
Ì²ÊÐÎÁ²ÎËÎÃ²ß ² Á²ÎÒÅÕÍÎËÎÃ²ß

MICROBIOLOGY & BIOTECHNOLOGY

Науковий журнал

Засновано у липні 2006 року

Виходить 4 рази на рік 

¹ 2(18)
2012

Одеса
2012

ÌIНIÑÒÅÐÑÒВО ОÑВIÒÈ I НÀÓÊÈ, ÌОЛОДІ ÒÀ ÑПОÐÒÓ ÓÊÐÀЇНÈ

ОДÅÑÜÊÈÉ НÀÖIОНÀЛÜНÈÉ ÓНIВÅÐÑÈÒÅÒ IÌÅНI І.І. ÌÅЧНÈÊОВÀ



© Oдеський наöіональний університет 
іìені І.І. Ìе÷никова, 2012

ÃÎËÎÂÍÈÉ ÐÅÄÀÊÒÎÐ 
В.О. Iваниöя (Одеса, Óкраїна)

ЗÀСÒУПÍÈÊ ÃÎËÎÂÍÎÃÎ ÐÅÄÀÊÒÎÐÀ
Ò.О. Філіпова (Одеса, Óкраїна)

Â²ÄПÎÂ²ÄÀËЬÍÈÉ СÅÊÐÅÒÀÐ
Ò.В. Бурлака (Одеса, Україна)

ÐÅÄÀÊÖ²ÉÍÀ ÊÎËÅÃ²ß:
Л.Д. Варбанеöь (Êиїв, Óкраїна), À.I. Вінніков (Дніпропетровськ, Óкраїна), Ю.Л. Во-
лянський (Харків, Óкраїна), Б.Ì. Галкін (Одеса, Óкраїна), П.I. Гвоздяк (Êиїв, Óкраїна), 
Ð.I. Гвоздяк (Êиїв, Óкраїна), Ñ.П. Гудзь (Львів, Óкраїна), Ò. Åртле (Нант, Франöія), 
Ю.П. Зайöев (Одеса, Óкраїна), Г.О. Iутинська (Êиїв, Óкраїна), Л.В. Êапрельянö (Одеса, 
Óкраїна), О.À. Êіпріанова (Êиїв, Óкраїна), Н.Ê. Êоваленко (Êиїв, Óкраїна), I.Ê. Êурдиш 
(Êиїв, Óкраїна), Б.П. Ìаöелюх (Êиїв, Óкраїна), Б.Н. Ìілкус (Одеса, Óкраїна), Г.Г. Ìіні-
÷ева (Одеса, Óкраїна), Ì. Неìялтовський (Варшава, Польща), В.П. Патика (Êиїв, Óкра-
їна), В.Ñ. Підгорський (Êиїв, Óкраїна), В.Ê. Позур (Êиїв, Óкраїна), В.П. Поліщук (Êиїв, 
Óкраїна), À.À. Ñибірний (Львів, Óкраїна), Ю.Ì. Ñиволап (Одеса, Óкраїна), I.Г. Ñкрипаль 
(Êиїв, Óкраїна), Ì.Я. Ñпівак (Êиїв, Óкраїна), Ф.I. Òовка÷ (Êиїв, Óкраїна), В.Ì. Òоöький 
(Одеса, Óкраїна), В.О. Федоренко (Êиїв, Óкраїни), I.Ñ. Щербатенко (Êиїв, Óкраїна)

Íауковий редактор випуску Â.Î. Iваниця

Прийняті до друку статті обов’язково рецензуються

Æурнал заснований 
Одеськиì наöіональниì університетоì іìені І.І. Ìе÷никова

Ñвідоöтво: серія ÊВ ¹ 11462-335Ð від 07.07.2006 р.

Затверджено до друку В÷еною радою
Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова

Постановою Президії ÂÀÊ від 27.05.2009 ¹ 1-05/2 журнал внесено  
до переліку наукових фахових видань України

Завідува÷ редакöією Н.Г. Юргелайтіс
Ðедактори: Л.Б. Êотлярова, I.В. Ðайко

À д р е с а   р е д а к ö і ї:  
Одеський наöіональний університет іìені І.І. Ìе÷никова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Óкраїна. Òел.: 723-28-39, 
e-mail: journal.mbt@onu.edu.ua

www.mbt.onu.edu.ua



© Odesa National Mechnykov 
University, 2012

EDITOR-IN-CHIEF
V.O. Ivanytsia (Odesa, Ukraine)

CO-EDITOR-IN-CHIEF
T.O. Filipova (Odesa, Ukraine)

EXECUTIVE SECRETARY
T.V. Burlaka (Odesa, Ukraine)

EDITORIAL BOARD MEMBERS 
I.V. Dovgal (Kyiv, Ukraine), V. O. Fedorenko (Kyiv, Ukraine), B. M. Galkin (Odesa, Ukraine), 
P. I. Gvozdyak (Kyiv, Ukraine), R. I. Gvozdyak (Kyiv, Ukraine), S. P. Gudz (Lviv, Ukraine), T. 
Haertle (Nantes, France), G. O. Iutynska (Kyiv, Ukraine), L. V. Kapreliants (Odesa, Ukraine), 
O. A. Kiprianova (Kyiv, Ukraine), N. K. Kovalenko (Kyiv, Ukraine), I. K. Kurdish (Kyiv, 
Ukraine), B. P. Matselyukh (Kyiv, Ukraine), B. N. Milkus (Odesa, Ukraine), G. G. Minicheva 
(Odesa, Ukraine), M. Niemialtowsky (Warsaw, Poland), V. P. Patyka (Kyiv, Ukraine), 
V. S. Pidgorskyi (Kyiv, Ukraine), V. P. Polishuk (Kyiv, Ukraine), V. K. Pozur (Kyiv, Ukraine), 
I. S. Sherbatenko (Kyiv, Ukraine), I. G. Skrypal (Kyiv, Ukraine), M. Ya. Spivak (Kyiv, Ukraine), 
A. A. Sybirny (Lviv, Ukraine), Yu. M. Sivolap (Odesa, Ukraine), V. M. Totsky (Odesa, Ukraine), 
F. I. Tovkach (Kyiv, Ukraine), L. D. Varbanets (Kyiv, Ukraine), A. I. Vinnikov (Dnipropetrovsk, 
Ukraine), Yu. L. Volyanskiy (Kharkiv, Ukraine), Yu. P. Zaytsev (Odesa, Ukraine)

Scіentіfіc edіtor V.O. Ivanytsіa

Accepted for publishing articles are reviewed

The journal is established 
by Odesa National Mechnykov University.

Registration certificate: ÊV ¹ 11462-335R. Date of issue 07.07.2006.

Approved for publishing by Academic Council  
of Odesa National Mechnykov University 

The journal was іncluded to the lіst of Ukraіnіan scіentіfіc edіtіons by the 
Presіdіum of Hіgh Attestatіon Commіssіon (¹ 1-05/2 from 27.05.2009).

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

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

Dvoryanska str., 2, Odesa, 65082, Ukraine
Tel.: 723-28-39, e-mail: journal.mbt@onu.edu.ua 

www.mbt.onu.edu.ua



З Ì ² С Ò

О Г Л Я Д О В I  Ò À  Ò Å О Ð Å Ò È Ч Н I  Ñ Ò À Ò Ò I
Ю.Ю. Äуденко, С.Ë. Ìірось, Â.Î. Iваниця

БIОЛОГIЧНО АКТИВНI СПОЛУКИ ЛIКАРСЬКОГО
ГÐÈБÀ GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR) P. KARST....................... 6

Å Ê Ñ П Å Ð È Ì Å Н Ò À Л Ü Н I  П Ð À Ö I
Ð.Â. Ãрицай, Î.Â. Ãолубець, Î.С. Áроварська, Ë.Ä. Âарбанець

ЛIПОПОЛIÑÀХÀÐÈДÈ RALSTONIA SOLANACEARUM: 
ÆÈÐНОÊÈÑЛОÒНÈÉ ÑÊЛÀД I БIОЛОГIЧНÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ .......... 20

Í.Â. Ëіманська, Ò.Â. Iваниця, I. Шуазе, Í.Â. Êоротаєва,  
Ж.Ю. Сергєєва, Ж.-Ì. Шобер, Â.Î. Iваниця, Ò. Åртле

ВПЛÈВ БÀÊÒÅÐIОÖÈНÓ ENTEROCOCCUS DURANS НÀ 
ЗБÓДНÈÊÀ БÀÊÒÅÐIÀЛÜНОГО ВIЛÒÓ ................................................ 30

Â.Ì. Заєць, Â.Î. Êітам, Â.Â. Ðущак, Î.Â. Ìаксимчук, Ì.Î. Чащин
ГÅÒÅÐОЛОГIЧНÀ ÅÊÑПÐÅÑIЯ ÐÅÊОÌБIНÀНÒНОГО  
ÖÈÒОХÐОÌÓ Ð450 2Å1 ÌÈШI  В ESCHERICHIA COLI .................... 41

С.Ë. Ìірось, Ю.Ю. Äуденко, Í.С. Áобрешова, Ò.Â. Ãудзенко,  
Â.Î. Iваниця

ÅЛÅÊÒÐОФОÐÅÒÈЧНI ÑПÅÊÒÐÈ ÊÀÐБОÊÑÈЛÅÑÒÅÐÀЗ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST ЗÀЛÅÆНО ВIД 
ÓÌОВ ÅÊÑÒÐÀГÓВÀННЯ ÒÀ ÑÓБÑÒÐÀÒÓ ДЛЯ ВÈÐОЩÓВÀНННЯ ..52

Ì.À. Õархота, À.I. Îсадча, Ë.Â. Àвдєєва 
ÊОÌПОЗÈÖIÉНI ÑПIВВIДНОШÅННЯ ПÐОБIОÒÈЧНÈХ 
ШÒÀÌIВ B. SUBTILIS ÒÀ ПÐÅБIОÒÈÊIВ ДЛЯ ÑÈНБIОÒÈЧНОГО 
ПÐÅПÀÐÀÒÓ ............................................................................................... 60

Î.Ю. Зінченко, Í.Â. Шматкова, I.I. Сейфулліна,  
Á.Ì. Ãалкін, Ò.Î. Філіпова 

ÀНÒÈÌIÊÐОБНÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ ПОХIДНÈХ IЗОНIÊОÒÈНОВОЇ 
ÊÈÑЛОÒÈ ÒÀ ÊОÌПЛÅÊÑIВ ÑÒÀНÓÌÓ(IV) НÀ ЇХ ОÑНОВI  ......... 69

Ì.Á. Ãорішний, С.П. Ãудзь
ОÑОБЛÈВОÑÒI ÊОНÑÒÐÓÊÒÈВНОГО ÀНÀБОЛIЗÌÓ ВÓГЛÅВОДIВ 
Ó ÊЛIÒÈНÀХ ЗÅЛÅНÈХ ÑIÐÊОВÈХ БÀÊÒÅÐIÉ CHLOROBIUM  
LIMICOLА IМВ Ê-8 .................................................................................... 79

Ì.Ю. Ðусакова, Á.Ì. Ãалкін, Ò.Î. Філіпова, À.À. Êосюга
ÀНÒÈФÓЗÀÐIОЗНÀ ÀÊÒÈВНIÑÒÜ ÅÊЗОÌÅÒÀБОЛIÒIВ ДÅЯÊÈХ 
ШÒÀÌIВ ÐОДÓ PSEUDOMONAS ........................................................... 89

Î.Ì. Ìороз, I.Á. Ðусин
ВÈÊОÐÈÑÒÀННЯ ÑПОЛÓÊ НIÒÐОГÅНÓ БÀÊÒÅÐIЯÌÈ ÖÈÊЛÓ 
ÑÓЛÜФÓÐÓ ОЗÅÐÀ ЯВОÐIВÑÜÊÅ .......................................................... 96

Х Ð О Н I Ê À  Н À Ó Ê О В О Г О  Æ È Ò Ò Я
VII ЛIÒНЯ ШÊОЛÀ «ÌОЛÅÊÓЛЯÐНÀ ÌIÊÐОБIОЛОГIЯ I 
БIОÒÅХНОЛОГIЯ» ................................................................................... 109

ІНФОÐÌÀÖIÉНÅ ПОВIДОÌЛÅННЯ ДЛЯ ÀВÒОÐIВ ........................ 111



C O N T E N T S

O B S E R V A T I O N  A N D  T H E O R E T I C A L  A R T I C L E S 
YU. DUDENKO, S. MIROS, V. IVANYTSIA   
BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES OF MEDICAL MUSHROOM 
GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR) P. KARST ......................................... 6

E X P E R I M E N T A L  W O R K S
R.V. Grіtsay, O.V. Golubets, Î.S. Brovaraskaya,  L.D. Varbanets

LIPOPOLYSACCHARIDES OF RALSTONIA SOLANACEARUM: 
FATTY ACID COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITY ............... 20

N. Lіmanska, T. Ivanytsіa, Y. Choіset, N. Korotaeva,  
Zh. Sergeeva, J.-M. Chobert, V. Ivanytsіa, T. Haertlй

EFFECT OF ENTEROCOCCUS DURANS BACTERIOCIN 
ON BACTERIAL WILT AGENT ................................................................. 30

V. Zayets, V. Kіtam, V. Rushchak, O. Maksymchuk, M. Chashchyn

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF RECOMBINANT MOUSE 
CYTOCHROME P450 2E1 IN ESCHERICHIA COLI ............................... 41

S. Mіros, Yu. Dudenko, N. Bobreshova, T. Gudzenko, V. Ivanytsіa
ELEKTROPHORETIC SPECTRA OF CARBOXYLESTERASES 
ISOFORMS OF GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 
DEPENDING ON THE EXTRACTION CONDITIONS AND THE 
COMPOSITION OF GROWING SUBSTRATE ......................................... 52

M.A. Kharkhota, A.I. Osadcha, L.V. Avdeeva 
COMPOSITION INTERRELATIONS OF PROBIOTIC STRAINS 
B. SUBTILIS AND PREBIOTICS FOR THE SINBIOTIC DRUG ........... 60

Î. Yu. Zіnchenko, N.V. Shmatkova, I.I. Seіfullіna, B.M. Galkіn,  
Ò.Î. Phіlіpova

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF IZONICOTINIC ACID DERIVATIVES 
AND STANNUM (IV) COMPLEXES ON THEIR BASIS  ....................... 69

M.B. Gorіshnіy, S.P. Gudz
FEATURES OF CONSTRUCTIVE ANABOLISM OF CARBOHYDRATES 
IN THE CELLS OF GREEN SULFUR BACTERIA CHLOROBIUM 
69LIMICOLA IMB K-8 ................................................................................ 79

M.Yu. Rusakova, B.M. Galkіn, Ò.Î. Fіlіpova, A.A. Kosyuga
ANTIFUSARIUM ACTIVITY OF SOME PSEUDOMONAS STRAIN 
EXOMETABOLITES .................................................................................... 89

O.M. Moroz, I.B. Rusyn
USE OF NITROGEN ÑOMPOUNDS BY SULFUR CYCLE BACTERIA 
OF YAVORIVSKE LAKE  ........................................................................... 96

T H E  C H R O N I C L E  O F  A  S C I E N T I F I C  L I F E
VII SUMMER SCHOOL «MOLECULAR MICROBIOLOGY 
AND BIOTECHNOLOGY» ....................................................................... 109

INFORMATION FOR THE AUTHORS .................................................... 115



6 ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

ÎÃËßÄÎÂ² ÒÀ ÒÅÎÐÅÒÈЧÍ² СÒÀÒÒ²

OBSERVATION AND THEORETICAL ARTICLES 

ÓДÊ 615.32:582.284

Ю.Ю. Äуденко, С.Ë. Ìірось, Â.Î. Iваниця
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова,

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Óкраїна, 
тел.: +38 (0482) 68 79 64, е-mail: kafgen@onu.edu.ua

ÁIÎËÎÃIЧÍÎ ÀÊÒÈÂÍI СПÎËУÊÈ ËIÊÀÐСЬÊÎÃÎ 
ÃÐÈÁÀ GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR) 

P. KARST

Наведено сучасні дані про біоëоãічно активні споëуки ëікарськоãо 
базидіоміцета Ganoderma lucidum і їõ ефекти. Наведено õімічні фор-
муëи ãëюканів та терпеноїдів – речовин, що визначають основні 
ëікарські вëастивості ãриба. Подана інформація про інші споëуки, що 
беруть участь у формуванні ціëющої дії ãанодерми, а саме про біëки 
та ãëікопротеїни, нукëеотиди і нукëеозиди, стероëи і стероїди, жирні 
кисëоти, аëкаëоїди, ãëікозиди, ëетючі ефірні оëії, вітаміни. Крім 
тоãо, ãанодерма, як ксиëотрофний сапрофіт, має набір ëіãноëітичниõ 
ферментів, які знайшëи застосування у õарчовій, цеëюëозно-паперовій, 
текстиëьній промисëовостяõ, а також у процесаõ біоëоãічної очистки. 
Баãатьма досëідами підтверджуються імуномодуëююча, антимікробна, 
противірусна та онкостатична активності. Досëідження показують 
біоëоãічні ефекти і меõанізми дії продуктів метабоëізму G. lucidum.

Кëючо в і  с ë о в а : Ganoderma lucidum, біоëоãічно активні речовини, 
õімічний скëад, антимікробна, противірусна імуномодуëююча, онко-
статична активність.

Пошук природних альтернатив до синтети÷них лікарських препара-
тів у вигляді натуральних природних органі÷них джерел зìушує у÷ених 
звертати увагу на істори÷ні відоìості про вив÷ення різних корисних 
властивостей рослин та грибів. Важливиì вкладоì у öій сфері вважа-
ється дослідження ìакроìіöета Ganoderma lucidum, який відноситься 
до базидіоìіöетів і широко застосовується в країнах Південно-Ñхідної 
Àзії. Ó Японії öей гриб називають Ìанентаке, Ñашитаке, Ðейши, у Êо-
реї – Éонгши, у Êитаї – Лін÷жи, в Óкраїні – трутовик лакований [34]. 

Ìожливість використання гриба Ganoderma lucidum для створення 
профілакти÷них і лікувальних засобів стала реальною після багаторі÷них 

© Ю.Ю. Дуденко, Ñ.Л. Ìірось, В.О. Iваниöя, 2012
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фундаìентальних досліджень проöесів життєдіяльності базидіоìіöетів, 
у тоìу ÷ислі особливостей їх росту і розвитку, характеру і ìеханізìу 
ìетаболі÷ної і ферìентативної активності. До сьогодні тривають активні 
дослідження лікувальних грибів у різних країнах. Ðозробляються ìетоди 
культивування G. lucidum, вив÷аються продукти їх ìетаболізìу за різ-
них уìов вирощування, структура і властивості öих ре÷овин, біологі÷на 
дія на організì людини в норìі і за різних патологі÷них станів. Наукові 
обґрунтування ìеханізìів, що відповідають за біологі÷ні ефекти про-
дуктів природного походження роблять свій внесок у подальший розви-
ток природної ìедиöини [ 6, 10, 11, 26]. Плодові тіла, ìіöелій та спори 
G. lucidum ìістять близько 400 різних біологі÷но активних коìпонентів, 
які переважно вклю÷ають тритерпеноїди, поліöукриди, нуклеотиди, сте-
роли, стероїди, жирні кислоти, протеїни, алкалоїди, глікозиди, летю÷і 
ефірні олії, вітаìіни [2, 3, 41].

Найважливішиìи біологі÷но активниìи сполукаìи, виділениìи з 
G.lucidum, є поліöукриди і тритерпени [5, 8]. Практи÷но всі профілакти÷-
ні і терапевти÷ні ефекти, відоìі за використання трутовика лакованого, 
пов’язані саìе з öиìи двоìа групаìи ре÷овин [34].

За хіìі÷ною будовою поліöукриди грибів представлені головниì 
÷иноì глюканаìи з різниìи типаìи глікозидних зв’язків. Ó переважній 
більшості глюкоза ìає в головноìу ланöюзі β-1,3- або β-1,4-зв'язки, або 
÷ергування β-1,3-, β-1,4-зв’язків з β-1,6-зв’язкоì. Ìолекулярна будова та 
просторова структура глюканів представлена на рисунках 1, 2. Зустрі÷а-
ються гетероглікани, а також глікопротеїни, які ìають у своєìу складі 
вуглеводну і білкову складову. Бокові ланöюги гетерополіöукридів, як 
правило, приєднані до головного ланöюга ÷ерез 1,6-зв'язки [27].

Ðис. 1. Ìолекулярна будова β-1,3/1,6-глюкана [10]

Fіg. 1. Òhe molecular structure of β-1,3/1,6-glucan [10]
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Біологі÷но активний β-D-глюкан ìає потрійну, правозакру÷ену про-
сторову структуру. Поліöукриди, виділені з плодових тіл або ìіöелію 
грибів, що ìають подібні властивості, ìожуть відрізнятися ìіж собою 
структурою, хіìі÷ниì складоì і фізи÷ниìи характеристикаìи [44]. Їх 
активність ìоже залежати від розìіру, форìи і ступеню розгалуженості 
ìолекули, роз÷инності її у воді. 

Ðис. 2. Просторова структура β-D-глюкану [10]

Fіg. 2. The structure of β-D-glucan [10]

На сьогодні відоìо, що G. lucidum ìістить 140 різних тритерпеноїдів 
[22]. Òерпени — клас вуглеводнів, природних органі÷них ре÷овин, вто-
ринних рослинних ìетаболітів загальної форìули (C5Н8)n, з вуглеöевиì 
скелетоì, похідниì ізопрену ÑН2=Ñ(ÑН3)-ÑН=ÑН2. Ó великих кількостях 
терпени ìістяться в ефірних оліях рослин родини хвойні та ін. Òерпени 
класифікують за ÷ислоì ланок ізопренів, що утворюють вуглеöевий 
скелет ìолекули:

Ìонотерпени (терпени), C10H16,
Ñесквитерпени (півторатерпени), C15H24,
Дитерпени, C20H32, (C10H16)2

Òритерпени, C30H48, (C10H16)3

Òетратерпени, C40H64, (C10H16)4

Політерпени – сполуки з великою кількістю ìоноìерних груп  
(C10H16)n. Похідні терпенів називають терпеноїдаìи. За традиöією в біо-
хіìі÷ній літературі до категорії терпеноїдів зазви÷ай не вклю÷ають тетра-
терпеноїди (каротиноїди, ксантофіли) і політерпени (кау÷ук, гутапер÷а), 
а також стероїди. До терпеноїдів у вузькоìу зна÷енні öього терìіну від-
носять терпени (ìонотерпени), сесквитерпени, дитерпени і тритерпени, 
побудовані відповідно з 2, 3, 4 і 6 залишків ìевалонової кислоти, а також 
їх похідні [22]. Особливості будови ìолекул терпеноїдів призводять до їх 
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поìітної відìінності від інших органі÷них сполук підвищеною лабільніс-
тю, схильністю до ізоìеризаöії, öиклізаöії і поліìеризаöії. Iзоìеризаöія і 
трансфорìаöія ÷асто проходить в ì’яких уìовах, під дією світла, кисню 
повітря, пари води і тоìу подібне. Вуглеöеві ланöюги ряду терпеноїдів 
є клю÷овиìи проìіжниìи продуктаìи у біосинтезі стероїдних горìонів, 
холестерину, вітаìінів Д, Å, Ê, жов÷них кислот. 

