоöелюлаз базидіоìіöетів та ниж÷их грибів.

Ìатеріали і методи
Дослідження проводили на отриìаних в лабораторних уìовах препа-

ратах öелюлаз базидіоìіöетів штаìів Irpex lacteus (Fr.) Fr. Ê-1, À-Дон-02, 
Д-1 та Daedaleopsis confragosa f. confragosa (Bolton) J. Schröt AnSc-1. 
Ферìентні препарати із культуральної рідини одержували відповідно до 
стандартної ìетодики виділення та о÷ищення ензиìів, адаптованої для 
öелюлаз базидіальних грибів [5]. Öелюлази базидіоìіöетів порівнювали 
з такиìи препаратаìи: «Êсибетен-Êсил» та «Êсибетен-Öел» (JSC 
«Biovet», Болгарія), які надано д.х.н., професороì Ñиніöиниì À.П. 
(Ìосковський державний університет іì. Ì.В. Лоìоносова, ì. Ìосква, 
Ðосія), «Celluclast 1,5L» (Sіgma, Ніìе÷÷ина), лабораторний препарат 
гриба Penicillium sp., які надано Ìарією Ìартінез (Iнститут дослідниöької 
біології, ì. Ìадрид, Iспанія), а також «Öелюлаза» (Ладижинський завод 
ферìентних препаратів, Óкраїна).

Åндоглюканазну активність визна÷али за гідролізоì Na-карбоксиìетил-
öелюлози (Sigma, Ніìе÷÷ина), öелобіазну – за гідролізоì öелобіози (Sigma, 
Ніìе÷÷ина). Ñклад реакöійних суìішей при визна÷енні ферìентативних 
активностей та уìови проведення реакöій відповідали рекоìендаöіяì 
IUPAC [16] та загальноприйнятиì ìетодикаì [8, 17]. За одиниöю 
активності (од) прийìали таку кількість ферìенту, за присутності якої 
утворювався 1 ìкìоль редукую÷их öукрів (для поліìерних субстратів) 
або 1 ìкìоль глюкози (для öелобіози) протягоì 1 хв. Ðедукую÷і öукри 
визна÷али ìетодоì Шоìодьї-Нельсона (калібрувальний графік будували 
за глюкозою) [8]. Глюкозу визна÷али глюкозооксидазно-пероксидазниì 
ìетодоì за ìетодикою виробника (Дніпропетровськ, Óкраїна). Вìіст 
білка визна÷али спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì на ÑФ-46 (Ðосія) [1]. 
Питоìу активність (од/ìг білка) розраховували як відношення загаль-
ної активності культурального фільтрату (од/ìл) до вìісту протеїну у 
культуральноìу фільтраті (ìг/ìл).

Òеìпературний оптиìуì ферìентів визна÷али в діапазоні теìпера-
тур від 30 до 80 °Ñ з інтервалоì 5–10 °Ñ. Для визна÷ення оптиìуìу рН 
ферìентних препаратів роз÷ини субстратів готували, використовую÷и 
як роз÷инник 0,1 Ì öитратний (рН 3, 4, 5 та 6) або фосфатний буферні 
роз÷ини (рН 7, 8 та 9) [16]. Ñтабільність ферìентів залежно від терìіну 
їх дії визна÷али за оптиìальних зна÷ень теìператури та рН впродовж 
420 хв. 

Ñупутні ферìентативні активності визна÷али використовую÷и загаль-
ноприйняті ìетодики [1, 8, 13, 18].
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Всі дослідження проводили у трикратній повторності. Ðезультати 
досліджень статисти÷но опраöьовували ìетодоì дисперсійного аналізу, 
порівняння середніх арифìети÷них вели÷ин – ìетодоì Дункана [9].

Ðезультати та їх обговорення
Ðезультати досліджень, представлені в таблиöі 1, свід÷ать про те, 

що ферìентні препарати Д-1 та Ê-1 ìають найвищі активності окреìих 
коìпонентів öелюлазного коìплексу, однак нездатні гідролізувати філь-
трувальний папір. Зважаю÷и на те, що така активність проявляється у 
вихідних культуральних фільтратах öих штаìів, ìожна припустити, що 
під ÷ас о÷ищення видаляється певний зв’язую÷ий коìпонент ìіж öиìи 
ензиìаìи або відбувається його автоліз.

Òаблиöя 1

Àктивність целюлазного комплексу ферментних препаратів (од/мг білка)
Table 1

Actіvіty of cellulase complex of enzymatіc preparatіons, U/mg proteіn

Препарат Продуцент
Áілок, 
мг/мл

Субстрат для визначення 
активності

ФП Na-ÊÌÖ Öелобіоза

Êсибетен-Êсил Trichoderma 
longibrachiatum

0,38 19,5 276,1 617,6

Êсибетен-Öел 0,54 18,0 224,8 506,5

Öелюлаза Trichoderma viride 0,20 9,9 455,9 301,6

Penicillium 
crude 

Penicillium sp. 0,26 17,2 353,1 303,9

Celluclast 1,5L Trichoderma reesei 0,24 76,0 534,8 406,8

À-Дон-02

Irpex lacteus

0,04 4,19 590,0 912,1

Д-1 0,03 0 1030,0 1531,9

Ê-1 0,03 0 1327,9 1807,2

AnSc-1
Daedaleopsis confra-
gosa f. confragosa

0,16 5,6 174,9 481,53

 
Приìітка: ФП – фільтрувальний папір, Na-ÊÌÖ – Na-карбоксиìетилöелюлоза; у 
таблиöі наведено середні арифìети÷ні вели÷ини, відхилення від середнього арифìе-
ти÷ного не перевищувало 5%; р<0,05.

Вив÷ення впливу рН на ендоглюканазну та öелобіазну активності фер-
ìентних препаратів öелюлаз базидіоìіöетів та ниж÷их грибів показало, 
що оптиìуì ендоглюканазної активності для досліджуваних препаратів 
(рис. 1) знаходиться в ìежах від рН 4 (препарати À-Дон-02, Д-1 та Ê-1, 
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синтезовані базидіальниì грибоì) до рН 5 (інші ферìентні препарати), 
що узгоджується з даниìи літератури [10]. Високі зна÷ення рН негативно 
впливають на активність ендоглюканази як базидіоìіöетів, так і ниж÷их 
грибів. В той же ÷ас, ìаксиìальна активність öелобіаз знаходиться за 
більш високих зна÷ень рН середовища (рис. 2). 

Ðис. 2. Âплив рÍ на целобіазну активність препаратів целюлаз  
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 2. Cellobіase рÍ optіmum of basіdіomycetes  
and lower fungus enzymatіc preparatіons

Ðис. 1. Âплив рÍ на ендоглюканазну активність препаратів целюлаз базидіоміцетів 
та нижчих грибів  (тут і далі: 1 – «Êсибетен-Êсил», 2 – «Êсибетен-Öел», 3 – «Öелюлаза», 
4 – Penicillium crude, 5 – Celluclast 1,5L, 6 – À-Дон-02, 7 – Д-1, 8 – Ê-1, 
9 – AnSc-1)

Fіg. 1. Endoglucanase рÍ optіmum of basіdіomycetes and lower fungus enzymatіc 
preparatіons  (here and further: 1 – «Xybeten-Xyl», 2 – «Xybeten-Cel», 

3 – «Cellulasa»,  4 – Penicillium crude, 5 – Celluclast 1,5L, 6 – À-Дон-02, 
7 – Д-1, 8 – Ê-1,  9 – AnSc-1)
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Öелобіази ферìентних препаратів «Êсибетен-Êсил», «Êсибетен-Öел», 
«Öелюлаза», Celluclast 1,5L, À-Дон-02, Д-1 та AnSc-1 ìаксиìально активні 
за рН 5, а препаратів Penicillium crude та Ê-1 – за рН 6.