Ñеред тритерпеноїдів G. lucidum описані ганодерові кислоти (ланоста-
нові тритерпеноїди), люöиденові, ганодерìові, ганодерікові, ганолюöидові, 
апланоксидові кислоти, люöидони, ганодеріоли, ганодерìадіоли, ганодер-
ìанонтріол, ганодерìанондіол, люöидадіол, люöидальдегіди та ін. [12].

За даниìи [10, 23] відоìі такі ганодерові кислоти, виділені з плодо-
вих тіл G. lucidum: B, Z, A, C, D, F, G, H, а також ганоспорова кислота 
À. Jun-Wei Xu із співавтораìи відзна÷ають і інші ганодерові кислоти: 
V, U, DM, Y, X, S, T, Me, Mk [20].

Зі спор гриба виділено шість нових ланостанових тритерпеноїдів які 
відзна÷или наступниì ÷иноì – ганодерові кислоти γ, β, ε, ζ, η, θ [29]. 
Попередні дослідження показують, що спори гриба ìістять зна÷но більшу 
кількість ганодерових кислот, ніж інші ÷астини гриба і що тритерпено-
вий склад плодового тіла варіює залежно від ìісöевості, в якій він ріс. 
Òакож відоìо, що спори гриба ìістять тритерпенові лактони [22]. Ñеред 
ганодерìових кислот відоìа ганодерìова кислота S [ланоста-7,9(11), 
24-триєн-3β,15α-диаöетоксі-26-оєва кислота] [38]. Просторова структура 
деяких тритерпеноїдів, разоì із радикалаìи представлені на рис. 3 [23].

З плодових тіл G. lucidum виділено протеїн LZ-8 (Ling Zhi 8), що 
володіє іìуноìодулюю÷ою активністю. Функöіонально активна форìа 
LZ-8 представляє собою диìер з ìолекулярною ìасою 24 кДа, кожен з 
ланöюгів öе поліпептид, що складається з 110 аìінокислотних залишків, 
з аöетильованою терìінальною аìіногрупою і ìолекулярною ìасою 12 
кДа [35].

Відоìо про іìуноìодулюю÷ий ефект LZ-8 білків. Згідно з Wiwanitkit 
LZ-8 ìоже спри÷иняти іìуносупресивний ефект за рахунок зниження 
антиген-індукованого утворення антитіл [42].

Відоìо, що LZ-8 ìає ìітогенну активність до клітин селезінки ìи-
шей, периферійних ліìфоöитів людини та in vitro викликає аглютинаöію 
еритроöитів барана, але не викликає її у еритроöитів людини [42]. Ìоже 
функöіонувати як супресор під ÷ас анафілаксії, що викликана би÷а÷иì 
сироватковиì альбуìіноì у ìишей in vivo. Ñіквенс білка LZ-8 [35] пока-
зав схожість його аìінокислотної послідовності та вторинної структури з 
варіабельною ділянкою важкого ланöюга ìиша÷ого Ig À. LZ-8 є потужниì 
активатороì Ò-клітин. Öей ефект обуìовлений стиìуляöією синтезу IЛ-2 
та експресії реöепторів до IЛ-2 і інтегрину ICAM-1 [16].

Протеоглікан GLIS, виділений з плодових тіл ганодерìи, сприяє ак-
тиваöії В-клітин та експресії ìаркерів на їх поверхні [9].
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ганодеріол F R1=O, R2=H, R3=R4=OH   ганодерìанонтріол R=OH
ганодерìадіол R1= β-OH, R2=R3=H, R4=OH   ганодерìанондіол R=H

ганодерова кислота B R1=R3=R5=R6=O, R2= β-OH, R4=H
ганодерова кислота Z R1= β-OH, R2=R3=R4=R5=R6=H

ганодерова кислота A R1=R3=R6=O, R2=R5= β-OH, R4=H
ганодерова кислота C R1=R3=R5=R6=O, R2= β-OH, R4=H
ганодерова кислота D R1=R3=R5=R6=O, R2=R4= β-OH
ганодерова кислота F R1=R2=R3=R5=R6=O, R4= β-OH

ганодерова кислота G R1=R2=R3=R4= β-OH, R3=R5=R6=O
ганодерова кислота H R1= β-OH, R2=R3=R5=R6=O, R4= β-OAc

ганоспорова кислота À R1=R2=R3=R4=R5=R6=O

 
люöидадіол R=OH     ганодерìова кислота S
люöиальдегід R=O

Ðис. 3. Òритерпеноїди, виділені з G. lucidum [10, 23].

Fіg. 3. Trіterpenoіds іsolated from G. lucidum [10, 23].
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Ñеред азотистих сполук виділено нуклеотиди та нуклеозиди. Ñеред 
нуклеозидів – аденозин, 5-диокси-5�-ìетилсульфанілат-аденозин. Iз 
G. lucidum виділено також стероли, зокреìа, ергостеролу пероксид, öере-
брозиди, аìінокислоти, роз÷инні білки, олеїнові кислоти, öиклооктосірка 
(що є алотропоì сірки). Ñпори гриба ìістять холін, бетаїн, гентріаконтан, 
β-сітостерол, тетракозанову (лігноöеринову), стеаринову, пальìітинову, 
бегенову, пірофосфорну кислоти [41].

Гриб G. lucidum належить до базидіоìіöетів, що спри÷иняють білу 
трухлявину деревини. Плодові тіла гриба синтезують ìультиферìентний 
коìплекс, що призводить до деградаöії лігніну [4, 7]. Öі ферìенти ìожуть 
бути використані у різних біотехнологі÷них проöесах.

Встановлено три основні групи ензиìів лігноліти÷ної дії G. lucidum. 
Öе лаккази, ìарганеöьзалежні пероксидази, лігнінпероксидази. Вони 
здатні окиснювати фенольні сполуки з утворенняì фенокси-радикалів. 
Нефенольні сполуки окиснюються ÷ерез утворення катіонних радикалів. 
Лігнінпероксидази та ìарганеöьзалежні пероксидази окиснюють не-
фенольні ароìати÷ні сполуки з високиì окисно-відновниì потенöіалоì, 
до яких належить більшість коìпонентів лігніну. Лаккази окиснюють 
нефенольні ароìати÷ні сполуки з відносно низькиì окисно-відновниì 
потенöіалоì [37].

Öій групі ферìентів в÷ені надають найбільшу увагу, оскільки лаккази 
є клю÷овиìи у проöесі деградаöії лігніну. Лаккази відносять до класу 
ìідьвìісних оксидаз, що каталізують реакöію відновлення ìолекулярного 
кисню різниìи органі÷ниìи і неоргані÷ниìи сполукаìи безпосередньо до 
води, ìинаю÷и стадію утворення перекису водню [4, 7]. Здатність лакказ 
каталізувати реакöію електровідновлення кисню по безìедіаторноìу ìе-
ханізìу привертає увагу до вив÷ення кінети÷них та електрокаталіти÷них 
властивостей ферìенту як перспективного каталізатору електродних 
проöесів [7].

Властивості лакказ дають ìожливість широкого використання öих 
ферìентів в öелюлозно-паперовій проìисловості для делігніфікаöії папе-
рової пульпи, у текстильній проìисловості для відбілювання тканин, для 
детоксикаöії і знебарвлення сті÷них вод, для біодеградаöії ксенобіотиків, 
для створення антиìікробних коìпозиöій, у хар÷овій та косìети÷ній 
проìисловості, при отриìанні деревоволокнистих плит без застосування 
токси÷них сполук, при виробниöтві ìию÷их засобів, при розробöі катодів 
біопаливних елеìентів та інших галузях [4, 7, 37].

Ñу÷асні літературні джерела повідоìляють про öілий ряд фарìаколо-
гі÷них властивостей ре÷овин, отриìаних з плодових тіл, культурального 
ìіöелію або культуральної рідини G. lucidum: іìуноìодулюю÷і, антиате-
росклероти÷ні, протизапальні, болезаспокійливі, протипухлинні, а також 
про радіопротекторні, антибактеріальні, противірусні, гіполіпідеìі÷ні, 
антифіброзні, гепатопротекторні, антидіабети÷ні, антиоксидантні, про-
тивиразкові [1, 41]. Òрутовик лакований визнається як альтернативний 
або допоìіжний засіб при лікуванні лейкеìії, раку, гепатиту, діабету. 
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Àктивно вив÷аються ìеханізìи дії продуктів ìетаболізìу гриба на систе-
ìи організìу людини і тварин. Àле саìе в öій сфері залишається ÷иìало 
недосліджених питань.

Біологі÷на активність ìетаболітів G. lucidum ìоже бути зуìовлена 
здатністю їх стиìулювати, пригні÷увати або регулювати іìунні проöеси 
організìу. Чиìало наукових джерел повідоìляють про те, що екстракти 
з плодових тіл та культурального ìіöелію G. lucidum ìають вказану 
активність. Одниì із підходів до оöінки потенöійної іìуноìодулюю÷ої 
активності є визна÷ення здатності конкретної ре÷овини впливати на спе-
öифі÷ні іìунні функöії [45]. Оскільки ìакрофаги є першою лінією захисту 
організìу від бактеріальної інфекöії і пухлиноутворення, вони відіграють 
важливу роль в ініöіюванні адаптивної іìунної відповіді. При öьоìу за-
лежно від ìікроото÷ення ìакрофаги ìожуть синтезувати продукти з 
про- або протизапальною дією. Найбільш ефективниìи стиìулятораìи 
ìакрофагів є поліöукриди G. lucidum, особливо β-D-глюкани [40].

Вив÷ено не тільки окреìі ре÷овини з гриба, але й їх суìіші, отриìані 
за допоìогою різних роз÷инників.

 Åкстракти з G. lucidum (наприклад, фракöія поліöукридів, ìета-
нольний екстракт) ìають ìітогенну активність щодо спленоöитів (клітин 
селезінки) ìишей та до ìоноöитів периферійної крові людини в присут-
ності різних іìуностиìулюю÷их або іìунопригні÷ую÷их агентів [25]. 

О÷ищена фракöія протеогліканів з плодових тіл G. lucidum стиìулює 
залежно від дози спленоöити ìишей, активує ìакрофаги, сприяє зростан-
ню рівня IЛ-1 β, та експресії генів IЛ-12p35 та IЛ-12p40, а також зна÷но 
підвищує синтез NO, що є важливиì хіìі÷ниì посередникоì у багатьох 
біологі÷них проöесах [45]. Подібний ефект спостерігали при досліджен-
ні öитотокси÷ності щодо клітин ìиша÷ої лейкеìії L 1210. Виділений з 
G. lucidum β-D-глюкан – ганодеран, активував продукöію ìакрофагаìи 
NO. Залежно від кількості NO пряìо пропорöійно зростав рівень öито-
токси÷ності [17].

Попередні досліди показали, що під впливоì поліöукридних похід-
них спостерігається стиìуляöія продукöії гаììа-інтерферону. Гаììа-
інтерферон, у свою ÷ергу, ìоже сприяти диференöіаöії і активаöії дендрит-
них клітин (ДÊ), які є антигенпрезентую÷иìи і представляють антигени 
Ò-клітинаì. Ò-клітини в свою ÷ергу активуються. Òакиì ÷иноì непряìа 
активаöія Ò-клітин ìоже бути забезпе÷ена ÷ерез активаöію ДÊ [ 39].

Встановлено, що лужний екстракт з культурального ìіöелію 
Ganoderma lucidum, що ìістить 10% вуглеводів та 49% білків, ìає 
здатність активувати класи÷ний та альтернативний шляхи систеìи коìп-
леìенту [30].

Показано, що водний та етанольний екстракти з плодових тіл гано-
дерìи здатні збільшувати ÷исло натуральних кілерів (NK) [15]. Низка 
біологі÷но активних сполук ганодерìи здатна зìеншувати проявлення 
алергійних реакöій за рахунок блокади вивільнення гістаìіну. Як вка-
зано в роботах [13, 34], водний екстракт з плодового тіла G. lucidum 
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ìоже інгібувати вивільнення гістаìіну з ту÷них клітин у щурів. Òакі саìі 
властивості ìає і öиклооктосірка [34]. Êріì того, відоìо, що вивільнення 
гістаìіну у щурів, індуковане сполукою 48/80 та конканаваліноì À, ìоже 
бути пригні÷ене ганодеровиìи кислотаìи C і D [41].

Встановлено антиìікробну активність екстрактів, отриìаних з плодо-
вих тіл та ìіöелію G. lucidum, що виявляється на граìпозитивних та граì-
негативних бактеріях. Ìеханізìи такої активності недостатньо вив÷ені. 

Відоìо, що водні екстракти з G. lucidum здатні пригні÷увати ріст 
близько 15 видів граìпозитивних та граìнегативних бактерій. Встановле-
но адитивний ефект екстрактів у поєднанні з різниìи антибіотикаìи [43].

Ìетанольний та петролейний екстракти з плодових тіл ганодерìи по-
казали інгібую÷у активність по відношенню до антибіотикорезистентного 
штаìу Staphylococcus aureus [32]. Відоìо, що екстракти з плодових тіл 
ганодерìи ìожуть пригні÷увати ріст бактерій родів Bacillus і Salmonella, 
а також Escherichia coli та Helicobacter pylori [21, 32].

Ó досліді з паперовиìи дискаìи, просо÷ениìи водниìи екстрактаìи 
з глибинного ìіöелію ганодерìи, спостерігали затриìку росту граìпози-
тивних бактерій Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, 
в той ÷ас як до граìнегативних бактерій антагоністи÷ної дії виявлено не 
було [24]. 

Гексановий екстракт з зануреного ìіöелію ганодерìи здатен при-
гні÷увати повністю ріст B. cereus, S. aureus, Listeria monocytogenes, 
дихлорìетановий екстракт – B. сereus, L. monocytogenes, Streptococcus 
epidermidis. Åтилаöетатний екстракт повністю інгібує ріст S. aureus, 
L. monocytogenes [ 24]. Ìетанольний екстракт пригні÷ує ріст – 
B. subtilis, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, Streptococcus mutans, 
Pseudomonas aeruginosa [21].

Ìетаболіти, що продукуються грибаìи G. lucidum, ìожуть при-
гні÷увати розвиток вірусних інфекöій. Ìеханізì антивірусного ефекту 
ìоже полягати в запобіганні адсорбöії вірусної ÷астки на клітині, блоку-
ванні вірусних ферìентів і синтезу нуклеїнових кислот вірусів, а також 
у стиìуляöії іìунної систеìи організìу [14]. Êоìпоненти, виділені з 
G. lucidum, зокреìа, поліöукриди та тритерпеноїди, ìожуть інгібувати 
реплікаöію вірусів герпесу, гепатиту В, вірусу іìунодефіöиту людини та 
інших вірусів [14].

Òритерпеноїди, люöиденова кислота О і люöиденовий лактон, га-
нодеріол F, ганодерìанонтріол, ганодерìова кислота В, ганодеріол В, 
ганодерìова кислота Н, ганодеріол À, виділені з плодових тіл і ìіöелію 
G. lucidum, здатні інгібувати реплікаöію ВIЛ [28, 31].

Вірус Åпштейна-Бар, за су÷асниìи поглядаìи, здатен впливати на 
форìування ракових клітин в організìі людини. Про дослідження актив-
ності грибних екстрактів проти öього вірусу даних небагато, проте відоìо, 
що деякі ланостанові тритерпеноїди, виділені з G. sinense, G. applanatum, 
Zingiberaceae rhizomes, Hebeloma versipellе здатні пригні÷увати його 
реплікаöію [14, 18, 33].
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Нещодавно показано, що ре÷овини базидіальних грибів здатні ін-
гібувати віруси рослин [19]. Ìеханізìи дії поліöукридних екстрактів 
щодо вірусної інфекöії рослин залежать від їх походження і структурних 
особливостей: ступеню поліìеризаöії, заряду ìолекули, розгалуженості 
ланöюга, типу глікозидних зв’язків, ìолекулярної ìаси [19]. Показано, що 
суìарні поліöукридні екстракти, отриìані з культурального середовища 
G. lucidum і G. аpplanatum, а також глюкан з ìіöелію G. adspersum при-
гні÷ують утворення індукованих вірусоì тютюнової ìозаїки некрозів на 
всіх видах рослин-індикаторів. Проте активність суìарних поліöукридних 
екстрактів, отриìаних з G. lucidum і G. applanatum, була зна÷но ниж÷ою, 
порівняно з глюканоì з ìіöелію G. adspersum [6].

Відоìо, що поліöукриди (β-D-глюкани, гетерополіöукриди) і гліко-
протеїни, виділені з грибів G. lucidum, деìонструють протипухлинну 
активність проти саркоìи 180 у дослідах на ìишах. Òритерпеноїди, такі 
як ганодерові кислоти Ò-Z, виділені з öього гриба, ìають öитотокси÷ний 
ефект на клітини гепатоìи у дослідах in vitro [36].

Òакі ре÷овини як ланостаноїди (3-β-гідроксил-26-оксо-5-α-ланоста-
8,24-дієн-11-он) і стероїди (ергоста-7,22-дієн-3β,3α,9α-тріол), виділені 
з плодових тіл ганодерìи показують пригні÷увальний ефект проти ÊВ-
клітин (лінія клітин епідерìальної носоглоткової карöиноìи) та PLC/
PRF/5 (лінія клітин гепатоìи) людини in vitro [36]. 

Ìеханізì протипухлинної активності ганодерìи досить складний. 
Основу його складає стиìуляöія ре÷овинаìи гриба іìунної систеìи 
людини. Вважається, що серед усіх відоìих ре÷овин гриба, найбільший 
антитуìорогенний ефект ìають саìе поліöукриди – β-D-глюкани [10]. 
Öі сполуки сприяють активаöії Ò-хелперів, NK-клітин та інших клітин-
ефекторів. Все öе призводить до збільшення продукöії öитокінів, таких 
як фактор некрозу пухлин (ФНП-α), інтерлейкінів (IЛ), інтерферонів 
(IНФ), оксиду азоту (NO) і антитіл. 

Встановлено, що сполуки, отриìані з G. lucidum, інгібують ріст Ê562 
(клітин лейкеìії) залежно від дози і ÷асу [46].

Ìетаболіти ганодерìи сприяють пригні÷енню активності ДНÊ-
поліìерази і посттрансляöійних ìодифікаöій онкобілків [31].

Отже, дані літератури свід÷ать про високу ефективність ìетаболітів 
грибів G. lucidum за різних захворювань. В öій сфері є багато нерозкритих 
питань щодо біологі÷но активних сполук та ìеханізìів їх дії, взаєìодії з 
лікарськиìи препаратаìи.

Відоìо, що у кліні÷них дослідженнях ìетаболіти G. lucidum з успіхоì 
застосовуються в терапії окреìо та у коìбінаöії з іншиìи лікарськиìи 
траваìи і хіìіотерапевти÷ниìи препаратаìи вже багато років, в основноìу 
в країнах Àзії [10, 34]. Незважаю÷и на öе, у віт÷изняній літературі прак-
ти÷но відсутні повідоìлення про рандоìізовані, плаöебо-контрольовані 
кліні÷ні дослідження ефективності сполук ганодерìи. 

Àвтори сподіваються, що дана публікаöія приверне увагу віт÷изняних 
дослідників, а також ìедиків, ферìерів та бізнесìенів у галузі фарìа-
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öевти÷ної проìисловості до öієї перспективної наукової та практи÷но 
важливої проблеìи. 
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ÁÈÎËÎÃÈЧÅСÊÈ ÀÊÒÈÂÍЫÅ СÎÅÄÈÍÅÍÈß ËÅÊÀÐСÒÂÅÍÍÎÃÎ 
ÃÐÈÁÀ GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR) P. KARST

Ðеферат
В обзорной статье приведены совреìенные данные о биологи÷ески 

активных соединениях лекарственного базидиоìиöета Ganoderma lucidum 
и их действии. Предоставлены хиìи÷еские форìулы глюканов и терпено-
идов – веществ, определяющих основные лекарственные свойства гриба. 
Приведена инфорìаöия о других соединениях, у÷аствующих в форìи-
ровании öелебного действия ганодерìы, это: белки и гликопротеины, 
нуклеотиды и нуклеозиды, стеролы и стероиды, жирные кислоты, 
алкалоиды, гликозиды, лету÷ие эфирные ìасла, витаìины. Êроìе того, 
ганодерìа, как ксилотрофный сапрофит иìеет набор лигнолити÷еских 
ферìентов, которые нашли приìенение в пищевой, öеллюлозно-буìажной, 
текстильной проìышленностях, а также в проöессах биологи÷еской 
о÷истки. Ìногиìи экспериìентаìи подтверждаются иììуноìодулиру-
ющее, антиìикробное, противовирусное и онкостати÷еское действие. 
Èсследования показывают биологи÷еский эффект и ìеханизìы действия 
продуктов ìетаболизìа G. lucidum. 

Êлю÷евые  слова :  Ganoderma lucidum, биологи÷ески активные 
вещества.
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BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES OF MEDICAL 
MUSHROOM GANODERMA LUCIDUM (CURT.:FR) 

P. KARST

Summary

The issue related the current data on the biologically active substances 
of medicinal basidiomycete Ganoderma lucidum and their actions. There 
were given the chemical formulas glucans and terpenoids – the substances 
that determine the main medicinal properties of the fungus. There were 
presented the information on the other substances involved in the forming of 
the therapeutic effect of Ganoderma: they were proteins and glicoproteins, 
nucleotides and nucleosides, sterols and steroids, fatty acids, alkaloids, 
glycosides, volatile essential oils and vitamins. In addition, Ganoderma as a 
xylotrophic-saprophyte has the set of ligninolytic enzymes which have been 
used in food processing, pulp and paper, and textile industries, as well as 
in the processes of biological treatment. Immunomodulatory, antimicrobial, 
antiviral and antitumor activities are confirmed by many experiments. The 
studies show the biological effects and mechanisms of action of G. lucidum 
metabolites.