Дослідження показали, що ендоглюканази препарату Celluclast 1,5L 
найбільш активні за теìператури 40 °Ñ, препаратів «Êсибетен-Êсил», 
«Êсибетен-Öел» та Д-1 – за 45 °Ñ, препаратів «Öелюлаза», À-Дон-02, 
Ê-1 та AnSc-1 – за 50 °Ñ, а препарату Penicillium crude – 55 °Ñ (рис. 3). 
Åндоглюканази усіх досліджуваних препаратів не інактивувалися навіть 
на 50% за уìов проведення реакöій при 30 або 80 °Ñ. 

Ðис. 3. Âплив температури на ендоглюканазну активність препаратів целюлаз 
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 3. Endoglucanase temperature optіmum of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons

Оптиìуì активності öелобіази варіював у більш широких теìпера-
турних ìежах (рис. 4). 

Ðис. 4. Âплив температури на целобіазну активність препаратів целюлаз 
базидіоміцетів та нижчих грибів

Fіg. 4. Cellobіase temperature optіmum of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons
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Àктивність öього ферìенту у препаратів «Êсибетен-Êсил», «Êсибетен-
Öел», «Öелюлаза» та Д-1 була ìаксиìальною за теìператури 40 °Ñ, у 
препаратів Penicillium crude, Celluclast 1,5L та AnSc-1 – за 45 °Ñ, у 
препарату Ê-1 – за 55 °Ñ, а у препарату À-Дон-02 – за 60 °Ñ. Отже, 
оптиìуìи активності коìпонентів öелюлозоліти÷ного коìплексу 
базидіоìіöетів знаходяться в діапазоні більш високих теìператур, що 
дозволяє зна÷но інтенсифікувати проìислові проöеси використання 
екзоöелюлаз, отриìаних з базидіальних грибів.

Вив÷ення стабільності ферìентативної активності препаратів залежно 
від терìіну їх дії за оптиìальних зна÷ень рН показало (рис. 5), що лише 
ендоглюканаза препарату «Öелюлаза» за 420 хв інактивувалася більш ніж 
на половину, в той ÷ас як всі інші препарати за öей ÷ас інактивувалися 
на 40–50%. 

Ðис. 5. Åндоглюканазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих 
грибів в залежності від терміну проведення реакції за оптимального рÍ

Fіg. 5. Dependence of endoglucanase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal pH

Ðазоì з тиì, öелобіаза в складі ферìентативних препаратів за опти-
ìальних зна÷ень рН з ÷асоì дії більше втра÷ає свою активність (рис. 6). 
Ñлід відзна÷ити, що отриìані наìи ферìентні препарати базидіоìіöетів 
показали вищу стабільність активності öелобіази за оптиìального рН. 
Êоìерöійні та лабораторні препарати, з якиìи проводили порівняння, 
інактивувалися наполовину вже на 240 («Êсибетен-Êсил», «Öелюлаза» 
та Celluclast 1,5L) та 360 хв досліду (Êсибетен-Öел та Penicillium crude), 
в той ÷ас як öелобіаза базидіоìіöетів на 420 хв експериìенту не втра-
÷ала 50% активності (рис. 6). Встановлено, що найìенше втра÷ається 
активність öелобіази за оптиìального рН у препаратів Д-1 та AnSc-1. 
На 420 хв вона зберігала близько 80% активності, а найбільше втра÷ає 
активність öелобіаза препарату «Öелюлаза», яка за öей ÷ас зберігала 
лише 20% активності.
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Ðис. 6. Öелобіазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих грибів 
в залежності від терміну проведення реакції за оптимального рÍ

Fіg. 6. Dependence of cellobіase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal pH

Вив÷ення стабільності ендоглюканазної активності препаратів за-
лежно від терìіну їх дії за оптиìальних зна÷ень теìператури показа-
ло, що найìенше за таких уìов зìінюється активність у препарату 
À-Дон-02 (рис. 7). Для ендоглюканази вказаного препарату характерниì 
є поступове зìеншення активності ìайже до 60% від по÷аткової впро-
довж перших 180 хв реакöії за оптиìальної теìператури, однак надалі 
активність ендоглюканази залишається на одноìу рівні до 420 хв до-
сліду. Встановлено, що за öих уìов найбільше знижуються активність 
ендоглюканази ниж÷их грибів в складі препаратів Penicillium crude та 
«Öелюлаза». Óже на 60 хв експериìенту öі ферìенти втра÷али більше 
50% від по÷аткової активності. 

Ðис. 7. Åндоглюканазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих 
грибів в залежності від терміну проведення реакції за оптимальної температури

Fіg. 7. Dependence of endoglucanase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 
enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal temperature
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Показано, що залежно від терìіну протікання реакöії за оптиìаль-
них зна÷ень теìператури найìенше зìінювалася активність öелобіази 
базидіоìіöетів виду Irpex lacteus (рис. 8), яка не інактивувалася на 50% 
навіть впродовж 420 хв.

Ðис. 8. Öелобіазна активність препаратів целюлаз базидіоміцетів та нижчих грибів 
в залежності від терміну проведення реакції за оптимальної температури

Fіg. 8. Dependence of cellobіase actіvіty of basіdіomycetes and lower fungus 

enzymatіc preparatіons from holdіng tіme at optіmal temperature

Відоìо, що важливою характеристикою препаратів öелюлаз є їх 
супутні активності [1, 6, 12, 15]. В результаті вив÷ення досліджуваних 
наìи препаратів встановлено, що вони здатні до гідролізу сполук, су-
путніх öелюлозі – лігніна, пектина та крохìалю. При öьоìу препарати 
öелюлаз базидіоìіöетів показали зна÷ну лігноліти÷ну активність, яка 
достовірно перевищує таку активність ферìентативних препаратів 
ниж÷их грибів. Êріì того, достовірно вищою у кілька разів є активність 
ферìентних препаратів базидіоìіöетів і відносно пектину та крохìалю. 
Ìожна стверджувати, що ферìентативні препарати базидіоìіöетів є 
більш перспективниìи для застосування у біотехнології, коли потрібна 
коìплексна переробка рослинної сировини [11].

Отже, в результаті проведених досліджень показано, що за своїìи 
фізико-хіìі÷ниìи показникаìи найкращиì препаратоì є À-Дон-02, син-
тезований базидіоìіöетоì Irpex lacteus, оскільки до його складу входять 
ендоглюканаза та öелобіаза, активність яких найìенше втра÷ається в 
проöесі тривалої реакöії за оптиìальних зна÷ень теìператури та рН. 
Дослідження супутніх ензиìати÷них активностей показало, що препарати 
öелюлаз як ниж÷их, так і базидіальних грибів здатні до перетворення öілої 
низки субстратів, однак препаратаì базидіоìіöетів притаìанна зна÷но вища 
активність щодо супутників öелюлози – крохìалю, пектину та лігніну.

Роботу виконано за спонсорської підтримки ãромадської орãанізації 
«Развитие» (м. Ìосква, Росія).
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ФÅÐÌÅÍÒÀÒÈÂÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ПÐÅПÀÐÀÒÎÂ 
ЭÊЗÎÖÅËËЮËÀЗ ÁÀЗÈÄÈÎÌÈÖÅÒÎÂ È ÍÈЗШÈÕ ÃÐÈÁÎÂ

Ðеферат

Проведено сравнительное изу÷ение активности препаратов 
�кзоöеллюлаз базидиоìиöетов и низших грибов как коììер÷еского, так 
и лабораторного происхождения. Óстановлены рН и теìпературный 
оптиìуìы действия препаратов, изìенение активности коìпонентов 
öеллюлозолити÷еского коìплекса в зависиìости от вреìени проведения 
реакöии. Доказано, ÷то öеллюлозолити÷еские �нзиìы базидиоìиöетов бо-
лее активны по сравнению с ферìентаìи, полу÷енныìи из низших грибов. 
Показано, ÷то ферìентативные препараты öеллюлаз как базидиоìиöетов, 
так и низших грибов проявляют ряд сопутствующих ферìентативных 
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активностей, однако препараты öеллюлаз базидиального происхождения 
иìеют зна÷ительно более высокую активность по отношению к крахìалу, 
пектину и лигнину.

Êлю÷евые слова: öеллюлазы, �ндоглюканазы, öеллобиазы, 
базидиоìиöеты, низшие грибы.
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ENZYMATIC ACTIVITY OF CELLULASE BASIDIOMYCETES 
PREPARATIONS AND LOWER FUNGI

Summary

There were conducted the comparative analysis of cellulases enzymatic 
preparations of basidiomycetes with lower fungi both commercial 
and laboratory origin. In the process of comparing the preparations 
were investigated as to their activity to hydrolyze filter paper, Na-
carboxymethylcellulose and cellobiose. pH and temperature optima of 
preparations action, dependence of their activity upon holding time at 
optimal pH and temperature were determined. It is proved that cellulolytic 
enzymes from basidiomycetes are more active than those from lower fungi. 
It is found that cellulases from both basidiomycetes and lower fungi exhibit 
a number of associated enzymatic activities, but cellulolytic enzymes from 
basidiomycetes have significantly higher activity of enzymes that as to 
starch, pectin and lignin.

Key  wo rds : cellulases, endoglucanases, cellobiases, basidiomycetes, 
lower fungi.
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ÀÊÊУÌУËßÖÈß ÒßЖÅËЫÕ ÌÅÒÀËËÎÂ  ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ 
ÐÎÄÀ PSEUDOMONAS

Изучена способность четыреõ штаммов бактерий рода Pseudomonas 
аккумуëировать из раствора медь, кадмий, цинк и свинец. Показано, что 
бактерии иссëедуемыõ штаммов псевдомонад извëекают из раствора 
от 7,4 до 64,5% меди, от 8,0 до 25,0% кадмия, от 23,6 до 45,5% цинка, 
от 51,1 до 83,8% свинца. Наибоëьшей способностью аккумуëировать 
тяжеëые метаëëы õарактеризуются бактерии штамма Pseudomonas 
maltophilia ОНУ 329, которые боëьше друãиõ иссëедованныõ штаммов 
извëекают из раствора меди (64,5%), кадмия (25,0%), цинка (45,5%), 
свинца (83,8%). Из иссëедованныõ метаëëов бактериаëьные кëетки 
ëучше накапëивают свинец (от 140,0 до 182,4 мã/ã суõоãо веса био-
массы), õуже – цинк (от 17,5 до 33,3 мã/ã суõоãо веса биомассы).

Кëючевые  сëова : ãетеротрофные бактерии, Сu, Cd, Zn, Pb, акку-
муëяция.  

Загрязнение окружающей среды тяжелыìи ìеталлаìи является се-
рьезной �кологи÷еской проблеìой. Поступление тяжелых ìеталлов про-
исходит как в результате геохиìи÷еских проöессов, так и антропогенного 
влияния, вклю÷ающего добы÷у и переработку ìеталлов, сельское хозяй-
ство, производство �лектро�нергии, сброс сто÷ных вод. Òяжелые ìеталлы 
аккуìулируются бактерияìи и другиìи организìаìи, переносятся по 
пищевой öепи и представляют опасность для здоровья ÷еловека [9].

Широко используеìые на практике физи÷еские и хиìи÷еские ìетоды 
для удаления ионов тяжелых ìеталлов из проìышленных сто÷ных вод, 
основанные на осаждении, окислении,  восстановлении,  испарении, об-
ратноì осìосе и др., являются дорогиìи и не совсеì �ффективныìи. В 
ка÷естве перспективной альтернативы физи÷ескиì и хиìи÷ескиì ìетодаì 
предлагаются биологи÷еские ìетоды [6]. Детоксикаöия и трансфорìаöия 
соединений тяжелых ìеталлов в природной среде зависит, в первую 
о÷ередь, от жизнедеятельности ìикроорганизìов. Ê ìеханизìаì,  спо-
собствующиì извле÷ению ìеталлов из растворов, следует отнести, в 
первую о÷ередь, адсорбöию катионов ìеталлов на поверхности клеток, 

© В.À. Èваниöа, À.Å. Бухтияров, Г.В. Лисютин, À.Н. Захария, Ò.В. Гудзенко, 2012
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которая связана с нали÷иеì на ней отриöательно заряженных анионов 
(PО4

3-, COO-, SH-, OH-) [8]. 
Бактерии, выделенные из ìорской среды, характеризующейся 

постоянныì изìенениеì условий существования (теìпература, рН, 
соленость, содержание токси÷ных веществ и т.д.), приспособлены к 
неблагоприятныì условияì, и, как следствие, обладают коìплексоì 
спеöифи÷ных адаптаöий, в тоì ÷исле, и к действию тяжелых ìеталлов 
[6]. 

Для  извле÷ения ìеталлов из растворов  используют представи-
телей разли÷ных таксоноìи÷еских групп, в тоì ÷исле, бактерий рода 
Pseudomonas, которые  ìогут быть �ффективныìи при аккуìуляöии ìеди, 
свинöа, кадìия и других ìеталлов из загрязненных сто÷ных вод [9]. 

 В последнее вреìя отдается предпо÷тение коìплексныì 
бактериальныì препаратаì, вклю÷ающиì  несколько видов аборигенных 
представителей, для проведения о÷истки загрязненных у÷астков по÷в 
или сто÷ных вод [1]. 

Öелью данной работы было изу÷ение способности бактерий рода 
Pseudomonas извлекать из раствора ìедь, кадìий, öинк и свинеö. 

Ìатериалы и методы 
Объектаìи исследования были резистентные к высокиì конöентра-

öияì Ñu (0,25–1 ììоль/л), Cd (0,25–0,5 ììоль/л), Pb (0,3–0,5 ììоль/л) 
штаììы ìорских гетеротрофных бактерий, изолированные из акватории 
прибрежных вод острова Зìеиный (Pseudomonas stutzeri ОНÓ 330), 
а также  штаììы Pseudomonas fluorescens ОНÓ 327, Pseudomonas 
fluorescens ОНÓ 328, Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329 из колекöии 
ìикроорганизìов Одесского наöионального университета. 

Ñпособность бактерий аккуìулировать Ñu, Cd, Zn и Pb  определяли 
согласно ìетодике, предложенной Sharron McEldowney [7]. Бактерии 
выращивали при 25 °Ñ  до ранней �кспоненöиальной фазы роста в те÷е-
ние суток на ÌПÀ. Ìикроорганизìы с питательной среды  сìывали и 
суспендировали в 0,2 ììоль ìалеатноì буфере с pH 6,8 [5], доводя их 
до конöентраöии  (1,5 ± 0,2) x 109 ÊОÅ/ìл. 

Ê бактериальной суспензии объеìоì 9,9 ìл добавляли 100 ìкл ра- ìл добавляли 100 ìкл ра-ìл добавляли 100 ìкл ра- ìкл ра-ìкл ра-
створа ìеди в конöентраöии 3,1 ìг/ìл,  кадìия − 4,0 ìг/ìл, öинка   – 
1,1 ìг/ìл, свинöа – 3,7 ìг/ìл. Òакиì образоì, в 10 ìл испытуеìых 
образöов содержалось 310 ìкг ìеди, 400 ìкг кадìия, 110 ìкг öинка, 
370 ìкг свинöа.