Key  wo rds : Ganoderma lucidum, biologically active substances.
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ËIПÎПÎËIСÀÕÀÐÈÄÈ RALSTONIA 
SOLANACEARUM: ЖÈÐÍÎÊÈСËÎÒÍÈÉ СÊËÀÄ 

I ÁIÎËÎÃIЧÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ

Вивчення ендотоксичної активності свідчить про відносну 
нетоксичність (1–1,25 мã/кã маси тварини) ëіпопоëісаõаридів (ЛПС) 
біëьшості досëіджуваниõ штамів Ralstonia solanacearum у порівнянні з 
ЛПС ентеробактерій. Винятком виявився ЛПС R. solanacearum 749, що 
проявив вищу (0,4 мã/кã маси тварин) токсичність. За піроãенною дією 
ЛПС штами R. solanacearum можна роздіëити на дві ãрупи. ЛПС першої 
ãрупи штамів (R. solanacearum 749, 758, 52 і 4) на друãу ãодину пісëя 
введення експериментаëьним тваринам викëикаëи деяке зниження тем-
ператури у кроëів з тенденцією до її нормаëізації і протяãом третьої 
ãодини значення температур досяãëи майже виõідниõ показників. ЛПС 
друãої ãрупи штамів (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) приводиëи до 
підвищення температури експериментаëьниõ тварин біëьше ніж на 
+0,45 °С, що виõодить за межі фізіоëоãічної норми здоровиõ тварин 
Вивчення ЛПС досëідниõ штамів R. solanacearum виявиëо високий рівень 
ãетероãенності між ними за кіëькісним та якісним жирнокисëотним 
скëадом. 

К ëюч о в і  с ë о в а : ëіпопоëісаõариди, жирнокисëотний скëад, Ralstonia 
solanacearum, токсичність, піроãенність.

Ліпополісахариди (ЛПÑ), як аìфіфільні коìпоненти зовнішньої ìеìб-
рани клітинної оболонки граìнегативних бактерій проявляють біологі÷ну 
активність після виходу із складу бактеріальної клітини у внутрішнє се-
редовище організìу тварин. Iніöіаöія сигнальних шляхів іìунної систеìи 
розпо÷инається із зв’язування ліпіду À – активного на÷ала ендотоксинів 
із поверхнею клітин за посередниöтва реöептора TLR4, наслідкоì ÷ого 
стає експресія ниìи ряду öитокінів та хеìокінів запального проöесу. 

© Ð.В. Гриöай, О.В. Голубеöь, О.Ñ. Броварська, Л.Д. Варбанеöь, 2012
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Вуглеводній ÷астині ЛПÑ відводиться роль ìодулятора біологі÷ної актив-
ності, головниì ÷иноì за рахунок у÷асті у форìуванні супраìолекулярної 
структури ендотоксинів у рідкоìу середовищі [4].

Доведеною є роль жирнокислотного складу ліпіду À в інтенсив-
ності прояву ендотокси÷них властивостей ліпополісахаридів, при÷оìу 
ìає зна÷ення не тільки кількість та довжина аöильних заìісників, але 
і стереоізоìерія ненаси÷ених жирних кислот [7]. Ñтруктура ліпіду À є 
найбільш консервативною ÷астиною ìолекули ЛПÑ. Він утворений β-(1-
6)-диглюкозаìіноì, фосфорильованиì в положеннях 1 та 4' і аöильованиì 
первинниìи 3-гідроксикислотаìи у положеннях 2 і 3 кожної ìолекули 
глюкозаìіну. Через гідроксильні групи первинних жирних кислот ìожуть 
бути приєднані вторинні аöильні залишки [5]. 

Характерниì прикладоì подібності коìпозиöії ліпіду À бактерій різ-
них екологі÷них ніш існування ìожуть бути представники спорідненого 
до Ralstonia solanacearum роду Burkholderia, серед яких зустрі÷аються 
ìешканöі грунтів, водойì, паразити коìах та хребетних тварин, рослин. 
З хіìі÷ної то÷ки зору ліпід À бактерій öього роду відрізняється при-
сутністю залишку 4-аìіно-4-дезокси-L-арабінопіранози та в незна÷ній 
ìірі – ступенеì аöилювання [11]. 

Що стосується ліпіду À R. solanacearum, то в літературі неìає даних 
про його структуру, проте за результатаìи хіìі÷ного аналізу, встановлено 
що переважаю÷иìи жирниìи кислотаìи ЛПÑ є Ñ14:0, 3-ОН-Ñ14 :0, 3-ОН-
Ñ16:0, 3-ОН-Ñ18:0 [1, 6]. Òокси÷ність і пірогенність ЛПÑ R. solanacearum 
коливалися в широких ìежах, залежно від штаìу [14]. Невідоìиì за-
лишається біологі÷не зна÷ення варіаöії коìпозиöії ліпіду À для фітопа-
тогенних бактерій.

Ìетою даної роботи є встановлення біологі÷ної активності (ток-
си÷ності і пірогенності) ЛПÑ штаìів R. solanacearum – представників 
віддалених внутрішньовидових груп та кореляöія її з жирнокислотниì 
складоì ліпіду À. 

Ìатеріали і методи 
Об’єктоì дослідження було 8 штаìів R. solanacearum різного гео-

графі÷ного походження: новозеландської (749, 758, 7954), в’єтнаìської 
(TX1, TS3) колекöій та колекöії відділу фітопатогенних бактерій Iнституту 
ìікробіології та вірусології іìені Д.Ê. Заболотного (4, 35, 52б). 

Êультури бактерій вирощували на картопляноìу агарі та рідкоìу 
синтети÷ноìу середовищі N [15] при 28 °Ñ, протягоì 31–70 годин.

Ліпополісахариди отриìували водно-фенольною екстракöією ви-
сушених ефіроì та аöетоноì клітин. Отриìані препарати о÷ищали від 
низькоìолекулярних доìішок діалізоì проти водогінної, а потіì дисти-
льованої води. О÷истку ЛПÑ від нуклеїнових кислот здійснювали шляхоì 
осадження ÒХÓ і ультраöентрифугування (104000 g, 4 год), після ÷ого 
ліофілізували [2].
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Òокси÷ну дію ЛПÑ вив÷али на здорових білих ìишах (4 тварини на 
кожну серію розведення) вагою 19–21 г, попередньо сенсибілізованих 
3,2% D-галактозаìінгідрохлоридоì в непірогенноìу стерильноìу роз÷ині 
0,9% NaCl, після ÷ого негайно вводили внутрішньо÷еревинно підігрітий 
до 37 °Ñ роз÷ин. Ó серії розведень ЛПÑ (8–50 ìкг/ìл) визна÷али дозу 
препарату, що викликає загибель 50% тварин (ЛД50), яку використову-
вали для оöінки токси÷ності. Ñпостереження за тваринаìи проводили 
протягоì 48 год [13]. Пірогенну дію ЛПÑ вив÷али на кролях (по 3 тварини 
на кожний дослід) вагою 2–3,5 кг шляхоì внутрішньовенного введення 
ìініìальної пірогенної дози (ÌПД), встановленої в серії розведень, з 
наступною терìоìетрією тварин протягоì 3 год [3].

Для визна÷ення жирнокислотного складу препарати гідролізували в 
1,5% роз÷ині хлористого аöетилу в ìетанолі (попередньо охолодженоìу)  
при теìпературі 100 °Ñ в запаяних аìпулах протягоì 4 год. Ìетилові 
ефіри жирних кислот екстрагували три÷і гексаноì (по 3 ìл). Фракöію 
н-гексану відбирали і висушували на вакууìноìу випаровува÷і. Àналіз 
отриìаних ìетилових ефірів жирних кислот та препаратів ìоносахаридів 
проводили на хроìато-ìас-спектроìетри÷ній систеìі Àgilent Technology 
HP-6890. Êолонка ÑÐ-Wax 58 (FFAP), довжина 30 ì, внутрішній діаìетр 
0,32 ìì, товщина фази 1,2 ìкì. Òеìпература інжектора 250 °Ñ, детектора 
280 °Ñ, швидкість потоку ÷ерез колонку 2,5 ìл/хв., газ-носій – гелій. 
Ділення потоку 1:20. Обробку результатів проводили з використанняì 
коìп’ютерної бази даних та стандартної суìіші ìетилових ефірів жирних 
кислот. Досліди проведені в трьох повторностях.

Ñтатисти÷не опраöювання експериìентальних даних проводили за 
допоìогою коì’ютерних програì Microsoft Excel 2000.

Ðезультати та обговорення
Для оöінки токси÷ності ЛПÑ досліджених штаìів R. solanacearum (758, 

7954, 749, TX1, TS3, 4, 35, 52б) визна÷али дозу препарату ЛПÑ, яка при вну-
трішньо÷еревинноìу введенні галактозаìінгідрохлорид-сенсибілізованиì 
ìишаì викликала загибель 50% експериìентальних тварин (LD50). Для 
більшості досліджуваних штаìів токси÷ність ЛПÑ знаходилась в ìеж-
ах 1–1,25 ìг/кг ìаси тварини (рис. 1). Виняткоì є ЛПÑ штаìу 749, що 
проявив вищу токси÷ність (доза LD50 становила 0,4 ìг/кг). Ñлід зазна-
÷ити, що отриìані результати вказують на відносну нетокси÷ність ЛПÑ 
R. solanacearum при порівнянні з ЛПÑ ентеробактерій [8].

Для проведення порівняльної оöінки пірогенних властивостей ЛПÑ 
досліджуваних штаìів R. solanacearum була встановлена їх ìініìальна 
пірогенна доза, яка складала 7,5⋅10-3 ìкг/ìл апірогенного ізотоні÷ного 
роз÷ину. Протягоì першої години після введення ЛПÑ відбулося підви-
щення теìператури у піддослідних тварин, іìунізованих R. solanacearum 
749, 758, 4, 35, TS3. Ó кролів, іìунізованих R. solanacearum TX1 і 7954, 
після першої години теìпература не перевищувала порогу пірогенності. 
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На другу годину штаìи R. solanacearum розділилися на дві групи: під 
дією ЛПÑ першої спостерігалося деяке зниження теìператури кролів 
з тенденöією до її норìалізаöії і протягоì третьої години зна÷ення теì-
ператур досягли ìайже вихідних показників (штаìи 749, 758, 52б і 4); 
ЛПÑ другої групи (штаìи 35, TX1, TS3, 7954) викликали підвищення 
теìператури  експериìентальних тварин більш ніж на +0,45 °Ñ, що 
виходить за ìежі фізіологі÷ної норìи здорових тварин (рис. 2). За дина-
ìікою зìіни теìператури виділяється R. solanacearum шт. 4, введення 
якого викликало стріìке підвищення теìператури тварин ÷ерез годину, 
однак потіì спостерігалося зниження її ниж÷е за норìальну фізіологі÷ну 
теìпературу тіла. 

Відоìо, що особливості будови ліпіду À визна÷ають інтенсивність про-
яву його біологі÷них властивостей. На прикладі ентеробактерій показано, 
що токси÷ність ліпіду À залежить від якісного жирнокислотного складу 
та пропорöійної кількості аöильних заìісників і ступеню фосфорилювання 
диглюкозаìіну [7]. Однак поширення встановлених законоìірностей на 
ендотоксини непатогенних для тварин бактерій потребує підтвердження.

Вив÷ення ЛПÑ дослідних штаìів R. solanacearum виявляє високий 
рівень гетерогенності ìіж ниìи за кількісниì та якісниì жирнокислотниì 
складоì (таблиöя). Àналіз відìінностей за вìістоì гідроксильованих жир-
них кислот у складі ЛПÑ, присутність яких є облігатною для прояву ендо-
токси÷ності ентеробактерій, показав, що ЛПÑ штаìу R. solanacearum 35, 
із найбільшиì вìістоì 3-гідрокситетрадеканової кислоти, не виділяється 
за токси÷ністю, хо÷а проявляє відносно високий рівень пірогенності. В той 

Ðис. 1. Òоксичність ËПС R. solanacearum штамів: 
758, 749, 7954, TX1, TS3, 4, 35, 52б

Fіg. 1. Toxіcіty of R. solanacearum LPS straіns: 
758, 749, 7954, TX1, TS3, 4, 35, 52б
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÷ас як висока токси÷ність ЛПÑ штаìу 749 R. solanacearum супроводжу-
ється поìірниì вìістоì гідроксикислот ліпіду À. Штаìи R. solanacearum 
TX1, і 35, ЛПÑ яких характеризувалася ìаксиìальною пірогенністю та 
однаковиì рівнеì токси÷ності, виділяються підвищениì вìістоì гекса-
деöенової кислоти та в öілоìу виявляють подібності за жирнокислотниì 
складоì. Зокреìа öе стосується підвищеного вìісту, щодо ЛПÑ інших 
досліджуваних штаìів, 3-гідроксидодеканової кислоти. Привертає увагу 
неìожливість ідентифікаöії в ліпіді À R. solanacearum 52б гідроксикислот 
взагалі. При÷иною останнього ìоже бути не повний гідроліз ліпіду À, 
про що свід÷ить підвищений вìіст гексадеканової кислоти в ЛПÑ öього 
штаìу. Öе саìе стосується також ЛПÑ R. solanacearum 749 та 4, що 
продеìонстрували найвищий рівень токси÷ності, та ìоже бути обуìовлено 
занижениìи зна÷енняìи вìісту гідроксикислот. Всі досліджувані ЛПÑ 
характеризувалися присутністю тетрадеканової, гексадеканової, октаде-
канової та октадеöенової кислот. R. solanacearum ÒХ1 TS3 вирізняються 
відсутністю 3-гідрокситетрадеканової кислоти.

Отриìані результати не розкривають загальних законоìірностей 
залежності рівня біологі÷ної активності досліджуваних ЛПÑ від їх 
жирнокислотного складу. Iìовірно, що ендотокси÷ність аналізованих 
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препаратів обуìовлюється фактораìи, які не охоплені в даноìу дослі-
дженні, серед яких: конфорìаöія аöильних заìісників ліпіду À, ступінь 
фосфорилювання диглюкозаìіну і, як було показано в дослідженнях 
останніх років – коìпозиöія вуглеводної ÷астини ìолекули, яка разоì із 
фізико-хіìі÷ниìи фактораìи середовища обуìовлює особливості супра-
ìолекулярної структури ЛПÑ. Завдяки аìфіфільній природі ìолекули 
ендотоксинів при конöентраöіях вищих за 10-7 Ì (крити÷на ìіöелярна 
конöентраöія) у фізіологі÷них роз÷инах форìують тривиìірні агрегати з 
ìолекулярною ìасою 0,3–1,0 ÌДа [16].  

Згідно з су÷асниìи уявленняìи, біологі÷на активність ендотоксинів 
реалізується ÷ерез афінну взаєìодію із ìеìбранниìи реöептораìи ìа-
кроорганізìу, ÷оìу передує інтеграöія доìенів ìолекул ЛПÑ у ліпідний 
бішар клітини-ìішені [12].

В результаті ÷исленних досліджень було встановлено, що ендоток-
си÷ність корелює зі здатністю ЛПÑ утворювати нелаìелярні тривиìірні 
структури (кубі÷ні або гексагональні) що, враховую÷и гоìеостаз вну-
трішнього середовища організìу, обуìовлюється хіìі÷ною структурою 
ліпіду À. Òак, типові ЛПÑ ентеробактерій, диглюкозаìін у ліпіді À яких 
аöильований жирниìи кислотаìи з довжиною вуглеöевого ланöюга 
10–16, характеризуються ìаксиìальниì рівнеì ендотокси÷ності. Варіаöії 
хіìі÷ного складу ЛПÑ, що відрізняються від вищеописаних, характери-
зуються ниж÷ою біологі÷ною активністю, однак залежність її рівня від 
хіìі÷ної структури є складно прогнозованою [7]. При öьоìу ìоже ìати 
ìісöе ìодифікувальний вплив ендотокси÷но ìенш активних варіантів лі-
піду À (із редукованиì вìістоì аöильних заìісників), що хо÷ і в ìеншій 
кількості, завжди присутні в пулі повноöінних за складоì ìолекул. Öе 
явище було розкрите, зокреìа в досліді з використанняì синтети÷них 
коìпонентів 506 та 406 (гекса- та тетрааöил ліпіду À, відповідно) [9, 10]. 
Êоìбіновані препарати, що ìістили у своєìу складі до 20% коìпоненту 
406 (який є біологі÷но ìалоактивниì) виявилися більш ендотокси÷ниìи, 
ніж ÷истого коìпоненту 506. Вклю÷ення тетрааöил ліпіду À, теìпера-
тура плавлення якого ìенша, призводило до збільшення вільної енергії 
взаєìодії ìолекул ендотоксинів, і як наслідок, зростання спорідненості 
гексааöил ліпіду À до протеїнових реöепторів. Öі та ряд інших дослі-
джень форìують нову конöепöію ендотокси÷ності, де функöіональною 
одиниöею біологі÷ної активності є не окреìа ìолекула, а впорядкована 
структура із ìолекул ЛПÑ (ìіöела).

Як було показано в актуальноìу та попередніх дослідженнях [14], 
ЛПÑ R. solanacearum характеризується багатокоìпонентниì жирно-
кислотниì складоì. Öе дає підстави стверджувати про гетерогенність 
ліпіду À у представників öього виду, а відповідно форìування ЛПÑ ìіöел 
складної коìпозиöії, із важкопрогнозованиìи біологі÷ниìи властивостяìи.
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ËÈПÎПÎËÈСÀÕÀÐÈÄЫ RALSTONIA SOLANACEARUM: 
ЖÈÐÍÎÊÈСËÎÒÍЫÉ СÎСÒÀÂ È ÁÈÎËÎÃÈЧÅСÊÀß 

ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ

Ðеферат

Èзу÷ение эндотокси÷еской активности свидетельствует об относи-
тельной нетокси÷ности (1–1,25 ìг/кг ìассы животных) липополисахари-
дов (ЛПÑ) большинства исследуеìых штаììов Ralstonia solanacearum 
в сравнении с ЛПÑ энтеробактерий. Èсклю÷ение составлял ЛПÑ 
R. solanacearum 749, который проявил более высокую (0,4 ìг/кг ìас-
сы животных) токси÷ность. По пирогенноìу действию ЛПÑ штаììы 
R. solanacearum ìожно разделить на две группы. ЛПÑ первой группы 
штаììов на второй ÷ас после введения экспериìентальныì животныì 
вызывали некоторое снижение теìпературы у кроликов с тенденöией к 
ее норìализаöии и в те÷ение третьего ÷аса зна÷ения теìператур достиг-
ли по÷ти исходных показателей (R. solanacearum 749, 758, 52, 4). ЛПÑ 
другой группы штаììов (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) приводили 
к повышению теìпературы экспериìентальных животных более ÷еì на 
+0,45 °Ñ, ÷то выходит за пределы физиологи÷еской норìы здоровых 
животных. 
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Èзу÷ение ЛПÑ исследуеìых штаììов R. solanacearum выявило вы-
сокий уровень гетерогенности ìежду ниìи по коли÷ественноìу и ка÷е-
ственноìу жирнокислотноìу составу. 

Ê л ю ÷ е в ы е  с л о в а : липополисахариды, жирнокислотный состав, 
Ralstonia solanacearum, токси÷ность, пирогенность.

R.V. Grіtsay1, O.V. Golubets2, Î.S. Brovaraskaya1,  L.D. Varbanets1

1Zabolotny Institute of Microbiology and Virology,
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv,

154, Academ. Zabolotny str., Kyiv, Ukraine
2State enterprise All-Ukrainian state research and production center for standardization, 

metrology, certification and consumers' rights protection

LIPOPOLYSACCHARIDES OF RALSTONIA 
SOLANACEARUM: FATTY ACID COMPOSITION AND 

BIOLOGICAL ACTIVITY

Summary

The study of endotoxic activity indicates the relative non-toxicity 
(1–1.25 mg/kg) of lipopolysaccharides (LPS) from the majority of studied 
Ralstonia solanacearum strains comparative to enterobacterial LPS. The 
exception was LPS R. solanacearum 749, which showed a higher (0.4 mg/
kg) toxicity. The strains of R. solanacearum exhibited division into two 
groups on the basis of their LPS pyrogenic action. LPS of the first group 
of strains in the second hour after administration caused  decreasing of the 
temperature in rabbits with a tendency to normalisation and during the 
third hour, the temperature values reached nearly baseline (R. solanacearum 
749, 758, 52, 4). LPS of other strains (R. solanacearum 35, TX1, TS3, 7954) 
led to increasing of the temperature in experimental animals by more than 
0.45 °C, wich overcomes the physiological norm of healthy animals.

The study of R. solanacearum LPS revealed a high level of heterogenity 
in  quantitative and qualitative fatty acid composition.

K e y  w o r d s :  lipopolysaccharides, fatty acid composition, Ralstonia 
solanacearum, toxicity, pyrogenicity. 



30 ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

N. Lіmanska1, T. Ivanytsіa1, Y. Choіset2, N. Korotaeva1, 
Zh. Sergeeva1, J.-M. Chobert2, V. Ivanytsіa1, T. Haertlé2

1Odessa National I.I. Mechnikov University, 2, Dvoryanska str., 
Odessa, 65082, Ukraine

2UR 1268 Biopolymеres, Interactions, Assemblages, Institut National de la Recherche 
Agronomique (INRA), BP 71627, rue de la Géraudiére, 44316 Nantes Cedex 3, France

EFFECT OF ENTEROCOCCUS DURANS 
BACTERIOCIN ON BACTERIAL WILT AGENT

Abstract
Effect of a bacteriocin produced by Enterococcus durans A5-11 on growth of 
Ralstonia solanacearum strains and their ability to cause wilt in tomatoes 
was investigated. Among tested phytopathogenic strains, 33% were sensitive 
and inhibited as it was shown after spotting bacteriocin on Ralstonia lawns. 
Minimal inhibitory concentrations and sizes of lysis or inhibition zones 
varied depending on the strain used for study. The same differences were 
evidenced for the effect of the bacteriocin on Ralstonia in a liquid medium 
and when inoculating Lycopersicon esculentum Mill test plants. Treatment 
of plant roots with the bacteriocin of E. durans A5-11 simultaneously with 
inoculation with bacteria of a highly susceptible strain R. solanacearum 
6189 resulted in diminished number of wilted tomatoes. 

Key  words : Ralstonia solanacearum, Enterococcus durans, bacteriocin, 
wilt of tomatoes.

Introductіon
Ralstonia solanacearum [32] causes bacterial wilt in a wide range of 

plant hosts. Depending on its strain, the pathogen infects economically 
important species from genera Solanaceae (potato, tomato, pepper, tobacco, 
egg plants), Musaceae (banana), Malvaceae (cotton), Zingiberaceae (ginger, 
curcuma), Euphorbiaceae (rubber), etc. [10; 11; 14; 24].

The disease is mostly dangerous in the tropical and subtropical climatic 
zones with increased humidity, but the infections caused by strains adapted 
to cold temperatures (race 3) can occur also in temperate climate [20; 30].

As biological control agents used against bacterial wilt, avirulent 
Ralstonia [31], actinomycetes like Streptomyces coralus [2] and bacteria 
of Pseudomonas and Bacillus genera are the most known [5; 7; 9; 28]. 
Antagonistic bacteria have been isolated from soil like Bacillus spp. in-
hibiting growth of R. solanacearum from Curcuma alismatifolia Gagnep. 
[28], or from plants like P. fluorescens found in healthy roots of Solanum 
melongena L. [4]. Among other microorganisms, satisfactory results were 

©  N. Limanska, T. Ivanytsia, Y. Choiset, N. Korotaeva, Zh. Sergeeva, J.-M. Chobert, V. Ivanytsia, 
T. Haertlé, 2012
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obtained applying Enterobacter cloaceae, Pichia guillermondii, Candida 
ethanolitica [22; 23], and Stenotrophomonas maltophilia [19].

Lactic acid bacteria (LAB) dwell on plant surfaces and can compete 
therefore with the phytopathogens for nutrients and attachment sites. For 
instance, Enterococcus durans bacteriocin-producing strain was initially 
isolated from the carrot peel [13].

A biopreparation EM4 containing 90% of other LAB – lactobacilli and 
the remaining percentage of photosynthetic bacteria, fungi and yeasts – had 
a positive effect on humus formation in soil resulting in increased growth 
of test plants [12]. EM4 bacterial mixture has also shown a protection ef-
fect against some phytopathogens [3], including Ralstonia solanacearum 
[18]. These results demonstrate the potential of LAB use in agriculture for 
plants protection against bacterial wilt.

The objective of this work was to estimate the possibility of bacterial 
wilt control by metabolites of LAB Enterococcus durans.

Materіals and methods
Ralstonia solanacearum strains used in this study were kindly provided  

by Dr. L.D.  Varbanets:  R.  solanacearum ATCC 11696, ICMP 7859 (bv 1), 
7944, 6189, 8202, 749, 4157, 8089, 7954, 758, 7986. Strains VC4, ML, 
TS3, HL, TX1, KL2, HD2 were kind gifts from the Institute of Agricultural 
Genetics (Hanoi, Viet Nam). All studied strains were stored in LB-broth 
with 20% glycerol at –20 °Ñ.

Enterococcus durans A5-11 strain was isolated from Mongol yogurt in 
BIA-FIP laboratory of INRA, France [1; 8].

Bacteriocin from Enterococcus durans A5-11 strain was purified by 
cation-exchange chromatography, reversed phase chromatography and 
HPLC-chromatography with CHT-column according to Batdorj et al. [1]. 
Bacteriocin solutions of different concentrations (0.10–0.03 mg/ml) were 
stored at +4 °Ñ and –20 °Ñ, and were adjusted to pH 6.8–7.0 before use 
for test of antagonistic activity.

Initial screening for susceptible strains was performed using double-
agar layer method [27]. Pre-poured 1.5% LB agar was overlaid with a 
soft agar (0.6% LB) containing 10% bacterial culture in an exponential 
phase of growth. Enterococcal bacteriocin was spotted on the upper agar 
surfaces (5 μl of each repeat), and Petri dishes were incubated overnight 
at 28–30 °Ñ. The results of tests were obtained by observation of clear 
zones of bacteriocin activities. Serial dilutions were made to determine the 
minimal inhibitory concentrations (MIC) of bacteriocin.

To prove the antagonistic action of proteinaceous enterococcal 
bacteriocin and to exclude the effect of other compounds in investigated 
solutions, the samples of bacteriocin were treated with proteinase K 
(Amersham) according to manufacturer’s instructions.
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Study of antagonistic effect was also carried out in a liquid medium. 
Mixtures containing cultures of phytopathogens in exponential phase of 
growth (50 μl), LB-broth (1 ml), and bacteriocin (500 μl) initial concentrations 
of 0.2 mg/ml and 0.1 mg/ml were prepared to investigate the dynamics 
of microbial growth measured by counting viable cells inoculated on Petri 
dishes with LB-agar and incubated overnight at 28 °Ñ.

Root dipping method was performed immersing roots of Lycopersicon 
esculentum Mill. cv Odessa pearl plants at a stage of three leaves into 
different mixtures of bacterial suspensions and antagonistic substances [25] 
prepared as mentioned below. Tips of roots were preliminarily damaged 
to insure the penetration of Ralstonia. For this part of experimental 
work, two strains of tested R. solanacearum (R. solanacearum 6189 and 
R. solanacearum 7859) showing different results in sensitivity were used.

Positive control plant roots were dipped for 1 h into suspensions of 50% 
of overnight pathogen cultures (concentrations 2–4 x 109 CFU/ml) and 
50% of sterilized distilled water (SDW). Negative controls were soaked in 
SDW for the same time. 50:50% suspensions of overnight R. solanacearum 
cultures and enterococcal bacteriocin (concentration 0.03 mg/ml) were 
prepared and immediately used for 1 h treatments of plant roots. In such 
treatment, plants were exposed to pathogens and to antagonistic substance 
at the same time [18], but without preliminary interaction of Ralstonia and 
antagonistic substances. The control and inoculated tomatoes were planted 
into commercially available non-sterile nursery soil with abundance of peat 
(pH 5.8–6.0) and placed in a greenhouse for 2 weeks with 70–75% of 
humidity and 26–30 °Ñ air temperature. Number of treated plants was 20 
of each variant in each of three independent experiments. The results of 
inoculation were evaluated in 14 days by the following scale [16]: 1 – no 
visible symptoms; 2 – from 1% to 25% of plants showing wilt symptoms; 
3 – from 26% to 50% of plants displaying wilt symptoms; 4 – from 51% 
to 75% of plants showing wilt symptoms; 5 – greater than 75% of plants 
with wilt symptoms or dead. 

Results and dіscussіon
LAB antagonіstіc actіvіty in vitro. Among 18 investigated R. sola-

nacearum strains, 33% showed the susceptibility to enterococcal bacteriocin 
resulting in clear spots on bacterial lawns. MIC of bacteriocin varied from 
1.00 to 0.02 mg/ml.

To prove the suggestion that clear zones resulted from the action of 
proteinaceous bacteriocin, proteolysis with proteinase K was carried out 
athen the resulting mixture was spotted on Ralstonia lawn. No zone of 
inhibition or lysis occurred. The obtained results indicate that it was a 
proteinaceous substance, which caused the decline in bacterial population.

Producer strain (E. durans A5-11) could not cause itself the lysis zones 
around its colonies on R. solanacearum 7859 and 6189 strains.
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The effect of bacteriocin on target bacteria can differ in solid and 
liquid media [26]. To investigate this phenomenon in case of antagonistic 
substance, two strains were chosen showing differences in size lysis or 
inhibition zones on solid media (R. solanacearum 6189 and R. solanacearum 
7859).

In case of susceptible strain R. solanacearum 6189, decline of cell 
quantity occurred from the first hour of experiment (Fig. 1).

Fіg. 1. Growth of R. solanacearum 6189 іn LB broth іn presence of E. durans A5-11 
bacterіocіn (concentratіon 0.03 mg/ml). Error bars show standard devіatіon.

After 24 h of incubation no viable cells of Ralstonia were recovered 
from the suspension. Indeed, bacteriocins produced by enterococci are 
known for their lytic activities [21]. Additionally, the clearing of mixture of 
“target bacteria – bacteriocin” after first 2 h of incubation as was observed 
spectrophotometrically (Fig. 2), indicates that the effect of this antagonistic 
compound on Ralstonia is lytic and not inhibitory.

In case of less susceptible strain R. solanacearum 7859, slight differences 
in viable cell quantities were observed during exponential phase (Fig. 3) 
due to decrease of its growth rate but at the end, after 24 h of cultivation, 
similar yields of cells in control and treated samples were obtained indicating 
the retarding effect of bacteriocin on the Ralstonia strain cell growth. 
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Fіg. 2. Effect of E. durans A5-11 bacterіocіn 
(fіnal concentratіon іn a mіxture 0.06 mg/ml) on the growth of Ralstonia 

solanacearum 6189 іn LB broth as measured spectrophotometrіcally.

This excludes the existence of lytic properties of studied bacteriocin A 
narrow, strain-restricted susceptibility of Gram-negative microorganisms to 
bacteriocins of LAB has been already described [6; 15; 17]. Susceptibility 
of R. solanacearum seems to be strain-specific too and it needs to be 
investigated with the vast diversity of target and producing strains.

Fіg. 3. Growth of R. solanacearum 7859 іn LB broth іn presence of E. durans A5-11 
bacterіocіn (concentratіon 0.03 mg/ml); bars show standard devіatіon.

The next step undertaken was to check antagonistic possibilities of 
LAB on test-plants.
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Lactіc acіd bacterіa antagonіstіc actіvіty in vivo
Dipping plant roots into suspensions with the pathogens and bacteriocin 

of E. durans A5-11 resulted in decreasing numbers of wilted tomatoes in 
case of the strain R. solanacearum 6189 (Fig. 4).

6189  6189 and BCN  7859  7859 and BCN
A      B

Fіg. 4. Tomatoes treated wіth pathogen suspensіon and the mіxture  
of pathogen and bacterіocіn  

A – R. solanacearum 6189 and enterococcal bacteriocin (BCN), 
B – R. solanacearum 7859 and BCN.

Thus, after 15 days of experiment, severity of wilt on 6189-inoculated 
plants was one unit lower as measured using Kelman and Person scale 
[16] (Table). 

Table 

Estіmatіon of wіlt symptoms on treated tomatoes

Assessment of 
wіlt symptoms

Ralstonia 
solanacearum 

6189

Ralstonia 
solanacearum 

6189 
and E. durans 

bacterіocіn

Ralstonia 
solanacearum 

7859

Ralstonia 
solanacearum 

7859 
and E. durans 

bacterіocіn

Kelman and 
Person scale

4 3 4 4

Number of dis-
eased plants (%)

63.6% 45.0% 72.7% 75.0%

 
The inhibition of certain Ralstonia strains by LAB and by their second-

ary metabolites is a promising method of biological control meriting further 
study. However, several problems should be solved before. The laborious 
way of bacteriocin purification forces to search for the LAB strains releas-
ing antagonistic compounds against Gram-negative bacteria during their 
growth on nutritional media. 

This will eliminate the stage of bacteriocin extraction and purification 
from cell suspension. A lot of LAB strains originate from soil and plant 
surfaces [29; 33] hence they should survive well on plant surfaces. 

 
6189 6189 and BCN 

A 

 
7859 7859 and BCN 

B 
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Further investigations should be carried out including screening for 
even more effective antagonistic LAB and laboratory and field trials should 
confirm usefulness of their application on plants.
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ÂПËÈÂ ÁÀÊÒÅÐIÎÖÈÍУ ENTEROCOCCUS DURANS 
ÍÀ ЗÁУÄÍÈÊÀ ÁÀÊÒÅÐIÀËЬÍÎÃÎ ÂIËÒУ

Ðеферат 

Досліджено вплив бактеріоöину Enterococcus durans A5-11 на ріст 
бактерій Ralstonia solanacearum та здатність їх викликати вілт у тоìа-
тів. Нанесення бактеріоöину на газони штаìів Ralstonia solanacearum 
показало, що 33% тестованих штаìів фітопатогенів були ÷утливиìи до 
інгібую÷ої дії бактеріоöину. Ìініìальні інгібую÷і конöентраöії бактері-
оöина та розìіри зон лізису або інгібування росту бактерій варіювали 
залежно від штаìу. Òакі ж відìінності були виявлені щодо впливу бак-
теріоöину на бактерії штаìів Ralstonia solanacearum у рідкоìу серед-
овищі. Обробка коренів рослин тоìатів Lycopersicon esculentum Mill 
бактеріоöиноì E. durans A5-11 одно÷асно із зараженняì бактеріяìи 
R. solanacearum 6189 призвела до зìеншення кількості рослин тоìатів 
із сиìптоìаìи вілту. 

Êлю÷ов і  слова : бактеріоöин, Enterococcus durans, вілт тоìатів, 
Ralstonia solanacearum.
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ÂËÈßÍÈÅ ÁÀÊÒÅÐÈÎÖÈÍÀ ENTEROCOCCUS DURANS ÍÀ 
ÂÎЗÁУÄÈÒÅËß ÁÀÊÒÅÐÈÀËЬÍÎÃÎ ÂÈËÒÀ

Ðеферат

Èсследовано влияние бактериоöина Enterococcus durans A5-11 на 
рост бактерий Ralstonia solanacearum и способность их вызывать 
вилт у тоìатов. Нанесение бактериоöина на газоны штаììов Ralstonia 
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solanacearum показало, ÷то 33% тестированных штаììов фитопатоге-
нов были ÷увствительныìи к ингибирующеìу действию бактериоöина. 
Ìиниìальные ингибирующие конöентраöии бактериоöина и разìеры зон 
лизиса или ингибирования роста бактерий варьировали в зависиìости от 
штаììа. Òакие же разли÷ия были установлены для влияния бактериоöина 
на бактерии штаììов Ralstonia solanacearum в жидкой среде. Обработка 
корней растений бактериоöиноì E. durans A5-11 одновреìенно с зараже-
ниеì бактерияìи штаììа R. solanacearum 6189 привела к уìеньшению 
коли÷ества растений тоìатов с сиìптоìаìи вилта. 

Êлю÷евые слова : Enterococcus durans, бактериоöин, вилт тоìатов, 
Ralstonia solanacearum. 
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ÃÅÒÅÐÎËÎÃÈЧÍÀß ЭÊСПÐÅССÈß 
ÐÅÊÎÌÁÈÍÀÍÒÍÎÃÎ ÖÈÒÎÕÐÎÌÀ Ð450 2E1 ÌЫШÈ 

Â ESCHERICHIA COLI

Цеëь. Кëонировать кДНК ãена цитоõрома Р450 2Е1 мыши и поëучить 
экспрессию кëонированной кДНК в E. coli. Методы. Поëимеразная 
цепная реакция, методы кëонирования, эëектрофорез, вестерн-бëот 
анаëиз. Резуëьтаты. При кëонировании кДНК ãена цитоõрома Р450 
2Е1 мыши быëи испоëьзованы экспрессирующий вектор pCWOri+ и 
штамм E. coli DH5α. Дëя поëучения экспрессии рекомбинантноãо ци-
тоõрома Р450 2Е1 проведена модификация посëедоватеëьности кДНК 
ãена, кодирующей N-концевой фраãмент беëка, приводящая к деëеции 
посëедоватеëьности с 3 по 23 аминокисëотный остаток, нукëеотид-
ной замене во втором кодоне аëанина (GCG на GCT) и увеëичению 
содержания АТ в 6 посëедующиõ кодонаõ за счет моëчащиõ замен. Вы-
воды. Впервые быëа кëонирована с испоëьзованием экспрессирующеãо 
вектора pCWOri+ кДНК ãена цитоõрома Р450 2Е1 мыши (с указанной 
модификацией) и поëучена еãо экспрессия в E. coli. 

К ëюч е вы е  с ë о в а :  цитоõром Р450 2Е1, ãетероëоãическая экспрессия 
в E. coli, рекомбинантный беëок Cyp2E1. 

Ìикросоìальный белок öитохроì Ð450 2Å1 (Cyp2E1) принадлежит 
к суперсеìейству öитохроìов Ð450 – геìсодержащих ìонооксигеназ, 
ìетаболизирующих большинство поступающих в организì ÷еловека 
и животных ксенобиотиков [4, 10]. Ñубстратаìи Cyp2E1 являются 
преиìущественно небольшие гидрофобные (липофильные) хиìи÷еские 
соединения, такие как спирты, кетоны, альдегиды, нитрозоаìины, ароìа-
ти÷еские и галогенсодержащие углеводороды, ìногие из которых входят 
в состав косìети÷еских, лекарственных средств, продуктов питания, 
а также проìышленных и бытовых отходов, загрязняющих окружаю-
щую среду [2, 6]. Èзвестна роль Cyp2E1 в ìетаболи÷еской активаöии 
протоксинов, проканöерогенов и в образовании повреждающих клетки 
свободных радикалов кислорода и гидроперекисей. Показано у÷астие 
ферìента в патогенезе сахарного диабета, алкогольноì повреждении 
пе÷ени, болезни Àльöгейìера и др. [2, 8]. Òакиì образоì, выяснение 
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структурно-функöиональных характеристик Cyp2E1 особенно важно в 
таких областях, как фарìакология, токсикология, а также при ле÷ении 
и профилактике развития ìногих патологи÷еских проöессов [7, 11].

Для изу÷ения структурных и функöиональных свойств Cyp2E1 не-Cyp2E1 не-2E1 не-E1 не-1 не-
обходиì гоìогенный ферìент  в препаративноì коли÷естве.  Наиболее 
перспективныì способоì полу÷ения большого коли÷ества гоìогенного  
белка является генно-инженерный ìетод. В настоящее вреìя  индивиду-
ально ÷истые  функöионально активные форìы ìногих öитохроìов Ð450 
полу÷ены в разли÷ных гетерологи÷ных систеìах – бактериях, дрожжах, 
бакуловирусах и клетках животных [7, 9, 15]. Наиболее предпо÷тительной 
с÷итается бактериальная систеìа E. coli, преиìуществоì которой по срав-
нению с другиìи систеìаìи является нали÷ие ряда высокоэффективных 
экспрессирующих векторов, возìожность быстрого полу÷ения большого 
коли÷ества исследуеìых белков в гоìогенноì состоянии, простота их 
выделения и о÷истки, легкость проведения ìутагенеза, а также относи-
тельная дешевизна бактериальных сред [9].          

Öелью настоящей работы является полу÷ение  рекоìбинантного  
белка CYP2E1 ìыши в гетерологи÷ной систеìе E. coli для исследования 
его структурно-функöиональных и биохиìи÷еских свойств.

Ìатериалы и методы 
Для скрининга рекоìбинантных клонов и экспрессии кДНÊ гена 

Cyp2e1 использовали генноинженерный штаìì E. coli DH5α (supE44 
ΔlacU169 (φ80 lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1). 

Ìодификаöию и аìплификаöию  ìодифиöированной кДНÊ гена 
Cyp2e1 проводили ìетодоì ПÖÐ с поìощью пряìого 5�-ctcctcgtacatatg
gctaaacaaatttatcgttcttggaacctgccc-3� и обратного 5�-tggtggtgaagcttttatga
acgaggaatgacacaga-3� прайìеров в  буферной сìеси, содержащей 2 ìÌ  
хлорида ìагния, 200 ìкÌ каждого dNTP, 1 ìкÌ прайìеров, 50 нг ìатриöы 
и  2 U Taq полиìеразы фирìы «Fermentas» (Литва).  Первона÷альная 
денатураöия ìатриöы проводилась в те÷ение 3 ìин при 94 °Ñ. После-
дующие 30 öиклов реакöии состояли из этапов денатураöии в те÷ение 
30 сек. при 94 °Ñ, отжига в те÷ение 30 сек. при 59 °Ñ и элонгаöии в 
те÷ение 1 ìин. при 72 °Ñ. Последний этап синтеза проводили в те÷ение 
5 ìин. при 72 °Ñ.

Êоìпетентные клетки полу÷али согласно ìетоду Нишиìуры и со-
авт.[13]. Все проöедуры по клонированию кДНÊ гена  Cyp2e1 ìыши 
– рестрикöию, лигирование, трансфорìаöию и выделение плазìидной 
ДНÊ – проводили с поìощью ферìентов фирìы «Fermentas» (Литва) в 
соответствии c [14]. Для клонирования  использовали вектор  pCWOri+, 
любезно предоставленный доктороì   Ф. Генгерихоì (Vanderbilt University 
School of Medicine, Nashville, USA).   

Èндукöию экспрессии рекоìбинантного гена Cyp2e1 в культуре E. coli  
и выделение ìеìбран из бактериальных клеток проводили согласно [6]. 
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Òрансфорìированные  рекоìбинантной плазìидой коìпетентные клетки 
E. coli  DH5α выращивали на 1,5% агаризованной питательной среде 
LB, содержащей аìпиöиллин (100 ìкг/ìл), в те÷ение но÷и при 37 °Ñ. 
Òрансфорìированные колонии переносили в жидкую среду LB  с аìпиöил-LB  с аìпиöил-  с аìпиöил-
линоì (100 ìкг/ìл) и инкубировали при 37 °Ñ и 170 оборотах в ìинуту 
в те÷ение но÷и. На следующий день но÷ную культуру инокулировали в 
соотношении 1:1000  в среду ÒВ [14], содержащую  аìпиöиллин (100 ìкг/
ìл) и ìикроэлеìенты (100 ìл 4000·стокового раствора содержат 2,7 г 
FeCl3·6H2O, 0,2 г ZnCl2·4H2O, 0,2 г CoCl2·6H2O, 0,2 г Na2MoO4·2H2O, 
0,1 г CaCl2·2H2O, 0,1 г CuCl2 и 0,05 г H3BO3, растворенных в 1,2 M 
HCl)   и инкубировали 3–4 ÷аса в тех же условиях до опти÷еской плот-)   и инкубировали 3–4 ÷аса в тех же условиях до опти÷еской плот-
ности À600=0,6-0,8 ОÅ. Затеì в культуру добавляли предшественник 
геìа аìинолевуленовую кислоту до коне÷ной конöентраöии 0,5 ìÌ и 
проводили индукöию экспрессии рекоìбинантного гена Cyp2e1 1 ìÌ 
IPTG. Èндуöированную бактериальную культуру инкубировали на шей-. Èндуöированную бактериальную культуру инкубировали на шей-
кере в те÷ение 48 ÷асов при 30 °Ñ и 160 об/ìин Êлетки осаждали при  
4000 об/ìин в те÷ение 5 ìинут, отìывали  в калий-фосфатноì буфере, 
рН 7,5, содержащеì 0,15 Ì хлорид натрия, взвешивали и суспендировали 
в 2 объеìах (v/w) 75 ìM Tрис-хлоридного буфера, pH 7,5, содержащего 
250 ìM сахарозы и 0,25 ìÌ ЭДÒÀ. 