Êонтрольные образöы состояли из 9,9 ìл ìалеатного буферного 
раствора и 100 ìкл соответствующего ìеталла. Фоновое содержание 
ìеталлов определяли в бактериальной суспензии и в ìалеатноì бу-
ферноì растворе.  Бактериальную суспензию инкубировали на ка÷алке 
с вращениеì 150 об/ìин в те÷ение 2 ÷асов при теìпературе 25 °Ñ. 
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Êлетки осаждали öентрифугированиеì при 8000 g в те÷ение 10 ìин 
при теìпературе +4 °Ñ. После отбора надосадо÷ной жидкости клетки 
ìикроорганизìов дважды проìывали ìалеатныì буферныì раствороì 
öентрифугированиеì при 8000 g в те÷ение 10 ìин при теìпературе 
+4 °Ñ. В предварительно высушенные при 110 °Ñ в те÷ение 30 ìин и 
взвешенные пениöиллиновые флаконы переносили ресуспендированный 
бидистиллированной водой клето÷ный осадок из öентрифужных пробирок. 
Затеì флаконы повторно высушивали при 110 °Ñ в те÷ение 30 ìин и 
взвешивали для определения веса биоìассы бактерий. Для разрушения 
бактериальных клеток добавляли 2,5 ìл 70% HNO3 и выдерживали 30 
ìин при 180 °Ñ.  После остывания до коìнатной теìпературы во флаконы 
добавляли по 4 ìл бидистиллированной воды и закрывали пластиковыìи 
крышкаìи. Во все пениöиллиновые флаконы и еìкости с надосадо÷ной 
жидкостью и проìывныìи водаìи вносили 70% HNO3  для полу÷ения 
коне÷ной конöентраöии 20%. Ñодержание исследованных ìеталлов как 
в опытных (клетках, надосадо÷ной жидкости и проìывных водах), так и 
в контрольных образöах определяли с поìощью атоìно-абсорбöионного  
спектрофотоìетра «Ñатурн-2» при длине волны 324,7 нì для Cu,  228,8 
нì для Cd,  213,9 нì для Zn и 283,3 нì для Pb [4].

Ðезультаты исследований обрабатывали статисти÷ески с исполь-
зованиеì програììы «SPSS 19 для Windows» и «Microsoft Office Exel 
2003». 

Ðезультаты и их обсуждение
Проведенные исследования показали (таблиö 1–4) способность 

бактерий рода Pseudomonas извлекать из раствора Ñu, Cd, Zn и Pb, 
которые находились в конöентраöиях, на три порядка превышающих их 
содержание в ìорской воде и соответствующих уровняì загрязнения 
сто÷ных вод [3].

Бактерии исследуеìых штаììов аккуìулировали  из раствора от 7,4 
до 64,5% ìеди. При �тоì в надосадо÷ной жидкости оставалось от 31,3 
до 88,1% ìеталла. Наибольшая способность извлекать ìедь показана 
для штаììа Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329 (табл. 1).

Хуже других ìеталлов исследуеìые штаììы аккуìулируют кад-
ìий (от 8,0 до 25,0%). Штаììы Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329 и 
Pseudomonas fluorescens ОНÓ 328 способны извлекать лишь до 25% 
растворенного кадìия (табл. 2).

Êак видно из таблиöы 3, исследованные штаììы псевдоìонад извле-
кают от 23,6 до 45,5% öинка. Наибольшей способностю аккуìулировать 
öинк характеризуется штаìì Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329. 

Наиболее активно исследуеìые штаììы псевдоìонад извлекают из 
раствора свинеö – от 51,1 до 83,8%. Óстановлено (табл. 4), ÷то бактерии 
штаììа Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329 �ффективно аккуìулируют 
не только ìедь, кадìий и öинк, но и 83,8% свинöа.  
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Òаблиöа 1

Èзвлечение Cu из раствора исследованными бактериями (n=3) 
Table 1

Cu accumulatіon by studіed bacterіa (n=3)

 Штамм

Îбнаружено Cu, мкг

Êлетки
Íадосадочная 

жидкость
Промывные 

воды
Âсего выявлено

M ± 
m

% M ± m % M ± m % M ± m %

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 327

 58 ± 
3,0

18,7
 232,5 ± 

16,0
75,0

 7,5 ± 
0,4

2,4  298,0 96,1

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 328

 171 ± 
9,0

55,2
 128,7 ± 

6,0
41,5

 9,3 ± 
0,5

3,0  309,0 99,7

Pseudomonas 
maltophilia 
ОНÓ 329

 200 ± 
9,3

64,5
 97,0 ± 

5,1
31,3

 10,0 ± 
0,5

3,2  307,0 99,0

Pseudomonas 
stutzeri  ОНÓ 
330

 23 ± 
1,0

7,4
 273,0 ± 

14,2
88,1

 3,4 ± 
0,1

1,1 299,4 96,6

В каждую пробу внесено 310 ìкг Cu.

Òаблиöа 2 

Èзвлечение Cd из раствора исследованными бактериями (n=3)
Table 2

Cd accumulatіon by studіed bacterіa (n=3)

 Штамм

Îбнаружено Cd, мкг

Êлетки
Íадосадочная 

жидкость
Промывные 

воды
Âсего выявлено

M ± 
m

% M ± m % M ± m % M ± m %

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 327

 32 ± 
1,1

8,0
 346 ± 
18,3

86,5
 8,5 ± 

0,5
2,1  386,5 96,6

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 328

 100 ± 
5,2

25,0
 261 ± 
13,1

65,3
 23,0 ± 

1,2
5,8  384,0 96,1

Pseudomonas 
maltophilia 
ОНÓ 329

 100 ± 
5,1

25,0
 265 ± 
14,4

66,3
 27,0 ± 

1,3
6,8  392,0 98,1

Pseudomonas 
stutzeri ОНÓ 
330

 60 ± 
3,3

15,0
 331 ± 
16,2

82,8
 7,1 ± 

0,3
1,8 398,1 99,6

В каждую пробу внесено 400 ìкг Cd. 
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Òаблиöа 3 

Èзвлечение Zn из раствора исследованными бактериями (n=3) 
Table 3

Zn accumulatіon by studіed bacterіa (n=3)

 Штамм

Îбнаружено Zn, мкг

Êлетки
Íадосадочная 

жидкость
Промывные 

воды
Âсего выявлено

M ± 
m

% M ± m % M ± m % M ± m %

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 327

 28 ± 
1,2

25,5
 73 ± 
2,0

66,4
 5,6 ± 

0,2
5,1  106,6 97,0

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 328

 39 ± 
2,1

35,5
 56 ± 
3,1

50,9
 9,7 ± 

0,5
8,8  104,7 95,2

Pseudomonas 
maltophilia 
ОНÓ 329

 50 ± 
2,3

45,5
 48 ± 
2,7

43,6
 12,0 ± 

0,6
10,9  110,0 100,0

Pseudomonas 
stutzeri ОНÓ 
330

 26 ± 
1,2

23,6
 78 ± 
3,0

70,9
 4,6 ± 

0,2
4,2  108,6 98,7

В каждую пробу внесено 110 ìкг Zn. 

Òаблиöа 4 

Èзвлечение Pb  из раствора исследованными бактериями (n=3)
Table 4

Pb accumulatіon by studіed bacterіa (n=3)

 Штамм

Îбнаружено Pb, мкг

Êлетки
Íадосадочная 

жидкость
Промывные 

воды
Âсего выявлено

M ± m % M ± m % M ± m % M ± m %
Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 327

 190 ± 
10,1 

51,4
 149 ± 

7,4
40,3

 30,0 ± 
1,4

8,1  369 99,7

Pseudomonas 
fluorescens 
ОНÓ 328

 196 ± 
9,3

53,0
136 ± 
6,8

36,8
 40,0 ± 

2,0
10,8 370 100,0

Pseudomonas 
maltophilia 
ОНÓ 329

  310 ± 
15,2

83,8
27 ± 
1,2

7,3
 32,0 ± 

1,6
8,6 369 99,7

Pseudomonas 
stutzeri ОНÓ 
330

 200 ± 
9,2

54,1
144 ± 
7,1

38,9
 25,0 ± 

1,2
6,8 369 99,7

В каждую пробу внесено 370 ìкг Pb. 
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Ðезультаты накопления тяжелых ìеталлов бактерияìи в перес÷ете на 
граìì сухого веса бактериальной биоìассы представлены в таблиöе 5. 