Для полу÷ения ìеìбран отìытые бактериальные клетки суспенди-
ровали в  100 ìÌ Òрис-аöетатноì буфере, рН 7,6, содержащеì 500 ìÌ 
сахарозы, 0,5 ìÌ ÅДÒÀ, из рас÷ета 5 ìл буфера на 100 ìл культураль-
ной  среды. Ñуспензию клеток разбавляли  равныì объеìоì бидистил-
лированной воды, добавляли к ней лизоöиì до конöентраöии 0,1 ìг/ìл 
и инкубировали 1 ÷ас на шейкере при ìягкоì переìешивании при 4 °Ñ. 
Ñферопласты осаждали при 5000 об/ìин в те÷ение 10 ìинут, взвешивали 
и суспендировали в 100 ìÌ калий-фосфатноì буфере, рН 7,4, содержа-
щеì 6 ìÌ аöетат ìагния, 20% глиöерин и 0,1 ìÌ ДÒÒ в соотношении 
1 ìл буфера на 0,5 г сферопластов. Ê суспензии сферопластов добавляли 
ингибиторы протеаз ПÌÑФ и леупептин до конöентраöии 1 ìÌ и 2 ìкÌ, 
соответственно, после ÷его сферопласты лизировали  ультразвукоì на 
ультразвуковоì дезинтеграторе 3 раза по 30 сек. Полу÷енный лизат 
осветляли öентрифугированиеì при 10000 об/ìин при 4 °Ñ в те÷ение 
10 ìин. Ìеìбраны из осветленного лизата осаждали при 100000 g в 
те÷ение 90 ìин. Осажденные ìеìбраны суспендировали в ìиниìальноì 
объеìе 100 ìÌ калий-фосфатного буфера, pH 7,4, содержащего 6 ìÌ 
аöетат ìагния, 20% глиöерин и 10 ìÌ β-ìеркаптоэтанол.

Электрофорети÷еское разделение белков в полиакрилаìидноì геле 
в присутствии додеöилсульфата натрия  проводили по ìетоду Лэììли с 
использованиеì 4% конöентрирующего и 12% разделяющего гелей [14]. 
Ðазделенные в ДДÑ-ПÀÀГ  белки переносили на нитроöеллюлозную ìеì-
брану BA-85 ìетодоì полусухого активного электропереноса с поìощью 
прибора CSL Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-CSL Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Semi Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Dry Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Blotting Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Units (Cleaver Scientific Ltd, Велико- (Cleaver Scientific Ltd, Велико-Cleaver Scientific Ltd, Велико- Scientific Ltd, Велико-Scientific Ltd, Велико- Ltd, Велико-Ltd, Велико-, Велико-
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британия) при силе тока 200 ìÀ в те÷ение 40 ìинут. Для иììуноблот-
анализа использовали кроли÷ьи поликлональные антитела к Cyp2E1 
ìыши, полу÷енные в лаборатории [12], и втори÷ные anti-Rabbit антитела 
фирìы “Sigma” (ÑШÀ), конъюгированные с пероксидазой хрена. Для 
предупреждения неспеöифи÷ного связывания ìеìбраны обрабатывали 
5% раствороì сухого ìолока в буфере ÒBST. Визуализаöию белковых 
полос проводили хеìилюìинисöентныì ìетодоì с использованиеì в ка-
÷естве субстратов люìинола, р-куìаровой кислоты и пероксида водорода 
согласно протокола ECL Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-ECL Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-Western Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо-Blotting («Amersham», Àнглия). Экспо- («Amersham», Àнглия). Экспо-Amersham», Àнглия). Экспо-», Àнглия). Экспо-
зиöию выполняли на рентгеновской пленке CP-BU («AGFA», Бельгия).  

Ðезультаты и обсуждение 
Ðанее на ìатриöе  выделенной из клеток пе÷ени ìыши тотальной ÐНÊ 

наìи была полу÷ена суììарная кДНÊ полиÀ-содержащих ìÐНÊ, которая 
была использована для прайìерспеöифи÷ного ПÖÐ-синтеза полноразìер-
ной  кДНÊ гена ìикросоìального белка öитохроìа Ð450 2Å1 [1]. Àìпли-
фиöированная последовательность  была клонирована в векторе рÅÒ24а, 
широко используеìоì для экспрессии экзогенных белков в E. coli. Однако 
попытки полу÷ить экспериìентально определяеìый уровень экспрессии 
белка в совìестиìых с данныì вектороì штаììах E. coli  BL21 (DE3), 
C41  и Rosetta, трансфорìированных полу÷енной конструкöией рÅÒ24а-
Cyp2E1, оказались безуспешныìи [12]. Данные согласуются с работаìи 
других авторов, указывающиìи на то, ÷то токси÷ные  для бактериаль-
ной клетки öитохроìы Ð450 ìлекопитающих крайне трудно полу÷ить в 
экспрессирующих векторах серии рÅÒ, поскольку высокий уровень экс-
прессии рекоìбинантных ферìентов  в данных векторах приводит либо 
к гибели клеток, либо к накоплению синтезированных белков в тельöах 
вклю÷ения вследствие нарушения их фолдинга [3].  

Àнализ используеìых для гетерологи÷ной экспрессии в E. coli плаз-
ìидных векторов показал, ÷то наиболее подходящиì  для экспрессии 
öитохроìов Ð450 ìлекопитающих является разработанный в лаборатории 
Дальквиста вектор pCWOri+, содержащий два тандеìно расположенных 
индуöируеìых tac проìотора и ориджин репликаöии плазìиды pBR322 
[3, 5].  Было показано также, ÷то для эффективной экспрессии клони-
рованных кДНÊ  генов öитохроìов Ð450 требуется ìодификаöия  их 
нуклеотидной последовательности, кодирующей N-конöевой фрагìент 
соответствующих белков. Ìодификаöия заклю÷ается в заìене кодона 
второй аìинокислоты на наиболее ÷асто встре÷аеìый в белках E. coli  
кодон аланина GCT. Êроìе этого, в последующих нескольких кодонах 
кодируеìой последовательности необходиìо увели÷ение содержания ÀÒ 
за с÷ет ìол÷ащих заìен, ÷то снижает потенöиал синтезированных ìÐНÊ 
к форìированию втори÷ной структуры, препятствующей их связыванию 
с рибосоìаìи [3, 9]. Данная ìодификаöия, ÷асто в со÷етании с делеöией 
нуклеотидной последовательности первых 10–30 аìинокислот N-конöевой 
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сигнальной последовательности белков, а также использование вектора 
pCWOri+ позволили полу÷ить большинство каталити÷ески активных 
рекоìбинантных изофорì öитохроìов Ð450 ìлекопитающих, в тоì ÷исле  
Cyp2E1 кролика и ÷еловека [7, 9, 15]. 

Данный подход был использован наìи для полу÷ения экспрессии 
рекоìбинантного гена öитохроìа Ð450 2E1 ìыши и наработки соот-
ветствующего гетерологи÷ного белка в клетках E. coli. Ìодификаöию  
кДНÊ гена Cyp2e1 и ее наработку для клонирования в вектор pCWOri+ 
проводили ìетодоì ПÖÐ на ìатриöе рекоìбинантной плазìиды рÅÒ24а-
Cyp2E1. Для этого наìи были  синтезированы ограни÷ивающие  полную 
последовательность гена пряìой  и обратный прайìеры, из которых пря-
ìой прайìер нес заìену второго кодона GCG на GCT и делеöию нуклео-GCG на GCT и делеöию нуклео- на GCT и делеöию нуклео-GCT и делеöию нуклео- и делеöию нуклео-
тидной последовательности следующих 21 N-конöевых  аìинокислотных 
остатков белка. Êроìе того, для повышения  ÀÒ содержания в первых 
кодонах ìодифиöированной последовательности кДНÊ гена Cyp2e1 наìи 
были спроэктированы  в пряìоì  прайìере заìены нуклеотидов в 4, 5, 
7 и 8 кодонах, не ìеняющие аìинокислотную последовательность белка 
Cyp2E1 (рис. 1.À). 

Для встраивания кДНÊ гена в pCWOri+ в пряìой прайìер был 
введен сайт рестрикöии эндонуклеазы NdeI, совпадающий с иниöиирую-NdeI, совпадающий с иниöиирую-, совпадающий с иниöиирую-
щиì кодоноì ATG, а в обратный – эндонуклеазы HindIII, следующий 
непосредственно за стоп кодоноì.  После ПÖÐ-синтеза на ìатриöе 
плазìиды рÅÒ24а-Cyp2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-Cyp2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-2E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-E1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-1 аìплифиöированный и о÷ищенный в агаро-
зе  ДНÊ- фрагìент клонировали по этиì сайтаì рестрикöии в вектор 
pCWOri+ (рис. 1.Б). В результате была полу÷ена рекоìбинантная плаз-+ (рис. 1.Б). В результате была полу÷ена рекоìбинантная плаз-
ìида pCW/ΔCyp2E1 с ìодифиöированной последовательностью кДНÊ 
Cyp2е1 ìыши. Èз рис. 2  и рис. 3 видно, ÷то как аìплифиöированный, 
так и клонированный в  плазìиде  pCWOri+ фрагìенты одинаковы по 
разìеру и равны приìерно 1500 пар оснований, ÷то соответствует  длине 
кДНÊ гена Cyp2е1. 

Ñледует отìетить, ÷то любая ìодификаöия последовательности кДНÊ  
генов öитохроìов Ð450 еще не гарантирует  эффективный синтез  ко-
дируеìых иìи ферìентов. Это связано с теì, ÷то на экспрессию белков 
ìожет оказывать влияние  состав последовательности клонируеìой ДНÊ. 
Êроìе того, показано, ÷то экспрессия öитохроìов Ð450 в клетках E. coli 
зависит от используеìых штаììов бактерий. Наибольший уровень экс-
прессии клонированных öитохроìов Ð450 был полу÷ен в штаììе DH5α 
[6]. Поэтоìу в данной  работе ìы использовали этот штаìì, а также наи-
более уда÷ный вариант ìодификаöии кДНÊ öитохроìа Ð450 2Å1 ÷еловека, 
обеспе÷ивающий саìый высокий уровень экспрессии белка в векторе 
pCWOri+ [6]. Для выявления экспрессии рекоìбинантного белка Cyp2E1 
в клетках DH5α, трансфорìированных полу÷енной наìи рекоìбинантной 
плазìидой pCW/ΔCyp2Å1, были использованы спеöифи÷ные к Cyp2E1 
ìыши поликлональные антитела кролика, полу÷енные ранее в нашей 
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Ðис. 1. Êлонирование кÄÍÊ цитохрома Ð450 2Å1 в векторе pCWOrі+.

À –  ìодификаöия нуклеотидной последовательности кДНÊ öитохроìа Ð4502Å1 
ìыши, кодирующей N-конöевую последовательность белка: Cyp2Å1 – нативная 

нуклеотидная и аìинокислотная последовательности öитохроìа Ð4502Å1; ΔCyp2Å1 – 
ìодифиöированная нуклеотидная и  аìинокислотная последовательности öитохроìа 

Ð4502Å1. Черто÷каìи обозна÷ены делетированные нуклеотиды и соответствующие иì 
аìинокислоты в ìодифиöированной N-конöевой последовательности Cyp2Å1.  Òо÷каìи 

над ìодифиöированной нуклеотидной последовательностью Cyp2е1 обозна÷ены 
нуклеотидные заìены, не изìеняющие перви÷ную структуру белка. 

Б – схеìа клонирования кДНÊ гена öитохроìа Ð4502Å1 ìыши в векторе pCWOri+.

Fіg. 1. Clonіng of cytochrome P450 2E1 cDNA іn the vector pCWOrі+.

A – Modification of the mouse cytochrome P450 2E1 gene cDNA nucleotide sequence  
encoding the N-terminal amino acid sequence of the protein: Cyp2e1 and ΔCyp2e1 – 

native and modified cytochrome P450 2E1 gene cDNA nucleotide sequence; Cyp2E1 and 
ΔCyp2E1 – native and modified cytochrome P450 2E1 amino acid sequence. Rectangular 

box in the native nucleotide sequence of Cyp2e1 cDNA shows nucleotides deleted in 
the modified N-terminal sequence of the Cyp2e1 protein. The points under the modified 

Cyp2e1 nucleotide sequence show nucleotide substitutions which do not alter the 
primary structure of protein. 

B – Scheme of the mouse cytochrome P450 2E1 gene cDNA cloning into expression 
vector pCWOri+. Modified by PCR Cyp2e1 cDNA was restricted with NdeI - HindIII 
enzymes and ligated at sticky ends into plasmid vector pCWOri+ cut by the same 
enzymes. In the plasmid construct pCW/ΔCyp2E1 created by us Cyp2e1 cDNA is 

located  under two inducible tac promoters, which direct its transcription. 

 À

Á
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лаборатории [12]. На рис. 4 приведены результаты иììуноблот-анализа 
белкового состава тотального  клето÷ного  лизата трансфорìированных 
рекоìбинантной плазìидой  и индуöированных IPTG бактериальных 
клеток E. coli DH5α, а также выделенной  из этих клеток  ìеìбранной 
фракöии.  

 

Ðис. 2. ПÖÐ ампликон кÄÍÊ Cyp2e1 мыши, 
синтезированный с помощью модифицирующих 

праймеров на матрице рекомбинантной плазмиды  
pÅÒ24а-Сyp2E1 

 1 – ДНÊ ìаркер (GeneRulerTM100bp DNA Ladder, 
«Fermentas», Литва);  

2 – ПÖÐ аìпликон кДНÊ Cyp2e1 ìыши

Fіg. 2. PCR amplіcon of mouse Cyp2e1 cDNA 
synthesіzed by usіng of modіfyіng prіmers on the 

matrіx of the recombіnant plasmіd pET24a-Cyp2E1  
1 – DNA marker (GeneRulerTM100bp DNA Ladder, 

«Fermentas», Lithuania),  
2 – PCR amplicon of mouse Cyp2e1 cDNA.

Ðис. 3. Ðестриктный анализ 
рекомбинантной плазмиды pCW/

ΔCyp2Å1
1 – ДНÊ ìаркер (GeneRulerTM100bp DNA 

Ladder, «Fermentas», Литва); 
 2 – ДНÊ рекоìбинантной плазìиды 

pCW/ΔCyp2Å1, обработанной  
рестриктазаìи NdeI-HindIII

Fіg. 3. Restrіctіon analysіs of 
recombіnant plasmіd pCW/ΔCyp2E1 
1 – DNA marker (GeneRulerTM100bp 
DNA Ladder, «Fermentas», Lithuania),  
2 – DNA of the recombinant plasmid 

pCW/ΔCyp2E1 treated with restriction 
enzymes NdeI-HindIII.
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Ðекоìбинантный о÷ищенный öитохроì Ð450 2Å1 ÷еловека был взят 
наìи в ка÷естве контроля, поскольку полу÷енные наìи  антитела  к 
Cyp2E1 ìыши были также кросс-спеöифи÷ны и к этоìу öитохроìу. 
Êак видно из иììуноблота, ìодифиöированная  и клонированная наìи 
в векторе pCWOri+ кДНÊ гена Cyp2e1 эффективно экспрессируется в 
бактериальной культуре, о ÷еì свидетельствует нали÷ие  синтезирован-
ного Cyp2E1 ìыши как в клето÷ноì лизате, так и в ìеìбранной фракöии 
E. coli. 

Ðис. 4. Экспрессия рекомбинантного Сyp2E1 мыши в индуцированных IPTG 
клетках E. coli DH5α, трансформированных плазмидой pCW/ΔCyp2E1. 

Èммуноблот-анализ с использованием поликлональных анти-Сур2Å1 антител 
1 – суììарный  лизат клеток E. coli DH5α; 2 –  ìеìбранная фракöия клеток 

E. coli DH5α; 3 – рекоìбинантный Ñyp2E1 ÷еловека

Fіg. 4. Western blot analysіs of recombіnant mouse cytochrome P450 2E1 
expressed іn c E. coli DH5α cells, transformed wіth the pCW/ΔCyp2E1 plasmіd 

and іnduced wіth IPTG 
1 – the total protein lysate of E. coli DH5α cells; 2 – protein membrane fraction 

of E. coli DH5α cells; 3 – control-recombinant human cytochrome P450 2E1.

Òакиì образоì, в результате проделанной работы наìи ìодифиöиро-
вана и клонирована кДНÊ гена öитохроìа Ð450 2Å1 ìыши и показана ее 
экспрессия в клетках E. coli DH5α.   Дальнейшиì направлениеì наших 
работ является секвенирование клонированной последовательности и 
оптиìизаöия экспрессии Cyp2E1в клетках E. coli для наработки ферìента 
и исследования его структурных и функöиональных свойств.  
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ÃÅÒÅÐÎËÎÃ²ЧÍÀ ÅÊСПÐÅС²ß ÐÅÊÎÌÁ²ÍÀÍÒÍÎÃÎ 
ÖÈÒÎÕÐÎÌУ Ð450 2Å1 ÌÈШ²  Â ESCHERICHIA COLI

Ðеферат

Ìета. Êлонувати кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші та отриìати 
експресію клонованої кДНÊ в E. coli. Ìетоди. Поліìеразна ланöюгова 
реакöія, ìетоди клонування, електрофорез, вестерн-блот аналіз. Ðезуль-
тати. При клонуванні кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші були вико-
ристані експресую÷ий вектор pCWOri+  та штаì E. coli DH5α.  З ìетою 
отриìання експресії рекоìбінантного öитохроìу Ð450 2Å1 проведено 
ìодифікаöію послідовності кДНÊ гена, яка кодує N-кінöевий фрагìент 
білку, що призводить до делеöії послідовності з 3 по 23 аìінокислотний 
залишок, нуклеотидної заìіни у другоìу кодоні аланіну (GCG на GCT) 
та збільшення вìісту ÀÒ у 6 подальших кодонах за рахунок ìов÷азних 
заìін. Висновки. Вперше було клоновано із використанняì експресую÷ого 
вектору pCWOri+ кДНÊ гена öитохроìу Ð450 2Å1 ìиші (із вказаною 
ìодифікаöією) та отриìано його експресію в E. coli.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а :  öитохроì Ð450 2Å1, гетерологі÷на експресія в 
E. coli,  рекоìбінантний білок Ñур2Å1.

V. Zayets, V. Kіtam, V. Rushchak, O. Maksymchuk, M. Chashchyn

Institute of Molecular Biology and Genetics, National Academy of Sciences of Ukraine, 150, 
Zabolotnogo str., Kyiv, 03680, Ukraine, e-mail: prima@imbg.org.ua

HETEROLOGOUS EXPRESSION OF RECOMBINANT MOUSE 
CYTOCHROME P450 2E1 IN ESCHERICHIA COLI

Summary

Aim. The cloning of  the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA and 
obtaining of expression of cloned cDNA in E. coli. Methods. Polymerase 
chain reaction, cloning techniques, electrophoresis, Western blot. Results. 
For cloning of  the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA  pCWOri+ expression 
vector and the strain E. coli DH5α  were used. To obtain recombinant 
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cytochrome P450 2E1   expression the cDNA gene sequence encoding the 
protein N-terminal fragment was modified, it was leading to deletion from 
3 to 23 amino acid residues, nucleotide substitution in the second Ala 
codon (GCG to GCT) and increasing AT content in the next six codons 
by silent substitutions.  Conclusions. For the first time by using the 
pCWOri+ expression vector the mouse cytochrome P450 2E1 cDNA (with 
this modification) was cloned and its expression was obtained in E. coli. 

 
Key  wo r d s : cytochrome P450 2E1, heterologous expression in E. coli, 

recombinant Cyp2E1.
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ÅËÅÊÒÐÎФÎÐÅÒÈЧÍI СПÅÊÒÐÈ ÊÀÐÁÎÊСÈËÅСÒÅÐÀЗ 
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

ЗÀËÅЖÍÎ ÂIÄ УÌÎÂ ÅÊСÒÐÀÃУÂÀÍÍß ÒÀ 
СУÁСÒÐÀÒУ ÄËß ÂÈÐÎЩУÂÀÍÍÍß 

За допомоãою методу еëектрофоретичноãо розподіëу в поëіакриëамідному 
ãеëі досëіджено скëад спектрів множинниõ моëекуëярниõ форм кар-
боксиëестераз пëодовоãо тіëа та міцеëію ãриба Ganoderma lucidum 
(Сurtis) P. Karst, який вирощуваëи на середовищаõ з вівсом та ячменем. 
Визначено впëив скëаду та рН екстраãенту на виявëення ізоформ фер-
менту карбоксиëестерази. Заëежно від скëаду поживноãо середовища 
та умов екстраãування ферменту на еëектрофореãрамаõ виявëено від 
2 до 9 ізоформ карбоксиëестераз. Константними множинними моëеку-
ëярними формами карбоксиëестераз, що визначаëися у всіõ варіантаõ, 
буëи дві середньоруõëиві ізоформи з Rf 0,380 та 0,510.

Кëючов і  с ë ова : Ganoderma lucidum, карбоксиëестераза, спектр 
ізоформ, мінëивість.

Êарбоксилестерази (ÊФ 3.1.1.1) – серинові гідролази широкого спект-
ру дії, що каталізують гідроліз переважно аліфати÷них і ароìати÷них 
ефірів ниж÷их жирних кислот, а також ефірів ìоло÷ної, бурштинової та 
інших органі÷них кислот і багатьох аìінокислот. Їх виявлено в клітинах 
бактерій, грибів, рослин та тварин [1]. Ó карбоксилестераз базидіо-
ìіöетів встановлено також наявність ліпазної активності. За ìолеку-
лярною будовою карбоксилестерази різних організìів дещо різняться. 
Ó базидіоìіöетів öя група ферìентів ìає вісіì субодиниöь з загальною 
ìасою 430 кД [2]. Завдяки зна÷ній внутрішньовидовій ìінливості та 
простоті гістохіìі÷ного виявлення [3] карбоксилестераз використовують 
як ìаркерний ферìент у популяöійно-генети÷них дослідженнях та при 
ідентифікаöії організìів [4–10]. Поліìорфізì карбоксилестераз вищих 
базидіоìіöетів вив÷ено ìало. Ðазоì з тиì, отриìана інфорìаöія ìоже 
стати у нагоді при визна÷енні ìодифікаöійної та генотипової ìінливості 
грибів, особливостей форìування їх öілющих властивостей залежно від 
уìов вирощування, тощо. 