Òаблиöа 5

Íакопление Сu, Cd, Zn и Pb клетками бактерий (n=3)
Table 5

Accumulatіon of Cu, Cd, Zn and Pb by bacterіal cells (n = 3)

Штамм
мг металла на г сухого веса биомассы бактерий

Cu Cd Zn Pb

Pseudomonas fluorescens 
ОНÓ 327

44,6 ± 2,3 22,9 ± 1,8 17,5 ± 1,6 158,3 ± 6,4

Pseudomonas fluorescens 
ОНÓ 328

 90,0 ± 3,2  90,9 ± 4,4  22,9 ± 1,8  140,0 ± 5,6

Pseudomonas maltophilia 
ОНÓ 329

111,0 ± 4,4 83,3 ± 4,2 33,3 ± 2,2 182,4 ± 7,2

Pseudomonas stutzeri 
ОНÓ 330

17,7 ± 1,7 46,2 ± 2,5 20,0 ± 1,7 142,9 ± 5,5

Êак следует из данных, представленных в таблиöе 5, наибольшей 
аккуìулирующей еìкостью по отношению к ìеталлаì обладают бактерии 
штаììа Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329. Они накапливают больше 
других исследованных штаììов ìеди, öинка и свинöа  на граìì сухой 
биоìассы. 

Лу÷ше других ìеталлов бактериальные клетки аккуìулируют свинеö 
(от 140,0 до 182,4 ìг на граìì сухого веса биоìассы), хуже – öинк (от 
17,5 до 33,3 ìг на граìì сухого веса биоìассы).

Èзвестно, ÷то Cu2+, Zn2+, Pb2+ накапливаются внутри клетки, хотя 
незна÷ительное коли÷ество ìеталлов связывается с их поверхностью. 
Благодаря систеìаì транспорта ìагния, ìарганöа и кальöия ÷асть кадìия 
поступает внутрь клетки, в то вреìя, как большая его ÷асть накаплива-
ется на поверхности [10, 11]. 

Èз данных литературы известно, ÷то накопление тяжелых ìеталлов 
разли÷ныìи ìикроорганизìаìи ìожет колебаться от нескольких десятков 
до сотен ìг/г сухой биоìассы. Ìаксиìальное накопление Ñu, Cd, Zn и 
Pb составляло для Pseudomonas stutzeri 96,9 ìг Cu, 278 ìг Cd, 17,7 ìг 
Zn и 270,4 ìг Pb на г сухого веса бактериальной биоìассы [11]. 

Èсследования, проведенные наìи в 2002 г., показали, ÷то резистентные 
к тяжелыì ìеталлаì бактерии рода Pseudomonas, изолированные из при-
брежной ÷асти Одесского залива, аккуìулировали кадìий до 7,5 ìг/г 
сухой биоìассы [2]. 

Òакиì образоì, штаìì Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329, �ффективно 
извлекающий из раствора  кадìий, öинк, ìедь и свинеö, представляет 
интерес для дальнейших биотехнологи÷еских исследований.
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ÀÊУÌУËßÖ²ß ÂÀЖÊÈÕ ÌÅÒÀË²Â ÁÀÊÒÅÐ²ßÌÈ ÐÎÄУ 
PSEUDOMONAS

Ðеферат

Вив÷ена здатність ÷отирьох штаìів бактерій роду Pseudomonas на-
гроìаджувати з роз÷ину ìідь, кадìій, öинк і свинеöь. Показано, що бак-
терії досліджуваних штаìів псевдоìонад вилу÷ають з роз÷ину від 7,4 до 
64,5% ìіді, від 8,0 до 25,0% кадìію, від 23,6 до 45,5% öинку, від 51,1 
до 83,8% свинöю. Найбільшою здатністю до акуìуляöії важких ìеталів 
характеризувалися бактерії штаìу Pseudomonas maltophilia ОНÓ 329, 
які вилу÷ають з роз÷ину 64,5% ìіді, 25,0% кадìію, 45,5% öинку, 83,8% 
свинöю. Вони накопи÷ують ìідь, öинк і свинеöь більше інших дослідже-
них штаìів на граì сухої біоìаси. Із досліджених ìеталів бактеріальні 
клітини краще акуìулюють свинеöь (від 140,0 до 182,4 ìг/г сухої ваги 
біоìаси), гірше – öинк (від 17,5 до 33,3 ìг/г сухої ваги біоìаси).

Êлю÷ов і  слова : гетеротрофні бактерії, Ñu, Cd, Zn, Pb, акуìуляöія.

V.O. Ivanytsіa, A.E. Bukhtіyarov, G.V. Lіsyutіn, O.M. Zacharya, 
Ò.V. Gudzenko 

Odesa National Mechnykov University, 2, Dvoryanska str., Odesa, 65082, Ukraine,  
tel.: +38 (0482) 68 79 64, e-mail: science@onu.edu.ua

ACCUMULATION OF HEAVY METALS BY BACTERIA 
OF  GENUS PSEUDOMONAS

Summary

The ability of four strains of bacteria of the genus Pseudomonas to 
accumulate copper, cadmium, zinc and lead from solution was investigated. 
It is shown that bacteria of the studied Pseudomonas strains remove from 
7.4 to 64.5% of copper, 8.0 to 25.0% of cadmium, from 23.6 to 45.5% of 
zinc, from 51.1 to 83.8% of lead from the solution. The greatest ability to 
accumulate heavy metals is marked for bacteria of the strain Pseudomonas 
maltophilia ONU 329, which retrieve 64.5% of copper, 25.0% of cadmium, 
45.5% of zinc, 83.8% of lead from the solution. They accumulate more 
copper, zinc and lead per gram of dry biomass than other strains. Bacterial 
cells accumulate lead better (from 140.0 to 182.4 mg/g of dry weight of 
biomass), and zinc worse (from 17.5 to 33.3 mg/g of dry weight biomass) 
than other metals.

Key  wo rds : heterotrophic bacteria, Cu, Cd, Zn, Pb, accumulation.
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ПÎÐIÂÍßËЬÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ЗÀÃÀËЬÍÎÃÎ 
ÂÌIСÒУ ÊÀÐÎÒÈÍÎЇÄIÂ У ÄÅßÊÈÕ ÂÈÄIÂ 

ÁÀЗÈÄIÀËЬÍÈÕ ÃÐÈÁIÂ

Досëіджено заãаëьний вміст каротиноїдів у карпофораõ 50 видів 
базидіоміцетів з якиõ 27 наëежать до порядку Polyporales та 23 – 
порядку Agaricales. Карпофори видів Ganoderma applanatum, Fistulina 
hepatica та Laetiporus sulphureus мають найвищий заãаëьний вміст 
каротиноїдів. Видіëені в чисту куëьтуру з дикоростучиõ пëодовиõ тіë 
24 штами 8 видів базидіаëьниõ ãрибів, дëя якиõ визначена динаміка 
росту та накопичення каротиноїдів в міцеëії та куëьтураëьному 
фіëьтраті при ферментації на ãëюкозо-пептонному середовищі. 
Відібрано штами видів Fistulina hepatica та Laetiporus sulphureus  – 
перспективні дëя подаëьшиõ досëіджень з метою оптимізації умов 
куëьтивування дëя отримання каротиноїдів міцеëіаëьноãо та 
позакëітинноãо поõодження.

Кëючов і  сëова : каротиноїди, базидіоміцети, карпофори, міцеëій, 
куëьтураëьний фіëьтрат.

Широке коло проблеì інтенсифікаöії різноìанітних галузей вироб-
ниöтва від отриìання нових ìеди÷них препаратів і ре÷овин хар÷ового та 
сільськогосподарського призна÷ення до утилізаöії відходів вирішується 
шляхоì залу÷ення до öих технологій біологі÷но активних ре÷овин (БÀÐ) 
[2, 9, 15]. Одниìи з таких затребуваних БÀÐ є каротиноїди. Öе нату-
ральні пігìенти, полієнові ізопреноїди терпенового ряду, які широко 
розповсюджені в живій природі. До їх біосинтезу здатні рослини, гриби 
і деякі тварини та ìікроорганізìи [1, 6, 7]. Для каротиноїдів виявлено 
низку лікарських властивостей, зокреìа антиоксидантну, радіопротек-
торну, антиканöерогенну, іìуноìодулюю÷у та інші. Зростаю÷ий попит 
на öі пігìенти обуìовлює пошук потенöійних джерел їх отриìання з 
розширенняì ноìенклатури біологі÷них агентів, в тоìу ÷ислі, за рахунок 
грибних організìів [2, 4, 12]. 

Ґрунтовне вив÷ення здатності до каротиногенезу у ìікологі÷них 
об’єктів по÷алося нещодавно і торкається, переважно, ниж÷их грибів. 
Припускають, що близько третини представників öього öарства спроìож-

© À.Ê. Велигодська, О.В. Федотов, 2012
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ні до синтезу каротиноїдів [1, 12, 14]. Зокреìа, наряду з традиöійниìи 
джерелаìи отриìання каротиноїдів – рослинної сировини Haematococcus, 
туніки асöидії Halocynthia аurantium, використовують і біоìасу плісня-
вих грибів Blakeslea trispora та Neurospora crassa [1, 4]. Досліджено 
вìіст каротиноїдів в плодових тілах вищих базидіальних грибів родів 
Hygrophorus, Fistulina, Cantharellus, Boletus, Suillus і ін. [14]. Однак, 
наявні дані дають недостатньо сфорìоване уявлення про якісний та кіль-
кісний вìіст каротиноїдів у базидіоìіöетах і ìіöелії та культуральноìу 
фільтраті при їх культивуванні, що обуìовлює необхідність подальших 
скринінгових робіт у öьоìу напряìку. 

Більшість базидіоìіöетів у культурі невибагливі до складу живильних 
середовищ, є їстівниìи та неотруйниìи, що виправдовує залу÷ення їх до 
ìікробіологі÷ного виробниöтва [3, 11, 15]. 

Виходя÷и з вищезазна÷еного, ìетою роботи було вив÷ення загально-
го вìісту каротиноїдів у карпофорах, ìіöелії і культуральноìу фільтраті 
деяких видів базидіоìіöетів.

Ìатеріали і методи
На першоìу етапі дослідження визна÷али вìіст каротиноїдів у карпо-

форах 50 видів ìакроìіöетів, з яких 27 належать до порядку Polyporales 
та 23 – порядку Agaricales. Використовували дикорослі плодові тіла і 
отриìані у лабораторних уìовах. На другоìу етапі вìіст каротиноїдів 
досліджували у ìіöелії та культуральноìу фільтраті 24 штаìів 8 видів 
базидіоìіöетів, що були виділені в ÷исту культуру з дикоросту÷их плодо-
вих тіл (ПÒ), зібраних в різних ìісöевостях Донеöької області. Öе шта-
ìи: Fomes fomentarius (L. ex Fr.) Gill. – T-10, Ff-09, Ff-1201; Laetiporus 
sulphureus (Bull.) Murrill. – Ls-08, Ls-09, Ls-0912; Fistulina hepatica Schff. 
ex Fr. – Fh-08, Fh-18; Flammulina velutipes (Curt.: Fr.) Sing. – F-03, 
F-06, F-1, F-202; Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm. – Hk-35, P-004, 
P-01, P-039, P-107, P-192, P-208; Sсhizophyllum commune Fr.:Fr. – Sc-10, 
Sc-1101, Sc-1102; Trametes hirsuta (Wulf.:Fr.) Pil. – Th-11 та Trichaptum 
biforme (Fr.) Ryv. – Tb-11 [11].

Ñистеìати÷не положення досліджених базидіоìіöетів встановлено 
згідно су÷асних літературних джерел [13].

Êарпофори проìивали, висушували та подрібнювали до розìіру ÷ас-
ток 0,1±0,01 ìì. Для отриìання ìіöелію та культурального фільтрату 
(ÊФ) дослідні штаìи культивували поверхнево в колбах Åрленìейєра 
єìністю 250 ìл на глюкозо-пептонноìу живильноìу середовищі (ГПÑ) з 
вихідниì рН0 6,5±0,2 од. об’єìоì 50 ìл. ГПÑ ìало таких склад, г/л: глю-
коза – 10,0; пептон – 3,0; ÊН2ÐО4 – 0,6; Ê2НÐО4 – 0,4; MgSO4½7H2O  – 
0,5; CaCl2 – 0,05; ZnSO4½7H2O – 0,001 [3, 5]. Iнокулюìоì слугували 
10-ти денні ìіöеліальні культури штаìів вирощені на сусло-агарі. Òерìін 
культивування – 6, 9 та 12-ть діб при теìпературі 27,5 °Ñ. Після закін-
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÷ення терìіну культивування, відокреìлювали культуральний фільтрат і 
ìіöелій шляхоì фільтрування культуральної рідини при 5±1 °Ñ. Ìіöелій 
додатково підсушували на фільтрувальноìу папері і охолоджували до 
1±0,5 °Ñ. Підготовлений ìіöелій гоìогенізували шляхоì розтирання в 
охолодженій ступöі з поступовиì додаванняì екстрагенту. В подальших 
дослідженнях використовували подрібнені карпофори (ПÊ), гоìогенізо-
ваний ìіöелій (ÌГ) та ÊФ. 

Àбсолютно суху біоìасу (ÀÑБ) ПÊ та ìіöелію визна÷али ваговиì 
ìетодоì [5]. 

Визна÷ення вìісту каротиноїдів проводили у аöетонових витяжках 
ìікологі÷ного ìатеріалу спектрофотоìетри÷ниì ìетодоì та розраховували 
за форìулою Ветштейна [8]. 

Дослідження проводили у трикратній повторності. Ñтатисти÷не опра-
öювання проводили згідно керівниöтву [10]. Ðезультати представляли 
як середнє зна÷ення з поправкою на стандартну похибку (M±m). Ðівень 
кореляöії ìіж вìістоì каротиноїдів у ìіöелії та ÊФ одновікових культур 
визна÷али за допоìогою коефіöієнту кореляöії Пірсона (лінійний коефі-
öієнт кореляöії). 

Ðезультати та обговорення
На першоìу етапі дослідження було проведено оöінку загального 

вìісту каротиноїдів у 225 карпофорах 27 видів поліпоральних та у 220 
– 23 видів агарикальних базидіоìіöетів. Óзагальнені результати öього 
дослідження представлені в табл. 1, де також наводяться дані з систе- 1, де також наводяться дані з систе-1, де також наводяться дані з систе-
ìати÷ного положення грибів і кількості досліджених зразків ПÒ. 

Òаблиöя 1

Загальний вміст каротиноїдів у карпофорах деяких видів базидіоміцетів
Table 1

Total content of carotenoіds іn basіdіocarps of some specіes of Basіdіomycetes

Âид
Êількість досліджених 

зразків ПÒ
Âміст каротиноїдів, 

мг/ г 

Порядок Polyporales

Auricularia auricula-judae * 12 0,85 ± 0,05

Laeticorticium roseum * 3 0,70 ± 0,01

Chaetoporus ambiquus * 6 0,10 ± 0,01

Sparassis crispa * 9 0,25 ± 0,02

Fibuloporia mollusca * 6 1,05 ± 0,03

Tyromyces lacteus * 9 1,60 ± 0,02
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Âид
Êількість досліджених 