© Ñ.Л. Ìірось, Ю.Ю. Дуденко, Н.Ñ. Бобрешова, Ò.В. Гудзенко, В.О. Iваниöя, 2012
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Ìетою роботи було вив÷ення складу електрофорети÷них спектрів 
ìножинних ìолекулярних форì карбоксилестераз у лікарського бази-
діоìіöета Ganoderma lucidum ((Сurtis) P. Karst) за різних поживних 
середовищ та уìов екстрагування ферìенту. 

Ìатеріали і методи
Ó роботі використовували штаì Ganoderma lucidum ONU F101, 

отриìаний з Iнституту сільськогосподарської генетики (ì. Ханой).
Вплив роз÷инника та рН середовища при екстрагуванні на спектр 

ізофорì карбоксилестераз досліджували на плодових тілах трутовика 
лакованого, що були отриìані при культивуванні ìіöелію на суìіші со-
лоìи пшениöі та я÷ìеню. Гриб вирощували  при теìпературі 22 °Ñ (при 
переході до плодоношення – при 16 °Ñ) і вологості повітря 90%. Ферìент 
екстрагували роз÷инникаìи: гліöин – 0,1 Ì (рН 4,0); тріс-гліöиновий 
буфер – 0,1 Ì (рН 7,4); гліöин-NaOH буфер – 0,1 Ì (рН 9,0); гліöин-
NaOH буфер – 0,1 Ì, з доданняì 1% тритону Х-100 (рН 9,0). Проби 
свіжозібраного плодового тіла з роз÷инникоì розтирали у ступöі на холоді 
у співвідношенні біоìаса/роз÷инник (w/v) 1:5 .

Залежність експресії ìножинних ìолекулярних форì карбоксилес-
тераз (ÌÌФ) від виду субстрату досліджували на пробах отриìаних з 
ìіöелію, який вирощували на субстраті з зернового я÷ìеню та вівса:

Зерновий ìіöелій  I
овес – 1 кг 
крейда – 30 г 
гіпс – 120 г 
вода  – 2 л

Зерновий ìіöелій  II
я÷ìінь –1 кг
крейда – 30 г 
гіпс – 120 г 
вода  – 2 л

 Iз зібраного ìіöелію готували наважки по 100 ìг, додавали по 100 
ìкл або 1000 ìкл екстрагенту і гоìогенізували так саìо, як плодові 
тіла. Для екстракöії ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію використовува-
ли 0,1 Ì гліöин-NaOH буфер з 1% тритону Х-100. Підготовлені такиì 
÷иноì проби öентрифугували на холоді (+4 °Ñ) при 10 000 g впродовж 
15 хв, після ÷ого піддавали заìорожуванню-відтаюванню. Отриìані та-
киì ÷иноì екстракти піддавали електрофорети÷ноìу розділенню у 7% 
поліакрилаìідноìу гелі. ÌÌФ карбоксилестераз виявляли за ìетодикою 
Л.I. Êоро÷кіна [3] з ìодифікаöіяìи [11].

Одержані електрофореграìи сканували і аналізували за допоìогою 
спеöіальної ліöензійної коìп'ютерної програìи «ÀнаÈÑ».

Ðезультати та їх обговорення 
Для дослідження залежності виявлення ÌÌФ карбоксилестераз від 

складу екстрагента отриìували свіжі плодові тіла трутовика лакованого. 
Для екстракöії ÌÌФ карбоксилестераз використовували три буфери із 
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різниìи зна÷енняìи рН та один – з доданняì детергента тритон Х-100. 
Ðезультати електрофорезу отриìаних екстрактів ÌÌФ карбоксилестераз 
плодового тіла трутовика лакованого представлено на рис. 1.

Ðозчинник, рÍ Åлектрофореграма

0,1 Ì гліöин (рН 4,0)

0,1 Ì тріс-гліöиновий 
буфер (рН 7,4)

0,1 Ì гліöин-NaOH буфер 
(рН 9,0);

0,1 Ì гліöин-NaOH бу-
фер,  1% тритон Х-100 
(рН  9,0)

–       Ìінорні фракöії                                                                     +

Rf  0,380 0,510 0,590 0,620

Ðис. 1. Спектри ÌÌФ карбоксилестераз плодових тіл G. lucidum за екстракції 
різними розчинниками

Fіg. 1. The spectra of carboxylesterases molecular forms of G. lucidum fruіt bodіes 
extracted by dіfferent solvents
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Як видно з електрофореграì у пробах з плодового тіла Ganoderma 
lucidum визна÷ається до ÷отирьох основних ізофорì з відносною рух-
ливістю 0,380; 0,510; 0,590; 0,620. Ñтупінь їх екстрагування залежить 
від складу роз÷инника і зна÷ення рН. Найкращі результати отриìано 
для екстрагенту, що ìістить 0,1 Ì гліöин-NaOH буфер з доданняì 1% 
тритону Х-100 (рН 9,0). Öей склад роз÷инника дозволяє виявити також 
ìінорні слабо рухливі форìи карбоксилестераз. 

В подальшоìу вив÷али залежність експресивності ìножинних ìоле-
кулярних форì карбоксилестераз ìіöелію від виду субстрату, на якоìу 
його вирощували, використовую÷и як роз÷инник гліöин-NaOH буфер з 
тритоноì у співвідношенні ìіöелій/роз÷инник (w/v) 1:10 та 1:1. Для öього 
зразки ìіöелію вирощеного на зерні вівса та я÷ìеню гоìогенізували та 
екстрагували ÌÌФ карбоксилестераз. 

Ðезультати експресивності ÌÌФ карбоксилестераз залежно від виду 
субстрату для вирощування ìіöелію гриба представлені на рис. 2.

Àналіз спектрів показав, що для екстракöії карбоксилестерази з зер-
нового ìіöелію кращиì є співвідношення його з роз÷инникоì 1:1. Більше 
розведення (1:10) призводить до того, що ÷астина ізофорì, вìіст яких 
ìенший, не виявляються. 

При порівнянні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію, отриìа-
ного на різних субстратах, було виявлено їх відìінності. Ó ìіöелії, що 
культивувався на вівсяноìу середовищі  детектовано найбільшу кількість 
ізофорì – дев’ять (з Rf   0,190; 0,380; 0,510; 0,520; 0,590; 0,620; 0,660; 
0,720 та 0,800). Ó пробі ìіöелію отриìаного з я÷ìеню спостерігали екс-
пресію лише шести ÌÌФ (відсутніìи виявилися ізофорìи з Rf  0,190; 
0,590 та 0,620). Öе ìоже бути пов’язано з відìінностяìи хіìі÷ного складу 
зернового субстрату. Òак, у вівсяноìу зерні ìіститься жирів у 2,5 рази, 
а клітковини у 2 рази більше ніж у зерні я÷ìеню [12]. Éìовірно саìе 
більша кількість жирів у вівсяноìу субстраті призводить до експресії 
більшої кількості ÌÌФ карбоксилестераз. Відоìо, що гриби ìожуть ви-
користовувати ліпіди як джерело вуглеöю та енергії розщеплюю÷и їх за 
допоìогою ліпаз. В результаті утворюються складні ефіри і альдегіди, 
які є субстратоì для карбоксилестераз [13].

При порівнянні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз з ìіöелію та плодо-
вих тіл також встановлено відìінності в кількості ізофорì öього ферìен-
ту. Ó пробах з плодового тіла їх нараховується до ÷отирьох. Ñпільниìи 
ìножинниìи ìолекулярниìи форìаìи карбоксилестераз з плодового тіла 
і ìіöелію були ізофорìи з відносною рухливістю 0,380 та 0,510. Ðешта, 
визна÷ених у пробах з плодового тіла ÌÌФ з Rf  0,590 та 0,620, була за-
фіксована лише у ìіöелії, що вирощували на вівсяноìу зерні. Встановлені 
відìінності в спектрах ÌÌФ карбоксилестераз ìожуть бути обуìовлені 
як складоì субстрату для вирощування так і стадією розвитку гриба.
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Субстрат та 
співвідношення 

міцелій/розчинник 
(w/v)

Åлектрофореграма

  Rf

Овес, 1 : 1

 0,190   0,520 0,590 0,660 0,720 0,800 

           0,620

 

Овес, 1 : 10

Я÷ìінь, 1 : 1

Я÷ìінь, 1 : 10

  Rf    0,380     0,510

Ðис. 2. Åкспресивність ÌÌФ карбоксилестераз залежно від виду субстрату для 
вирощування міцелію гриба G. lucidum

Fіg. 2. Expressіvіty of carboxylesterases molecular forms dependіng on the 
substrate for growіng G. lucidum  mushroom mycelіum

T. Tseng і L. Lay [14] при вирощуванні G. lucidum на рідкоìу серед-
овищі, що ìістило солод, декстрозу та пептон визна÷или у ìіöелії 8 ізо-
форì карбоксилестераз. При öьоìу ферìенти екстрагували фосфатниì 
буфероì з рН 6,5. Ñ. Бойко виявив у диспорової культури G. lucidum 8 
ÌÌФ öього ферìенту, а у ìоноспорової культури – лише 3 з низькою 
електрофорети÷ною рухливістю [9]. 
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Визна÷ення електрофорети÷ного спектру естераз грибів застосовують 
для встановлення таксоноìі÷ного положення та належності до екологі÷них 
груп невідоìих штаìів [10, 14]. Проте, як показали наші дослідження, 
залежно від уìов отриìання ìіöелію та екстрагування спостерігається 
ìінливість електрофорети÷них спектрів ÌÌФ карбоксилестераз у діа-
пазоні від 2 до 9 ізофорì. Отже, ìінливість, обуìовлена ìеханізìаìи 
регуляöії експресії за різного складу поживного середовища, стадією 
розвитку гриба та уìоваìи екстрагування ферìентів, необхідно врахову-
вати при застосуванні спектрів ÌÌФ карбоксилестераз для таксоноìії та 
ідентифікаöії öих грибів. З öією ìетою ìожна рекоìендувати визна÷ені 
наìи конститутивні форìи ферìенту, якиìи є середньорухливі ізофорìи 
з Rf  0,380 та 0,510.

ËIÒÅÐÀÒУÐÀ
1. Аëбертс В., Брей Д., Льюис Дж., Рэфф М., Роберте К., Уотсон 

Дж. Ìолекулярная биология клетки. Ì.: «Ìир». 1987. – Ò. 3. – Ñ.107–110. 
2. Zorn H., Bouws H., Takenberg M., Nimtz M., Getzlaff R., Breithaupt 

D.E., Berger R.G. An extracellular carboxylesterase from the basidiomycete 
Pleurotus sapidus hydrolyses xanthophyll esters // Biol. Chem. – 2005. – 
V.386, ¹ 5. – Ð. 435–440. 

3. Корочкин Л.И., Серов О.Л., Пудовкин А.И., Аронштам А.А., 
Боркин Л.Я., Маëецкий C.И., Поëякова Е.В., Манченко Г.П. Генетика 
изоферìентов. – Ì.: Наука, 1977. – 275 с.

4. Дворник В.Я., Миõеенко И.П., Котов В.С. Генети÷еская диффе-
ренöиаöия по локусаì эстераз краевых популяöий сосны обыкновенной 
(Pinus sylvestris L.)на территории Óкраины // Öитология и генетика. – 
1998. – Ò. 32. – ¹ 3. – Ð. 59–63.

5. Радионов Д.Б., Андриевский А.М., Хаустова Н.Д., Красно-, Андриевский А.М., Хаустова Н.Д., Красно-Андриевский А.М., Хаустова Н.Д., Красно-, Хаустова Н.Д., Красно-Хаустова Н.Д., Красно-, Красно-Красно-
сеëьская А.А. Àнализ ÷астот встре÷аеìости генотипов и аллелей по 
локусу эстеразы в природных и лабораторных популяöиях Drosophila 
melanogaster // Вісник ОНÓ. –  2009. –  Ò. 14. – Вип. 8. – Ñ. 54–60. 

6. Godinho L.F., Reis C.R., Rozeboom H.J., Dekker F.J., Dijkstra 
B.W., Poelarends G.J., Quax W.J. Enhancement of the enantioselectivity 
of carboxylesterase A by structure-based mutagenesis // Journal of 
Biotechnology. – 2012. – ¹ 158. – Ð. 36–43.

7. Серебров В.В., Аëексеев А.А., Гëупов В.В. Èзìенение активности 
и спектра эстераз геìолиìфы гусениö вощинной ìоли Galleria mellonella 
L. (Lepidoptera: Pyrallidae) при ìикозах // Èзв. ÀН. Ñер. биол. 2001. – 
¹ 5. – Ñ. 588–592.

8. Заморов В.В., Рыжко И.Л., Друзенко О.В. Полиìофизì эстераз 
бы÷ка-кругляка Neogobius melanostomus (Pallas) из акватории острова 
зìеиный // Вестник ОНÓ. – 2010. – Ò. 15, Вып. 17. – Ñ. 73–81.  



58 ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

С.Ë. Ìірось, Ю.Ю. Äуденко, Í.С. Áобрешова, Ò.Â. Ãудзенко, Â.Î. ²ваниця

9. Бойко С. М. Èсследование внутриклето÷ных ферìентных сис-
теì ìоноспоровых культур изолята Irpex lacteus Fr. // Immunology, 
Allergology, Infectology. – 2010. – ¹ 10. – Ñ.18. 

10. Матросова Е.В. Öитологи÷еский и изоферìентный анализ видов 
рода Agaricus Fr. emend. Karst.: дис. на стиск. нау÷. степени канд. биол. 
наук: спеö. 03.00.24. – Ìосква, 2007. – 26 с.

11. Андрієвський О.М. Фізико-хіìі÷ні ìетоди дослідження білків. 
Посібник для студентів, аспірантів і стажистів, що нав÷аються на 
біологі÷ноìу факультеті. – Одеса, 2003. – 39 с.

12. Кретович В. Л., Метëицкий Л. В., Бокучава М. А. Скобеëева Н.И., 
Кишковский З.Н., Иëьин Г.С., Фениксова Р.В. Òехни÷еская биохиìия. 
Ó÷ебное пособие для студентов университетов и техн.институтов пищевой 
проì-ти. – Ì.: «Высшая школа», 1973. – 456 с.

13. Беккер З.Э. Физиология и биохиìия грибов. – Ì.: Èзд. ÌГÓ, 
1988. – 229 с.

14. Tseng T.G., Lay L.L. Studies of Ganoderma lucidum. Dentification 
of stains by chemical compositions in mycelial exstracts // Bot. Bull. 
Academia Sinica. – 1988. – ¹ 29. – Ð. 189–199.

Ñтаття надійшла до редакöії 30.07.2012 р.

С.Ë. Ìирось, Ю.Ю. Äуденко, Í.С. Áобрешова, Ò.Â. Ãудзенко, Â.À. Èваница 

Одесский наöиональный университет иìени È.È. Ìе÷никова,
ул. Дворянская, 2, Одесса, 65082, Óкраина, е-mail: kafgen@onu.edu.ua

ЭËÅÊÒÐÎФÎÐÅÒÈЧÅСÊÈÅ СПÅÊÒÐЫ ÊÀÐÁÎÊСÈËЭСÒÅÐÀЗ  
GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. KARST 

Â ЗÀÂÈСÈÌÎСÒÈ ÎÒ УСËÎÂÈÉ ЭÊСÒÐÀÃÈÐÎÂÀÍÈß È 
СУÁСÒÐÀÒÀ ÂЫÐÀЩÈÂÀÍÈß 

Ðеферат

При поìощи ìетода электрофорети÷еского разделения в полиакрила-
ìидноì геле были исследованы спектры ìножественных ìолекулярных 
форì карбоксилэстераз ìиöелия Ganoderma lucidum (Ñurtis) P. Karst, 
выращенного на средах с овсоì и я÷ìенеì. Óстановлено влияние состава 
и рН экстрагента на выявляеìость изофорì ферìента. В зависиìости 
от состава питательной среды и условий екстрагирования ферìента на 
электрофореграììах нас÷итывалось от 2 до 9 изофорì. Êонстантныìи 
ìножественныìи ìолекулярныìи форìаìи карбоксилэстераз, которые 
определялись во всех вариантах были две среднеподвижные форìы с 
Rf 0,380 и 0,510.

Êлю÷евые слова : Ganoderma lucidum, изофорìы карбоксилэстераз, 
изìен÷ивость. 
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ELEKTROPHORETIC SPECTRA OF CARBOXYLESTERASES 
ISOFORMS OF GANODERMA LUCIDUM (CURTIS: FR.) P. 
KARST DEPENDING ON THE EXTRACTION CONDITIONS 

AND THE COMPOSITION OF GROWING SUBSTRATE 

Summary

There were investigated the spectra of carboxylesterases isoforms of 
Ganoderma lucidum (Ñurtis) P. Karst fruit bodies and cultivation mycelium 
from the substrates composition with oats and barley using the method 
of alkaline preliminary electrophoretic differentiation in polyacrylamide 
gel. The effect of pH of extractant in the expressive forms of the enzyme 
have been determined. Depending on the version of the experiment on 
electrophoregramme numbered from 2 to 9 isoforms. Const forms, which 
were determined in all the variants were two forms with Rf 0,380 and 0,510. 

Key  wo rd s :  Ganoderma lucidum, isoforms of carboxylesterases, 
variability.
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ÊÎÌПÎЗÈÖÈÎÍÍЫÅ СÎÎÒÍÎШÅÍÈß 
ПÐÎÁÈÎÒÈЧÅСÊÈÕ ШÒÀÌÌÎÂ B. SUBTILIS È 

ПÐÅÁÈÎÒÈÊÎÂ ÄËß СÈÍÁÈÎÒÈЧÅСÊÎÃÎ ПÐÅПÀÐÀÒÀ

Изучена активность разëичныõ соотношений пробиотическиõ штам-
мов B. subtilis УКМ-5139 и B. subtilis УКМ-5140, а также ëактита и 
ëактуëозы по отношению к  усëовно-патоãенным микроорãанизмам 
(УПМ).
Установëено, что наибоëее выраженный антимикробный эффект 
проявëяëа композиция, состоящая из куëьтур иссëедованныõ штам-
мов бациëë в соотношении 1:1. Добавëение в среду куëьтивирования  
пребиотическиõ веществ в концентрации 15% усиëиваëо антаãони-
стическую активность бациëë относитеëьно усëовно-патоãенныõ 
микроорãанизмов. Степень  инãибирования  иõ роста при добавëении 
в среду куëьтивирования ëактита быëа боëее высокой по сравнению 
с внесением  ëактуëозы.

К ë ю ч е в ы е  с ë о в а : синбиотики, композиционный состав, ëактит, 
ëактуëоза.

Для ле÷ения и профилактики острых кише÷ных инфекöий, а также 
коррекöии дисбактериозов широко приìеняются пробиоти÷еские препа-
раты, созданные на основе разли÷ных ìикроорганизìов: бифидобактерий, 
лактобактерий, аэробных спорообразующих бактерий рода Bacillus.

Однако существующий спектр препаратов-пробиотиков не позволяет 
полностью решить проблеìу коррекöии ìикробиоты кише÷ника вслед-
ствие  избирательной антагонисти÷еской активности пробиоти÷еских 
штаììов входящих в их состав, ÷то в некоторых слу÷аях обуславливает 
недостато÷ную эффективность пробиотиков при  разли÷ных патологи÷е-
ских состояниях.  Поэтоìу актуальныì и перспективныì направлениеì 
совершенствования пробиотиков является создание коìплексных био-
препаратов, в тоì ÷исле синбиотиков, в состав которых входят разли÷ные 
штаììы бактерий, взаиìодополняющие друг друга по спектру антиìи-
кробной активности, а также пребиотики. Приìенение таких препаратов 
позволит ускорить проöесс элиìинаöии из ìакроорганизìа возбудителей 

© Ì.À. Хархота, À.È. Осад÷ая, Л.В. Àвдеева, 2012
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разли÷ных заболеваний и восстановить видовой и коли÷ественный состав 
ìикробиоты кише÷ника [2, 7].

При конструировании экспериìентальных образöов таких препаратов 
необходиìо, прежде всего, подобрать оптиìальные коìпозиöионные со-
отношения пробиоти÷еских культур, а также веществ, используеìых в 
ка÷естве пребиотиков. Одниì из критериев эффективности создаваеìых 
коìпозиöий является сохранение или усиление высокой антагонисти÷е-
ской активности  пробиоти÷еских штаììов ìикроорганизìов.

Öелью настоящей работы было оöенить in vitro антагонисти÷ескую 
активность  пробиоти÷еских штаììов  B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis 
ÓÊÌ-5140 и пребиотиков лактита или лактулозы. 

Ìатериалы и методы
Объектаìи  исследования были пробиоти÷еские штаììы  B. subtilis 

ÓÊÌ 5139 и B. subtilis ÓÊÌ 5140, являющиеся основой препарата-
пробиотика эндоспорина, созданного для ле÷ения и профилактики дис-
бактериозов и разли÷ных кише÷ных инфекöий [6]. В ка÷естве тест-культур 
использовали Staphylococcus aureus УКМ В-4001, Escherichia coli АТСС 
25922, Candidа albicans УКМ Y-690, Pseudomonas aeruginosa УКМ В-329 
из Óкраинской коллекöии ìикроорганизìов.

Òехнология культивирования изу÷аеìых штаììов баöилл, обеспе-
÷ивающая полу÷ение их биоìассы, содержащей 108–109 ÊОÅ/ìл, раз-
работана ранее и отражена в технологи÷ескоì реглаìенте производства  
эндоспорина [6]. 

 Бактерии выращивали в периоди÷еских условиях на ка÷алке (200 об/
ìин) при 37 °Ñ в колбах еìкостью 750 ìл с 50 ìл питательной среды (г/л): 
глюкоза – 15,0, натрия öитрат – 1,29; (NH4)2HPO4 – 4,75, KH2PO4 – 9,6, 
MgSO4·7H2O – 0,18, рН среды – 7,0±0,2. 

Ñуспензии штаììов  баöилл с исходныìи конöентраöияìи клеток  
108, 109, 1010 ÊОÅ/ìл (в работе названные «нагрузкой») сìешивали в 
разли÷ных соотношениях (1:1, 1:2, 2:1), к ниì добавляли лактит или 
лактулозу в конöентраöиях 5, 10, 15%, полу÷ая такиì образоì ряд экс-
периìентальных образöов препарата. Для подбора наиболее оптиìального 
состава создаваеìых коìпозиöий использовали факторный план для двух 
независиìых переìенных на трех уровнях [1]. Ñ у÷етоì предложенной 
ìатриöы полу÷или 9 разли÷ных коìпозиöий из пробиоти÷еских штаììов 
баöилл в разли÷ных конöентраöиях и лактита, а также 9 коìпозиöий из 
баöилл и лактулозы. В ка÷естве критерия оöенки эффективности коìпо-
зиöии была использована ее антагонисти÷еская активность.