зразків ПÒ
Âміст каротиноїдів, 

мг/ г 

Tyromyces revolutus * 3 1,20 ± 0,01

Tyromyces undosus * 6 1,03 ± 0,01

Irpex lacteus * 9 2,67 ± 0,03

Amyloporia lenis * 3 1,50 ± 0,02

Hydnum ochraceum * 3 1,00 ± 0,02

Trametes squalens * 6 1,50 ± 0,02

Trametes campestris * 6 2,01 ± 0,02

Trametes versicolor * 15 0,61 ± 0,11

Trametes zonatus * 9 0,64 ± 0,04

Fomes fomentarius * 12 5,83 ± 0,49

Heterobasidion annosum * 12 1,33 ± 0,06

Fomitopsis pinicola * 6 0,90 ± 0,41

Daedalea quercina * 6 0,90 ± 0,01

Piptoporus betulinus * 12 1,50 ± 0,10

Polyporus squamosus * 9 2,30 ± 0,07

Laetiporus sulphureus * 9 50,14 ± 10,74

Ganoderma applanatum * 9 55,04 ± 7,35

Ganoderma lucidum * 15 8,90 ± 0,15

Inonotus obliquus * 12 2,05 ± 0,03

Phellinus igniarius * 9 3,72 ± 0,76

Phellinus pomaceus * 9 1,90 ± 0,05

Порядок Agaricales

Agaricus arvensis * 5 2,45 ± 0,40

Agaricus bisporus ** 9 4,15 ± 0,16

Agaricus campestris * 5 2,34 ± 0,01

Agrocybe cylindracea ** 9 16,10 ± 0,30

Coprinus comatus * 15 2,50 ± 0,05

Продовження таблиöі 1
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Âид
Êількість досліджених 

зразків ПÒ
Âміст каротиноїдів, 

мг/ г 

Coprinus micaceus * 15 2,50 ± 0,05

Fistulina hepatica * 9 40,74 ± 1,20

Flammulina velutipes * 27 25,28 ± 5,31

Flammulina velutipes ** 3 6,50 ± 0,09

Lentinus edodes ** 9 0,81 ± 0,08

Marasmius oreades * 3 3,70 ± 0,05

Pleurotus citrinopileatus ** 3 3,75 ± 0,01

Pleurotus eryngii ** 6 1,50 ± 0,02

Pleurotus ostreatus * 34 0,94 ± 0,45

Pleurotus ostreatus ** 3 5,56 ± 0,03

Pleurotus ostreatus var.Florida ** 3 5,30 ± 0,01

Kuehneromyces mutabilis * 9 4,88 ± 0,13

Pholiota aurivella * 3 1,80 ± 0,05

Pholiota squarrosa * 3 1,20 ± 0,05

Sсhizophyllum commune * 21 0,10 ± 0,04

Stropharia aeruginosa * 3 3,25 ± 0,05

Stropharia rugosoannulata ** 6 5,95 ± 0,05

Lyophyllum loricatum * 5 2,13 ± 0,03

Lyophyllum connatum * 5 2,04 ± 0,12

Tricholoma flavovirens *
5 9,35 ± 3,08

Tricholoma sejunctum * 5 3,14 ± 0,02

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

Як видно з отриìаних даних (табл. 1), спостерігаються зна÷ні коли-
вання загального вìісту каротиноїдів у зразках плодових тіл як грибів 
одного виду (наприклад, F. velutipes та P. ostreatus), так і різних видів, 
що зуìовлює необхідність проведення скринінгу з ìетою пошуку біосин-
тети÷но продуктивніших штаìів. Встановлені внутрішньовидові відìін-
ності за вìістоì каротиноїдів йìовірно залежать від уìов вирощування 
грибів, що показано в низöі робіт [1, 2, 9]. Òак, представлені дані вìісту 

Закін÷ення таблиöі 1
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каротиноїдів у карпофорах F. velutipes та P. ostreatus, що отриìані з 
дикоросту÷их та культивованих грибів суттєво відрізняються. 

Як видно із наведених у табл. 1 даних, результати дослідження ìожна 
розподілити на три групи. До першої відноситься переважна ÷астина 
(85%) карпофорів вив÷ених базидіоìіöетів, що ìають незна÷ний вìіст 
каротиноїдів, в ìежах від 0,10 ìг/ г (C. ambiquus) до 2,67 ìг/г (I. lacteus). 
Ó другу групу входять 3 види поліпорових грибів (P. igniarius, F. fomen-
tarius та G. lucidum) з вìістоì каротиноїдів від 3,72 ìг/г до 8,90  ìг/г 
ÀÑБ ПÊ. Найбільший вìіст каротиноїдів: 50,14 ìг/г і 55,04 ìг/г ÀÑБ 
ìають плодові тіла G. applanatum та L. sulphureus відповідно. 

Дослідження вìісту каротиноїдів в карпофорах агарикальних грибів 
показало що, агарикальні базидіоìіöети у порівнянні з поліпоровиìи ìають 
дещо вищий середній вìіст каротиноїдів. Ñеред öих грибів переважна, 
але ìенша ніж у поліпорових, ÷астина (52%) ìає вìіст каротиноїдів у 
карпофорах, в ìежах від 0,10 (S. commune) до 2,50 ìг/г (C. micaceus). 
Ó групу з поìірниì вìістоì каротиноїдів від 3,14 (T. sejunctum) до 
9,35  ìг/г ÀÑБ (T. flavovirens) ìожна віднести 11 видів. Найвищий 
загальний вìіст каротиноїдів від 16,10 до 40,74 ìг/г зареєстровано в 
плодових тілах 3 видів: A. cylindracea, F. velutipes та F. hepatica. Однак 
зазна÷иìо, що öі показники є в 1,4 рази ниж÷иìи за вìіст каротиноїдних 
ре÷овин у плодових тілах трутового гриба L. sulphureus. Для порівняння 
отриìаних даних зазна÷иìо, що середній вìіст каротиноїдів у ìіöелії 
Blakeslea trispora складає 18–36 ìг/г ÀÑБ [4].

Отже, вив÷ення загального вìісту каротиноїдів в екстрактах плодових 
тіл 50 видів базидіоìіöетів дозволило виділити види трутових грибів – 
G. applanatum та L. sulphureus і види агарикових грибів – A. cylindracea, 
F. velutipes та F. hepatica з високиì вìістоì öих ре÷овин. 

Ðезультати накопи÷ення штаìаìи ÀÑБ при різних терìінах культи-
вування (рис.) показали, що всі культури досягають ìаксиìуìу öього 
показника на 12-ту добу росту. Найпродуктивнішиìи тут є штаìи S. com-
mune Sc-1101 і Sc-10 та штаì F. velutipes F-202. Найниж÷і зна÷ення 
накопи÷ення ÀÑБ зафіксовані для штаìу P. ostreatus P-192 та штаìу F. fo-
mentarius Ff-09. Отже, досліджені культури ìають індивідуальні зна÷ення 
росту – накопи÷ення біоìаси в застосованих уìовах культивування, що, 
йìовірно, відображає придатність öих уìов для їх росту на ГПÑ. 

Iнтенсивність каротиногенезу досліджуваних штаìів фіксували у 
культур такого саìого віку, що і їх ÀÑБ (табл. 2). 

Встановлено, що більшість штаìів здатні до поступового накопи÷ення 
каротиноїдів в ìіöелії (83%) та близько половини – в культуральноìу 
фільтраті. Вìіст каротиноїдів в ÊФ зна÷но ниж÷ий за такий в ìіöелії. 
Öе ìожна пояснити роллю каротиноїдів для грибних організìів. Вважа-
ється, що вони беруть у÷асть в окисно-відновних проöесах в клітині і 
тоìу пов'язані з ìітохондріяìи. Ìетаболі÷ні проöеси супроводжуються 
утворенняì кисневих радикалів, що також, стиìулює синтез у ìіöелії та 
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транспорт у живильне середовище öих антиокисних сполук. Óтворення 
каротиноїдів та їх накопи÷ення, як статевих горìонів, зростає з терìіноì 
культивування штаìів [1, 4, 12]. Отже, виконую÷и ÷исленні функöії в 
грибноìу організìі, öі сполуки синтезуються та накопи÷уються в ìісöях 
локалізаöії зазна÷ених проöесів. 

Ðис. Äинаміка накопичення біомаси штамами базидіоміцетів 

Fіg. Dynamіc of accumulatіon of absolute dry bіomass of the straіns of 
Basіdіomycetes 

Для більшості штаìів (75%) порядку Polyporales характерниì є 
ìаксиìальне накопи÷ення каротиноїдів в ìіöелії на 12 добу росту. Ви-
няткоì є штаìи T. hirsuta Th-11 і T. biforme Tb-11, де такий ìаксиìуì 
спостерігається на 9-ту добу. Ìаксиìальний вìіст каротиноїдів в ìіöелії, 
серед поліпоральних грибів, зафіксовано для виду L. sulphureus з най-
більшиì зна÷енняì близько 5,13 ìг/г у штаìу L. sulphureus Ls-08. Щодо 
вìісту каротиноїдів в ÊФ, то для більшості штаìів ìаксиìальний вìіст 
öих ре÷овин зафіксовано на 12-ту, а для штаìу F. fomentarius T-10 – на 
9-ту добу культивування. Найвищий рівень накопи÷ення каротиноїдів 
у ÊФ спостерігався у штаìу L. sulphureus Ls-0912, який достовірно не 
залежав від терìіну культивування і коливався в ìежах від 0,12–0,15 ìг/
ìл. Не зареєстровано вìіст каротиноїдів в ÊФ штаìів T. hirsuta Th-11 
та T. biforme Tb-11.

Àналіз даних загального вìісту каротиноїдів у агарикальних грибів 
показав, що для більшості штаìів (87%) найвищий вìіст öих ре÷овин в 
ìіöелії припадає на 12-ту добу культивування, а для штаìів P. ostrea-
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tus P-01 і Ð-192 – на 9-ту добу. Ñеред вив÷ених штаìів ìаксиìальний 
вìіст каротиноїдів зафіксовано для штаìів F. hepatica Fh-08 і Fh-18, 
який коливається в ìежах від 3,06 до 3,44 ìг/г і в 1,5 рази ìенше 
за ìаксиìального зна÷ення для L. sulphureus Ls-08. Щодо вìісту 
каротиноїдів в ÊФ, то він не зафіксований для 9 штаìів (56%) досліджених 
агарикальних грибів. Ðешта штаìів, як і поліпоральні, ìали зна÷ний рівень 
реєстрованих показників. Лідераìи тут є F. hepatica Fh-18 та Fh-08 з 
рівнеì загального вìісту каротиноїдів від 0,22 до 0,25 ìг/ìл на 12-ту 
добу культивування. Підвищення вìісту БÀÐ, зокреìа оксидоредуктаз, з 
терìіноì культивування, також зареєстровано для переважної більшості 
досліджених штаìів базидіоìіöетів [3].

Об÷ислення лінійного коефіöієнту кореляöії (табл. 3) ìіж вìістоì 
каротиноїдів у ìіöелії та ÊФ показало, що позитивна кореляöія ìає ìісöе 
в діапазоні 12–67% дослідів. 

Òаблиöя 3

Показники лінійної кореляції (r) між вмістом каротиноїдів у міцелії та 
культуральному фільтраті штамів базидіоміцетів

Table 3

The lіnear correlatіon (r) between the carotenoіds content of mycelіum and culture 
fіltrate of Basіdіomycetes straіns 

Штам r Штам r

F. hepatica Fh-08 0,99 L. sulphureus Ls-09 0,97

F. hepatica Fh-18 0,99 L. sulphureus Ls-0912 0,31

F. fomentarius Ff-09 0,96 P. ostreatus P-004 0,53

F. fomentarius T-10 0,32 P. ostreatus P-107 0,94

F. fomentarius Ff-1201 0,97 P. ostreatus Hk-35 0,99

L. sulphureus Ls-08 0,99
P. ostreatus P-01 0,66

P. ostreatus P-208 0,97

Òакиì ÷иноì, в результаті проведених досліджень показано, що най-
більший загальний вìіст каротиноїдів виявлено в плодових тілах штаìів 
базидіоìіöетів, які рекоìендовано до виділення в ÷исту культуру. Öе 
види поліпоральних грибів – G. applanatum і L. sulphureus та види ага-
рикальних грибів – A. cylindracea, F. velutipes і F. hepatica з високиì 
вìістоì öих ре÷овин. 
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СÐÀÂÍÈÒÅËЬÍÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈСÒÈÊÀ ÎÁЩÅÃÎ СÎÄÅÐЖÀÍÈß 
ÊÀÐÎÒÈÍÎÈÄÎÂ Â ÍÅÊÎÒÎÐЫÕ ÂÈÄÀÕ ÁÀЗÈÄÈÀËЬÍЫÕ 

ÃÐÈÁÎÂ

Ðеферат

Èсследовано общее содержание каротиноидов в карпофорах 50 видов 
базидиоìиöетов из которых 27 относятся к порядку Polyporales и 23 – 
порядку Agaricales. Êарпофоры видов Ganoderma applanatum, Fistulina 
hepatica и Laetiporus sulphureus иìеют высокое общее содержание 
каротиноидов и рекоìендованы к выделению в культуру. Выделено 24 
штаììа 8 видов базидиальных грибов, для которых определена динаìика 
роста и накопления каротиноидов в ìиöелии и культуральноì фильтрате 
при ферìентаöии на глюкозо-пептонной среде. Отобраны штаììы видов 
Fistulina hepatica и Laetiporus sulphureus – перспективные для дальней-
ших исследований с öелью оптиìизаöии условий культивирования для по-
лу÷ения каротиноидов ìиöелиального и внеклето÷ного происхождения.

Êлю÷евые  слова : каротиноиды, базидиоìиöеты, карпофоры, ìи-
öелий, культуральный фильтрат.
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THE COMPARATIVE CHARACTERISTIC OF GENERAL 
CAROTENOID CONTENT IN SOME SPECIES OF 

BASIDIOMYCETES

Summary

There were investigated the total carotenoid content in fruiting bodies 
of 50 species of Basidiomycetes, 27 of which are belonging to order 
Polyporales and 23 to order Agaricales. The highest total carotenoid content 
in Ganoderma applanatum, Fistulina hepatica and Laetiporus sulfureus 
сarpophorus was found out. The dynamics of growth and accumulation 
of carotenoids in the mycelium and cultural filtrate of 24 strains of 8 
basidiomycetes species were studied. Promising for the further research to 
develop the methods for carotenoids mycelial and extracellular origin strains 
of species Fistulina hepatica and Laetiporus sulphureus were selected.

Key  wo rds : carotenoids, basidiomycetes, carpophorus, mycelium, 
cultural filtrate.
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овища; отриìання енергоносіїв та нових ìатеріалів тощо.

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

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

До статті додається рекоìендаöія установ, організаöій, у яких ви-
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налу:
Ñтаття ìає відповідати теìати÷ноìу спряìуванню журналу і, відповід-

но до п. 3 Постанови ВÀÊ Óкраїни від 15.01.2003 р. ¹7-05/1, вклю÷ати 
такі структурні елеìенти: постановка проблеìи у загальноìу вигляді та 
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статті), та англійською ìоваìи  (кожен реферат на окреìоìу аркуші).  
Особливу увагу слід приділяти написанню резюìе статті англійською 
ìовою. Для öього доöільно користуватися послугаìи кваліфікованих 
спеöіалістів-лінгвістів з подальшиì науковиì редагуванняì тексту 
автороì(ìи).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Scientific journal «Microbiology and biotechnology»  
invites you to spotlight

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

Topіcs: microbiology, virology, molecular biotechnology, development 
and selection of    new microbial strains, microbial preparations, antimicrobial 
preparations, biosensors, diagnosticums, microbial technologies in 
agriculture, microbial technologies in food production, environment 
protection and enhancement, development of energy vectors and new raw 
materials, etc.
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Types of publіcatіons: «Observation and theoretical articles», «Ex-
perimental works», «Reviews», «Original Research Papers», «Discussions», 
«Short communications», «Conferences, congresses, trend schools», «Scien-
tific life chronicles», «Pages of History», «Anniversaries», «Book rewievs», 
«Bookshelf».

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

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

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

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

and captions, resume, bibliography)
•	 reviews – at most 15 pages
•	 book reviews – at most 3 pages
•	 short communications – at most 2 pages.
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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, 
at most 30 lines per page, page margins – 2 cm on all sides). 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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