Àнтагонисти÷ескую активность определяли в среде Гаузе-2 при со-
вìестноì культивировании штаììов тест-культур ìикроорганизìов, 
баöилл и пребиоти÷еских веществ при 37 °Ñ в те÷ение 24 ÷асов. После 
выращивания 0,1 ìл суспензии из соответствующих разведений высевали 
на дифференöиально-диагности÷еские среды: Эндо для определения ко-
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ли÷ества жизнеспособных клеток Escherichia coli, стафилококковый агар 
– Staphylococcus aureus, ìалахитовый агар – Pseudomonas aeruginosa 
и Ñабуро-агар – Candida albicans. Êонöентраöию бактерий выражали в 
ÊОÅ/ìл. Ñтепень ингибирования роста тест-культур условно-патогенных 
ìикроорганизìов (ÓПÌ) определяли по ìетодике и выражали в виде 
потерь их клеток в % [3]. 

Ìатеìати÷еская обработка результатов заклю÷алась в рас÷ете 
эффектов  влияния полу÷енных синбиоти÷еских коìпозиöий на рост 
исследуеìых тест-культур. Эффекты влияния разли÷ных коìпозиöий 
проводили путеì определения разниöы ìежду показателяìи средних 
зна÷ений генеральной совокупности и средних отдельных выборок. Ê ге-
неральной совокупности относили все варианты коìпозиöий, содержащие 
определенный фактор, к отдельныì выборкаì –  варианты коìпозиöий, 
содержащие определенный фактор на отдельноì уровне [1].

Экспериìенты проводили в трех повторностях, в ка÷естве критерия 
достоверности использовали критерий Ñтьюдента на 5% уровне зна÷и-
ìости.

Ðезультаты и их обсуждение
В предыдущих работах показана высокая биосовìестиìость лактита и 

лактулозы с пробиоти÷ескиìи штаììаìи B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis 
ÓÊÌ-5140, возìожность использования их в ка÷естве пребиотиков для 
усиления ингибирования роста условно-патогенных и патогенных ìикро-
организìов [5].

Ðезультаты исследования по выходу биоìассы клеток тест-ìикро-
организìов при одновреìенноì внесении в среду разли÷ных конöентра-
öий пробиоти÷еских штаììов и пребиоти÷еских веществ приведены в 
табл. 1 и 2. 

Óстановлено, ÷то степень ингибирования тест-культур условно-
патогенных ìикроорганизìов, в первую о÷ередь зависела от на÷альной 
конöентраöии (ÊОÅ) штаììов пробиотиков в исследуеìых коìпозиöиях. 
Òак, если при использовании в коìпозиöиях на÷альной суспензии баöилл, 
ровной 108–109 ÊОÅ/ìл, по÷ти не наблюдалось разниöы в уровне антаго-
нисти÷ной активности коìпозиöий, то при конöентраöии клеток штаììов 
пробиотиков до 1010 ÊОÅ/ìл, антагонисти÷ная активность коìпозиöий была 
достоверно более высокой (р<0,05). Òак, эффективность коìпозиöий с на-
÷альной конöентраöией клеток баöилл 108–109 ÊОÅ/ìл /ìл относительно 
E. coli составляла 34–39%, то при конöентраöии 1010 ÊОÅ/ìл – 44–51%

Òакже, следует заìетить, ÷то эффективность синбиоти÷еских коì-
позиöий зна÷ительно зависит от конöентраöии пребиоти÷еских веществ. 
Наиболее активныìи были коìпозиöии с 15% содержаниеì лактита или 
лактулози. Àнтагонисти÷ная активность этих коìпозиöий была на 4–8% 
выше, ÷еì в коìпозиöиях, которые содержали другое коли÷ество пре-
биоти÷еских веществ.
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Òаблиöа 1

Àнтагонистическая активность экспериментальных синбиотических композиций с 
концентрацией клеток пробиотических штаммов 108 ÊÎÅ/мл

Table 1

Antagonіstіc actіvіty of experіmental symbіotіc composіtіons wіth concentratіon of  
probіotіc cells 108 CFU/ml

Âари-
ант 
ком-
пози-
ции

Õ1 Õ2 Подавление роста, %

B. subtilis 
УÊÌ – 

5139  : B. 
subtilis 

УÊÌ - 5140

Êон-
цен-

трация 
преби-
отика, 

%

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 32,98 34,34 45,83 22,11

2* 1:2 5 31,91 38,38 43,75 21,05

3* 2:1 5 32,98 34,34 46,88 22,11

4* 1:1 10 35,11 38,38 47,92 23,16

5* 1:2 10 32,98 34,34 45,83 21,05

6* 2:1 10 32,98 34,34 46,88 21,05

7* 1:1 15 44,68 41,41 52,08 26,32

8* 1:2 15 32,98 33,33 45,83 21,05

9* 2:1 15 32,98 39,39 37,50 23,16

10** 1:1 5 32,26 34,34 46,39 24,47

11** 1:2 5 31,18 34,34 46,39 24,47

12** 2:1 5 32,26 34,34 46,39 24,47

13** 1:1 10 33,33 34,34 46,39 25,53

14** 1:2 10 31,18 34,34 45,36 25,53

15** 2:1 10 32,26 34,34 46,39 23,40

16** 1:1 15 34,41 35,35 47,42 25,53

17** 1:2 15 32,26 34,34 46,39 25,53

18** 2:1 15 33,33 34,34 46,39 22,34

Óсловные обозна÷ения: * –  коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  – compositions with a lactitol, **  – compositions with lactulosa.
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Òакиì образоì, показано, ÷то ÷еì выше исходное содержание клеток 
пробиоти÷еских штаììов баöилл в суспензии при совìестноì глубинноì 
культивировании коìпозиöии, теì более выражено их антагонисти÷еское 
влияние на рост тест-культур. При÷еì лактит усиливал этот эффект 
больше, ÷еì лактулоза.

Òаблиöа 2

Àнтагонистическая активность экспериментальных синбиотических композиций с 
концентрацией клеток пробиотических штаммов 1010 ÊÎÅ/мл

Table 2

Antagonіstіc actіvіty of experіmental symbіotіc composіtіons wіth concentratіon of  
probіotіc cells 1010 CFU/ml

Âари-
ант 
ком-
пози-
ции

Õ1 Õ2 Подавление роста, %

B. subtilis 
УÊÌ – 

5139  : B. 
subtilis УÊÌ 

- 5140

Êон-
цен-

трация 
пребио-
тика, 
%

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 43,62 44,44 56,25 32,63

2* 1:2 5 42,55 48,48 54,17 31,58

3* 2:1 5 32,98 44,44 57,29 32,63

4* 1:1 10 45,74 49,49 58,33 33,68

5* 1:2 10 43,62 44,44 56,25 42,11

6* 2:1 10 43,62 44,44 57,29 31,58

7* 1:1 15 55,32 51,52 62,50 36,84

8* 1:2 15 43,62 44,44 56,25 31,58

9* 2:1 15 43,62 49,49 47,92 33,68

10** 1:1 5 39,42 44,34 56,39 35,26

11** 1:2 5 38,46 39,34 56,39 35,26

12** 2:1 5 39,42 41,34 56,39 35,26

13** 1:1 10 40,38 42,34 56,39 36,32

14** 1:2 10 38,46 40,34 55,36 36,32

15** 2:1 10 39,42 44,34 56,39 34,21

16** 1:1 15 42,31 49,35 57,42 37,32

17** 1:2 15 38,46 44,34 56,39 36,32

18** 2:1 15 40,38 44,34 56,39 33,16

Óсловные обозна÷ения: * – коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  –   compositions with a lactitol, **  –  compositions with lactulosa. 
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Полу÷енные результаты подкреплялись ìатеìати÷ескиìи рас÷етаìи 
эффектов влияния разли÷ных синбиоти÷еских коìпозиöий (табл. 3). 

Òак, для коìпозиöий, созданных на основе штаììов пробиотиков 
B. subtilis, взятых в соотношении 1:1 с на÷альныì коли÷ествоì клеток 
штаììов  пробиотиков 1010 ÊОÅ/ìл и 15% содержаниеì пребиотиков, 
полу÷ены наибольшие по абсолютной вели÷ине  и со знакоì «+» зна÷е-
ния эффектов влияния. 

Òаблиöа 3

Эффекты влияния различных композиций на тест-культуры,  
рассчитанные математическим путем

Table 3

Influence of the experіmental composіtіons of sіnbіotіcs on the growth of 
condіtіonal pathogenіc mіcroorganіsms, calculated mathematіcally

Âари-
ант 

компо-
зиции

Õ1 Õ2 Эффекты влияния
B. subtilis 

УÊÌ – 
5139  : B. 

subtilis УÊÌ 
- 5140

Êонцен-
трация 
пребио-
тика, %

Staphylo
coccus 
aureus

Esche ri
chia
coli

Candida
albicans

Pseudo
monas 

aeruginosa

1* 1:1 5 -0,24 -2,36 0,00 -1,40

2* 1:2 5 -0,24 -2,36 0,00 -2,46

3* 2:1 5 1,89 2,69 2,08 -0,35

4* 1:1 10 -0,24 -2,36 0,00 8,07

5* 1:2 10 -1,30 1,68 -2,08 -2,46

6* 2:1 10 11,47 4,71 6,25 2,81

7* 1:1 15 -0,24 2,69 -8,33 -0,35

8* 1:2 15 -0,24 -2,36 1,04 -2,46

9* 2:1 15 -10,87 -2,36 1,04 -1,40

10** 1:1 5 -0,21 -0,11 0,00 0,16

11** 1:2 5 -1,18 -0,11 0,00 0,22

12** 2:1 5 0,75 -0,11 0,00 0,63

13** 1:1 10 -1,18 -0,11 -1,03 0,32

14** 1:2 10 -1,18 -0,11 0,00 0,16

15** 2:1 10 2,67 0,90 1,03 1,21

16** 1:1 15 0,75 -0,11 0,00 -1,95

17** 1:2 15 -0,21 -0,11 0,00 -0,89

18** 2:1 15 -0,21 -0,11 0,00 0,16

Óсловные обозна÷ения: * – коìпозиöии с лактитоì, ** – коìпозиöии с лактулозой.
Notations: *  – compositions with a lactitol, ** –  compositions with lactulosa.
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В коìпозиöиях с использованиеì других соотношений штаììов  
баöилл и других конöентраöий пребиотиков зна÷ения эффектов были 
полу÷ены со знакоì «–» или более низкие по абсолютной  вели÷ине. 

Òакиì образоì, для создания коìпозиöий из штаììов B. subtilis 
ÓÊÌ 5139 и B. subtilis ÓÊÌ 5140, обладающих наибольшей антагони- 5140, обладающих наибольшей антагони-5140, обладающих наибольшей антагони-
сти÷еской активностью, наиболее эффективныì является коìпозиöия с 
одинаковыì содержаниеì клеток каждого штаììа. Полу÷енные данные 
подтвердили öелесообразность использования такого со÷етания этих 
штаììов при создании синбиоти÷еской коìпозиöии на их основе [4, 6].

В предыдущих работах была также показана зависиìость степени 
влияния пребиотиков от их конöентраöии. Добавление в питательную 
среду лактита или лактулозы в конöентраöии 15–20% стиìулировало 
рост пробиоти÷еских штаììов баöилл и ингибировало рост условно-
патогенных ìикроорганизìов [5]. 

Ðезультаты изу÷ения влияния конöентраöии пребиоти÷еских веществ 
в составе экспериìентальных коìпозиöий  на антагонисти÷ескую ак-
тивность входящих в их состав пробиоти÷еских штаììов относительно   
условно патогенных ìикроорганизìов подтвердили вышесказанное. Êак 
лактит, так и лактулоза в конöентраöии 15% показали наиболее вы-
сокий эффект угнетения роста тест-культур. На это также указывают 
расс÷итанные при ìатеìати÷еской обработке эффекты влияния. Они 
полу÷ились со знакоì «+» и отли÷ались по абсолютной вели÷ине от 
таковых коìпозиöий с конöентраöияìи пребиотиков 5 и 10% (табл. 3).

Ñледовательно, наиболее высокая антагонисти÷ная активность 
штаììов пробиотиков B. subtilis ÓÊÌ-5139 и B. subtilis ÓÊÌ-5140  по 
отношению к условно-патогенныì ìикроорганизìаì ìожет быть полу÷е-
на при равноì соотношении их клеток (1:1). Òакую коìпозиöию ìожно 
рассìатривать как вариант технологии для создания коìплексного син-
биоти÷еского препарата на основе исследуеìых штаììов бактерий рода 
Bacillus. Вклю÷ение в состав синбиотика таких пребиоти÷еских веществ 
как лактит  или лактулоза в конöентраöии 15% будет способствовать 
усилению их антагонисти÷ной активности по отношении к  патогенныì 
и условно-патогенныì ìикроорганизìаì. 
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COMPOSITION INTERRELATIONS OF PROBIOTIC 
STRAINS B. SUBTILIS AND PREBIOTICS FOR THE 

SINBIOTIC DRUG

Summary

Activity of various compositions of probiotic strains B. subtilis ÓÊÌ-
5139 and B. subtilis ÓÊÌ-5140, and also lactitol and lactulosa in relation 
to conditionally pathogenic microorganisms is studied.

It is established that the most expressed antimicrobical effect was shown 
by the composition consisting the cultures of the investigated strains of 
bacilli in the ratio 1:1. The addition of prebiotics substances to cultivation 
medium in concentration of 15% strengthened antagonistic activity of 
bacilli of conditionally pathogenic microorganisms. The level of inhibition 
of their growth in addition to cultivation medium of lactitol  was higher in 
comparison with addition of  lactuloses.
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ÊÎÌПÎЗÈÖIÉÍI СПIÂÂIÄÍÎШÅÍÍß ПÐÎÁIÎÒÈЧÍÈÕ ШÒÀÌIÂ 
B. SUBTILIS ÒÀ ПÐÅÁIÎÒÈÊIÂ ÄËß СÈÍÁIÎÒÈЧÍÎÃÎ 

ПÐÅПÀÐÀÒУ

Ðеферат

Вив÷ена активність різних співвідношень пробіоти÷них штаìів 
B. subtilis ÓÊÌ-5139 і B. subtilis ÓÊÌ-5140, а також лактиту і лактулози 
по відношенню до  уìовно патогенних ìікроорганізìів.

Встановлено, що найбільш виражений антиìікробний ефект проявля-
ла коìпозиöія, яка складалася з культур досліджуваних штаìів баöил в 
співвідношенні 1:1. Додавання в середовище культивування  пребіоти÷-
них ре÷овин в конöентраöії 15% посилювало антагоністи÷ну активність 
баöил відносно уìовно патогенних ìікроорганізìів. Ñтупінь  інгібування  
їх росту при додаванні у середовище культивування лактиту була вищою 
в порівнянні з внесенняì  лактулози.

Ê л ю ÷ о в і  с л о в а : синбіотики, коìпозиöійний склад, лактит, лак-
тулоза.
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ÀÍÒÈÌIÊÐÎÁÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ПÎÕIÄÍÈÕ 
IЗÎÍIÊÎÒÈÍÎÂÎЇ ÊÈСËÎÒÈ ÒÀ ÊÎÌПËÅÊСIÂ 

СÒÀÍУÌУ(IV) ÍÀ ЇÕ ÎСÍÎÂI

Досëіджено впëив ãідразиду ізонікотинової кисëоти, ізо-
нікотиноїëãідразонів 4-диметиëамінобенз-., 2-ãідроксибенз-, 2-ãідрокси-
1-нафтаëьдеãідів та новиõ компëексів стануму(IV) на основі 
переëічениõ споëук на ріст тест-штамів умовно-патоãенниõ бактерій 
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Pseudomonas 
aeruginosa. Показано, що досëіджені споëуки в концентраціяõ 25, 
50 та 100 мкã/мë здатні неãативно впëивати на ріст бактерій. 
Найбіëьш активними щодо біëьшості мікроорãанізмів виявиëися 
ізонікотиноїëãідразон 2-ãідрокси-1-нафтаëьдеãіду та компëекс 
стануму(IV) на йоãо основі, які за концентрації 50 мкã/мë та 
100 мкã/мë відповідно практично повністю приãнічують ріст умовно-
патоãенниõ бактерій. Найчутëивішим до поõідниõ ізонікотинової кис-
ëоти та компëексів стануму(IV) на їõ основі є штам Proteus vulgaris.

К ë ю ч о в і  с ë о в а :  ãідразид, ізонікотиноїëãідразон, компëекси 
стануму(IV), умовно-патоãенні бактерії, антимікробний ефект.

Форìування у ìікроорганізìів стійкості до антибіотиків – одна з 
найактуальніших проблеì кліні÷ної ìедиöини. Вона обуìовлена, з одно-
го боку, безконтрольниì застосуванняì хіìіотерапевти÷них засобів, а з 
іншого – широкиì використанняì антибіотиків у тваринниöтві, хар÷овій 
проìисловості та ін. Ñу÷асна наука розглядає декілька шляхів вирішення 
öієї проблеìи, серед яких один із найперспективніших, – спряìований 
синтез сполук, що виявляють спеöифі÷ну активність.

Останніì ÷асоì велика увага з боку дослідників надається координа-
öійниì сполукаì біологі÷но активних ìеталів та лігандів, що, як правило, 
виявляють синергізì дії та низьку токси÷ність [4]. Ó öьоìу відношенні 
дуже öікаві коìплекси гідразонів, для яких встановлені різні види фі-
зіологі÷ної активності: антибактеріальна [1, 2, 6], протизапальна [7], а 
також протипухлинна активності [3, 5]. Ðаніше автораìи була виявлена 
висока антибактеріальна активність та її широкий спектр у коìплексів 

© О.Ю. Зін÷енко, Н.В. Шìаткова, I.I. Ñейфулліна, Б.Ì. Галкін, Ò.О. Філіпова, 2012
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стануìу(IV) з нікотиноїлгідразонаìи [2]. Отриìані результати підтвердили 
відоìі з літератури дані про антиìікробну активність сполук стануìу, 
які тривалий ÷ас застосовуються в ìедиöині, зокреìа, в стоìатологі÷ній 
практиöі [10], тоìу синтез та дослідження антиìікробних властивостей 
нових координаöійних сполук стануìу(IV) з біологі÷но активниìи ліган-
даìи є актуальниì.

Ìетою даної роботи було вив÷ення впливу гідразиду ізонікотинової 
кислоти та продуктів його конденсаöії з різниìи альдегідаìи, а також 
коìплексів стануìу (IV) на їх основі на ріст уìовно-патогенних бактерій 
S. aureus, M. luteus, P. vulgaris та P. aeruginosa для визна÷ення їх по-
тенöійної антиìікробної активності. 

Ìатеріали і методи
Ó роботі використані гідразид ізонікотинової кислоти (HL1) кваліфі-

каöії «ос÷». Iзонікотиноїлгідразони отриìані реакöією конденсаöії (HL1) 
з 4-N,N-диìетилаìінобенз- (HL2)., 2-гідроксибенз- (H2L

3) і 2-гідрокси-1-
нафтальдегідаìи (H2L

4) за загальною ìетодикою [11]. Їх ÷истоту та інди-
відуальність контролювали ìетодоì тонкошарової хроìатографії та за tпл.. 
Êоìплекси стануìу(IV) вперше синтезовані на кафедрі загальної хіìії та 
хіìії поліìерів ОНÓ іìені I.I. Ìе÷никова взаєìодією SnCl4 з HL1,2 та HL3,4 
за розроблениìи ìетодикаìи [11]. Отриìані сполуки [SnCl4(L⋅H1)] (1), 
[SnCl4(L⋅H2)] (2) [SnCl3(HL⋅H3)] (3), [SnCl3(HL⋅H4)] (4) характеризували 
за показникаìи сукупності фізико-хіìі÷них ìетодів дослідження: виìір 
електропровідності, ìас-спектроìетрія, терìогравіìетрія, інфра÷ервона 
спектроскопія, рентгено-структурний аналіз (сполуки 1, 3, 4). Ñхеìи 
будови HL1-4 та відповідних коìплексів наведені в табл. 1.

Як тест-ìікроорганізìи використовували штаìи бактерій Staphylococcus 
aureus ÀÒÑÑ 25923, Micrococcus luteus ATCC 4698, Proteus vulgaris 
ATCC 6896, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, отриìані з ìузею 
культур ìікроорганізìів Iнституту епідеìіології та інфекöійних хвороб 
іì. Л.В. Гроìашевського ÀÌН Óкраїни. Зберігання тест-штаìів здійсню-
вали на ì’ясо-пептонноìу агарі (ÌПÀ) при теìпературі 4 °Ñ. Для дослі-
джень використовували добові культури, вирощені на ÌПÀ при 37 °Ñ.

Для визна÷ення антибактеріальної активності HL1-4 і коìплексів 1–4 
готували робо÷і роз÷ини, що ìістили по 1,25; 2,5 та 5,0 ìг кожної сполуки 
в 1 ìл диìетилсульфоксиду. Ó дослідні пробірки відбирали по 20 ìкл 
робо÷их роз÷инів і доводили об’єì до 1 ìл рідкиì середовищеì Гісса з 
глюкозою без індикатора Àндреде [8]. Êінöева конöентраöія сполук в 
середовищі складала 25; 50 і 100 ìкг/ìл. Êількість паралелей для кожної 
конöентраöії дорівнювала 5. Óсі експериìенти проводили в 3-х повторах.

Êультури тест-ìікроорганізìів зìивали з ÌПÀ стерильниì фізіоло-
гі÷ниì роз÷иноì і вносили в пробірки з досліджуваниìи сполукаìи до 
кінöевої конöентраöії 1·103 ÊÓО/ìл. Êультури інкубували при теìпе-
ратурі 37 °Ñ протягоì 24 год. Опти÷ну щільність культури виìірювали 
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на спектрофотоìетрі «Spekol-10» (Ніìе÷÷ина) за 540 нì. Êонтролеì 
слугували культури ìікроорганізìів, вирощені в середовищі Гісса без 
досліджуваних сполук. 

Ñтатисти÷ну обробку результатів досліджень проводили з викорис-
танняì загальноприйнятих ìетодів варіаöійного та кореляöійного аналізу. 
Ðозраховували середні зна÷ення показників (Х

–
) та їх стандартну поìилку 

(SХ
–

). Вірогідність відìінностей ìіж середніìи визна÷али за критерієì 
Ñтьюдента, оöінюю÷и вірогідність отриìаних результатів на рівні зна-
÷иìості не ìенше 95% (р ≤ 0,05).

Ðезультати та їх обговорення
Вив÷ення впливу гідразиду ізонікотинової кислоти на ріст тест-штаìів 

показало, що дана сполука в досліджених конöентраöіях стиìулювала на-
копи÷ення біоìаси всіх ìікроорганізìів, за виклю÷енняì M. luteus (рис. 1). 
На відìіну від нього, коìплекс 1 виявляв інгібувальну активність щодо 
усіх тест-штаìів. При öьоìу ріст M. luteus і P. vulgaris пригні÷увався 
практи÷но повністю. Ìаксиìальний інгібувальний ефект за використаних 
конöентраöій сполуки на культури S. aureus та P. aeruginosa складав 
10–35% і 30–54% відповідно. 

Òаблиöя 1

Áудова HL1-4 та комплексів 1-4
Table 1 

The structure of HL1-4 and complexes 1-4
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Гідразон HL2 не виявив поìітної пригні÷увальної дії на S. aureus і 
P. aeruginosa, а за конöентраöії 100 ìкг/ìл уповільнював ріст M. luteus на 
63,1% у порівнянні з контролеì та повністю пригні÷ував ріст P. vulgaris 
за всіх конöентраöій. Êоìплекс 2 спри÷инив слабку антиìікробну дію 
на S. aureus і досить зна÷ну (до 55%) на культуру P. aeruginosa. Щодо 
M. luteus öя сполука була активнішою, ніж HL2, і практи÷но повністю 
пригні÷увала ріст ìікроорганізìу. Öікаво зазна÷ити, що, на відìіну від 
HL2, ріст P. vulgaris за конöентраöії öього коìплексу 25 ìкг/ìл був 
інтенсивнішиì. За вìісту сполуки 50 ìкг/ìл і 100 ìкг/ìл спостерігали 
пригні÷увальний ефект на рівні 50,6% і 100%, відповідно.

Заìіна заìісника в альдегідноìу фрагìенті ізонікотиноїлгідразону HL2 

(-N(CH3)2 на –OH) призвела до прояву у HL3 пригні÷увальної дії на ріст 
усіх тест-штаìів. Найбільш ÷утливою була культура M. luteus, в якій 
зна÷не уповільнення росту спостерігалося за всіх конöентраöіях сполуки 
і складало від 76,4% до 96,9%. Ðіст P. vulgaris пригні÷увався на 97,1% 
в присутності 50 ìкг/ìл HL3 і повністю припинявся при конöентраöії 100 
ìкг/ìл. S. aureus і P. aeruginosa проявляли поìітну ÷утливість лише 
до ìаксиìальної конöентраöії öієї сполуки, при öьоìу ріст вказаних 
тест-штаìів пригні÷увався на 100% і 44,1% відповідно. Êоìплекс 3 ìав 
більш слабку, у порівнянні з HL3, інгібувальну активність щодо M. luteus, 
P. vulgaris. і S. aureus: пригні÷ення росту було на рівні 81,4%, 89,4% та 
63,4% відповідно. Àнтиìікробна дія сполуки 3 на клітини P. aeruginosa 
залишалася подібною до активності вихідного гідразону. 

Заìіна альдегідного фрагìента в HL3 (2-гідроксибенз- на 2-гідро-
ксинафт-) призвела до зìіни активності гідразону. Òак, присутність у 
живильноìу середовищі ìініìальної з досліджених конöентраöій HL4 

викликала поìітну стиìуляöію росту всіх тест-штаìів, за виняткоì 
P. vulgaris. Однак при підвищенні вìісту сполуки в середовищі до 50 та 
100 ìкг ріст S. aureus пригні÷увався на 73,3% та 100%, P. vulgaris – 
100%, M. luteus – на 96,9% і 84,3%, P. aeruginosa – 100% та 91,9% 
відповідно. Ñлід зазна÷ити, що у двох останніх випадках збільшення 
конöентраöії призводило до зниження пригні÷увального ефекту. Öя спо-
лука єдина з усіх вив÷ених гідразонів в конöентраöії 50 ìкг/ìл повністю 
пригні÷увала ріст бактерій P. аeruginosa, відоìих своєю виклю÷ною 
природною стійкістю до антиìікробних препаратів [9].

Êоìплекс 4, на відìіну від HL4, в усіх конöентраöіях викликав упо-
вільнення росту тест-штаìів. Однак у випадку граìпозитивних бактерій 
зна÷ний ефект виявлено за ìаксиìальної конöентраöії, і він був ìеншиì у 
порівнянні з тиì, що викликається гідразоноì. Затриìка росту S. aureus 
і M. luteus становила близько 80%. Ðіст P. vulgaris повністю припинявся 
за наявності даної сполуки. Ñлід зазна÷ити, що коìплекс 4, єдиний з 
усіх досліджених коìплексів, подібно до вихідного гідразону повністю 
пригні÷ував ріст P. aeruginosa за ìаксиìальної конöентраöії.
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À) Staphylococcus aureus

Ãідразони Êомплекси

B) Mіcrococcus luteus

Ãідразони Êомплекси

C) Proteus vulgarіs

Ãідразони Êомплекси

Продовження рис. див. на стор. 74.
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D) Pseudomonas aerugіnosa

Ãідразони Êомплекси

Ðис. 1. Ðіст тест-штамів S. аureus, M. luteus, P. vulgaris та P. aeruginosa за 
присутності сполук HL1, HL2, HL3, HL4 і комплексів 1–4

Fіg. 1. The growth of the test-straіns S. аureus, M. luteus, P. vulgaris and 
P. aeruginosa іn the presence of HL1, HL2, HL3, HL4 and complexes 1–4

Порівнюю÷и активність досліджуваних сполук у відношенні окреìих 
штаìів (табл. 2), ìожна стверджувати, що найвищою активністю щодо 
клітин стафілокока вирізняються H2L

4 і його коìплекс 4, які за ìакси-
ìальної конöентраöії викликали пригні÷ення росту S. aureus більш ніж 
на 80%. Ðіст M. luteus найефективніше інгібували HL2, коìплекси 1 і 2. 
Представляє інтерес те, що ріст P. vulgaris – ìікроорганізìу, відоìого 
своєю резистентністю до широкого кола антиìікробних засобів [12], – 
повністю пригні÷ували усі досліджені сполуки, кріì HL1. До того ж HL2 
та коìплекс 4 виявляли öей ефект за ìініìальної конöентраöії. Ó öілоìу, 
зазна÷ений ìікроорганізì проявив найбільшу ÷утливість до досліджених 
ре÷овин серед досліджуваних тест-штаìів. Ñполуки H2L

4 та 4 ефективно 
пригні÷ували ріст штаìу бактерій P. aeruginosa, які також характери-
зується високиì рівнеì антибіотикорезистентності.

Примітка: *– різниця вірогідна (р < 0,05) у порівнянні з контролем, 

гідразони:        – контроль,         – HL1,       – HL2,       – HL3,       – HL4; 

комплекси:      – контроль,      – комплекс 1,     – комплекс 2,      – комплекс 3,    

              

            – комплекс 4.  

Note: * – the difference is reliable in comparison with control, 
 

hydrazones:       – control,       – HL1,        – HL2,        – HL3,       – HL4; 

complexes:         – control,         – complex 1,          – complex 2,        – complex 3,    

                 

         – complex 4.  

 

Примітка: *– різниця вірогідна (р < 0,05) у порівнянні з контролем, 

гідразони:        – контроль,         – HL1,       – HL2,       – HL3,       – HL4; 

комплекси:      – контроль,      – комплекс 1,     – комплекс 2,      – комплекс 3,    

              

            – комплекс 4.  

Note: * – the difference is reliable in comparison with control, 
 

hydrazones:       – control,       – HL1,        – HL2,        – HL3,       – HL4; 

complexes:         – control,         – complex 1,          – complex 2,        – complex 3,    

                 

         – complex 4.  
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Òаблиöя 2 

Êонцентрації досліджуваних сполук (мкг/мл), які викликають максимальне 
інгібування росту (%) тест-штамів

Table 2

The concentratіons of the studіed compounds (μg/ml) causіng maxіmum 
іnhіbіtory effect (%) on test-straіn growth

 Ãідразон і 
сполука

S. aureus M. luteus P. vulgarіs P. aerugіnosa

HL1 * 13,2/50** * *

1 35,9/100 99,4/25 100/25 54,3/100

HL2 21,6/25 63.1/100 100/25 63,6/100

2 34,2/100 97,8/25 100/100 54,6/100

H2L
3 100/100 96,9/50 100/50 44,1/50

3 63,9/100 81,5/100 89,4/100 50,5/100

H2L
4 100/100 97/50 100/50 100/50

4 81,6/100 87,8/100 100/25 100/100

Приìітка: * – стиìуляöія росту ìікроорганізìу при додаванні досліджуваної сполу-
ки в середовище, ** – ìаксиìальне пригні÷ення росту (%)/конöентраöія (ìкг/ìл)

Àналіз антиìікробного спектра кожної сполуки показав, що най-
активнішиìи щодо всіх тест-штаìів були H2L

4 та його коìплекс 4. При 
öьоìу інгібувальний ефект H2L

4 був вищиì. Òакиì ÷иноì, показано, що 
спеöифіку впливу на ріст уìовно-патогенних бактерій визна÷ають осо-
бливості складу і будови гідразонів та коìплексів.

Отриìані дані дозволяють розглядати досліджені сполуки як перспек-
тивні для створення на їх основі синтети÷них антиìікробних препаратів. 
Особливо привертає увагу антиìікробна активність щодо P. aeruginosa 
з огляду на обìежену кількість сполук, здатних ефективно інгібувати 
ріст öього ìікроорганізìу [9]. 
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ÀÍÒÈÌÈÊÐÎÁÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ПÐÎÈЗÂÎÄÍЫÕ 
ÈЗÎÍÈÊÎÒÈÍÎÂÎÉ ÊÈСËÎÒЫ È ÊÎÌПËÅÊСÎÂ ÎËÎÂÀ(IV) 

ÍÀ ÈÕ ÎСÍÎÂÅ

 Ðеферат

Èсследовано влияние гидразида изоникотиновой кислоты (HL1), изо-
никотиноилгидразонов 4-диìетилаìинобенз- (HL2), 2-гидроксибенз- (H2L

3), 
2-гидрокси-1-нафтальдегидов (H2L

4) и новых коìплексов [SnCl4(L·H1)] 
(1), [SnCl4(L·H2)] (2) [SnCl3(HL·H3)] (3), [SnCl3(HL·H4)] (4) на рост 
тест-штаììов условно-патогенных бактерий Staphylococcus aureus, 
Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Pseudomonas аeruginosa. Показа-
но, ÷то исследованные соединения в конöентраöиях 25, 50 и 100 ìкг/ìл 
способны зна÷ительно подавлять рост тест-штаììов. Наиболее активныì 
в отношении большинства ìикроорганизìов оказались соединения (H2L

4) 
и его коìплекс 4: при конöентраöии 50 ìкг/ìл (H2L

4) и 100 ìкг/ìл (коì-
плекс 4) практи÷ески полностью подавлялось накопление биоìассы всех 
тест-штаììов. Наиболее ÷увствительныì к исследованныì веществаì 
среди всех тест-штаììов оказался Proteus vulgaris.

Êлю÷евые  слова : гидразид, изоникотиноилгидразон, коìплексы 
олова(IV), условно-патогенные бактерии, антиìикробный эффект.
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF IZONICOTINIC ACID 
DERIVATIVES AND STANNUM (IV) COMPLEXES 

ON THEIR BASIS

Summary

It has been studied the influence of izonicotinic acid hydrazide (HL1), 
izonicotinhydrazones 4-dimethylaminobenz (HL2), 2-hydroxybenz- (H2L

3), 
2-hydroxy-1-naphthaldehydes (H2L

4) and new complexes [SnCl4(L·H1)] 
(1), [SnCl4(L·H2)] (2) [SnCl3(HL·H3)] (3), [SnCl3(HL·H4)] (4) on the 
opportunistic bacterial strain Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, 
Proteus vulgaris, Pseudomonas аeruginosa growth. It has been shown, that 
studied compounds at the concentrations 25, 50 и 100 μg/ml are able to 
inhibit significantly the test-strain biomass increase. The most active were 
compounds (H2L

4) and its complex 4: at the concentration 50 μg/ml (H2L
4) 

and 100 μg/ml (complex 4) it was observed almost complete inhibition of 
all test-strain growth. The most sensible to studied compounds among all 
test-microorganisms was Proteus vulgaris.

Ê e y  w o r d s : hydrazide, izonycotinoylhydrazone, stannum(IV) 
complexes, opportunistic bacteria, antimicrobial effect.
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ÎСÎÁËÈÂÎСÒI ÊÎÍСÒÐУÊÒÈÂÍÎÃÎ ÀÍÀÁÎËIЗÌУ 
ÂУÃËÅÂÎÄIÂ У ÊËIÒÈÍÀÕ ЗÅËÅÍÈÕ СIÐÊÎÂÈÕ 
ÁÀÊÒÅÐIÉ CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Зеëені сіркові бактерії Chlorobium limicolа IМВ К-8 в процесі анокси-
ãенноãо фотосинтезу наãромаджують в кëітинаõ ãëікоãен. Зростання 
рівня ãëікоãену в кëітинаõ спостеріãаëи за умов внесення до середо-
вища куëьтивування орãанічниõ донорів карбону при одночасному 
мінераëьному ãоëодуванні. За циõ умов 20% зменшення концентрації 
діоксиду карбону та внесення нітрат іону в інкубаційну суміш супро-
воджуваëось зниженням рівня біомаси та зростанням інтенсивності 
конструктивноãо анабоëізму вуãëеводів в кëітинаõ C. limicola IМВ К-8. 
Подаëьше зниження концентрації діоксиду карбону та мінераëьниõ 
компонентів середовища GSB веде до приãнічення інтенсивності фото-
синтезу у кëітинаõ зеëениõ сіркові бактерії. 

Кëючов і  сëова : зеëені сіркові бактерії, ãëюкоза, ãëікоãен. 

Зелені фотосинтезувальні сіркові бактерії (родина Chlorobiaceae) – 
облігатні фотолітоавтотрофи [1]. Подібно до представників родини 
Chloroflexaceae та Chromatiaceae, вони не ìожуть використовувати 
воду як донор електронів і не утворюють ìолекулярний кисень у проöесі 
фотосинтезу [2, 3]. Натоìість донораìи електронів, які потрібні для аси-
ìіляöійної редукöії CO2, є відновлені сполуки сірки, здебільшого гідроген 
сульфід. При культивуванні зелених сіркових бактерій C. limicolа IÌВ 
Ê-8 у ìінеральноìу середовищі GSB [5] за наявності донора електронів 
і ÑО2 на світлі в клітинах ìоже нагроìаджуватись глюкоза і продукт її 
поліìеризаöії – глікоген [3]. Óìови синтезу та роль öих інтерìедіатів 
у ìетаболізìі зелених сіркових бактерій за різних уìов культивування 
остато÷но не з’ясовані. 

Ó öій роботі наведені результати досліджень деяких особливостей 
конструктивного анаболізìу вуглеводів у клітинах зелених сіркових 
бактерій C. limicolа IÌВ Ê-8.

Ìатеріали і методи
Дослідження були проведені з використанняì культури зелених 

фотосинтезувальних сіркових бактерій Chlorobium limicola IÌВ Ê-8 [3]. 

© Ì.Б. Горішний, Ñ.П. Гудзь, 2012
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Бактерії культивували у рідкоìу середовищі GSB [1, 3] протягоì 8–10 
діб при теìпературі 24–25 °Ñ. Біоìасу бактерій визна÷али фотоелек-
троколориìетри÷но [7]. Як контроль в експериìентах використовували 
культури, що розвивались у повноöінноìу поживноìу ìінеральноìу 
середовищі GSB без внесення додаткових сполук.

Êлітини бактерій руйнували за допоìогою ультразвукового дезінтегра-
тора ÓЗДН–2Ò ÷астотою 22 кГö протягоì 5 хв у скляних товстостінних 
пробірках, занурених у лід. Óлаìки клітин відділяли öентрифугуванняì 
при 15 тис. об/хв протягоì 45 хв при 4 °Ñ. Отриìані безклітинні екс-
тракти відразу використовували для визна÷ення вìісту глюкози. Вìіст 
глюкози у безклітинних екстрактах визна÷али ферìентативно, за допо-
ìогою аналіти÷ного набору «Діаглюк-2» [6]. Êонöентраöію глікогену роз-
раховували по глюкозі після проведення кислотного гідролізу. Гідроліз 
глікогену проводили кип’ятінняì в присутності 1H H2SO4 протягоì трьох 
годин [4]. Визна÷ення вìісту аìінного азоту поводили використовую÷и 
нінгідриновий реактив [6].

Ðезультати є статисти÷но достовірні, розбіжності подані іденти÷но 
вели÷ині кожної окреìої то÷ки, згідно вели÷ини сиìвола. Êількість пов-
торів була десятикратною у кожній паралелі.

Ðезультати та їх обговорення
На відìіну від пурпурових сіркових бактерій, описані в літературі шта-

ìи зелених сіркових бактерій ростуть виклю÷но фотолітоавтотрофно [3, 6]. 
Діоксид карбону у них редукується у відновноìу öиклі трикарбонових кислот  
[2], клю÷овиìи ферìентаìи якого є 2-oксоглутарат:фередоксин-
оксидоредуктаза, фуìаратредуктаза і ÀÒФ-залежна öитрат ліаза [3]. 
Відновний öикл трикарбонових кислот забезпе÷ує клітини попередникаìи 
для біосинтезу клітинних коìпонентів, зокреìа вуглеводів [8]. Глюкоза в 
клітинах зелених сіркобактерій знаходиться як у вільноìу так і поліìе-
ризованоìу стані, що представлений глікогеноì, вìіст якого у клітинах 
C. limicolа IÌВ Ê-8 ìоже сягати від 5 до 12% сухої ваги клітин [1, 3]. 
Оскільки біотехнологі÷не виробниöтво глікогену є перспективниì на-
пряìкоì його проìислового отриìання, наступниì крокоì у нашій роботі 
було вив÷ення деяких особливостей конструктивного анаболізìу öього 
полісахариду у клітинах штаìу C. limicolа IÌВ Ê-8 [1, 2].

Перш за все була перевірена ìожливость збільшеня синтезу глікоге-
ну за уìов одно÷асного нітрогенного та фосфорного голодування клітин 
(рис. 1).

Встановлено, що окреìе нітрогенне та фосфорне голодування призво-
дить до стиìулювання глікогеногенолізу і спри÷иняє зростання кількості 
глікогену до 70–80 ìг/г сухої ваги клітин [1, 3]. Натоìість одно÷асне 
голодування по обох öих сполуках призводить до подвійного зростання 
кількості глікогену (рис. 1) в порівнянні із ìінеральниì середовищеì 
GSB (контроль). 
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Ðис. 1. Ðіст (A), синтез глікогену (B) та глюкози (C) у клітинах  
C. limicola IÌÂ Ê-8

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB без фосфору), 3 – (GSB 50% фосфору),  
4 – (GSB без азоту ), 5 – (GSB 50% азоту ), 6 – (GSB без азоту і фосфору),  

7 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту )

Fіg. 1. Growth (A), glycogen synthesіs (B) and glucose (C) іn cells of  
C. limicola IMB K-8

1 – (full GSB), 2 – (GSB without phosphorus), 3 – (GSB 50% phosphorus), 
4 – (GSB without nitrogen), 5 – (GSB 50% nitrogen),  

6 – (GSB without nitrogen and phosphorus), 7 – (GSB with 50% phosphorus  
and 50% nitrogen)

Ðаніше наìи було встановлено [1, 2, 3], що з усієї різноìанітності 
органі÷них низькоìолекулярних інтерìедіатів, лише внесення у серед-
овище пірувату і аöетату супроводжувалось зростанняì рівня глікогену 
в клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 що, о÷евидно, пояснюється функöіону-
ванняì у досліджуваних бактерій öиклу Àрнона, в проöесі роботи якого 
утворюється аöетат, який за у÷астю спеöифі÷ної аöетаткарбоксилази, 
карбоксилюється до пірувату з подальшиì його перетворенняì, у реак-
öіях глікогеногенолізу. 

Натоìість за уìов нітрогенного і фосфорного голодування внесен-
ня аöетату у середовище культивування стиìулювало нагроìадження 
глікогену до 150–160 ìг/г сухої ваги. Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов 
спостерігали зниження біоìаси C. limicolа IÌВ Ê-8. Характерно, що 
клітини з підвищениì рівнеì синтезу глікогену, практи÷но повністю ви-
користовували ендогенну ìолекулярну глюкозу (рис. 2).

Àналогі÷ні дослідження були проведені, за уìов нітрогенного та фос-
форного голодування, із додатковиì внесення пірувату та аöетату. За 
öих уìов спостерігали також зниження біоìаси клітин C. limicolа IÌВ 
Ê-8, проте рівень глікогену в порівнянні з контролеì зростав ìайже у 
÷отири рази (рис. 3).
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Ðис. 2. Âплив ацетату на ріст (A) і синтез глікогену (B) та глюкози (С) за умов 
голодування по сполукам нітрогену та фосфору 

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB + аöетат ), 3 – (GSB з 50% фосфору + аöетат), 
4 – (GSB без фосфору + аöетат ), 5 – (GSB з 50% азоту + аöетат), 

6 – (GSB без азоту + аöетат ), 7 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту + аöетат).

Fіg. 2. Effect of acetate on growth (A) and glycogen synthesіs (B) and glucose 
(C) under nіtrogen starvatіon іn the compounds and phosphorus 

 1 – (full GSB), 2 – (GSB + acetate), 3 – (GSB with 50% phosphorus + acetate), 
4 – (GSB without phosphorus + acetate), 5 – (GSB with 50% nitrogen + acetate),  

6 – (GSB without nitrogen + acetate), 7 – (GSB with 50% phosphorus  
and 50% nitrogen + acetate ).

Òакож слід зазна÷ити, що за наявності органі÷них донорів карбону 
(пірувату, аöетату, ізоöитрату та α–кетоглутарату) в середовищі спо-
стерігаються деякі відìінності у фотоасиìіляöії ÑО2 клітинаìи. 

Ðис. 3. Âплив ацетату та пірувату на ріст (A), синтез глікогену (B) і глюкози (С) 
за умов голодування по сполукам нітрогену та фосфору 

1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB + аöетат + піруват), 3 – (GSB з 50% фосфору 
+ аöетат+ піруват), 4 – (GSB без фосфору + аöетат + піруват), 5 – (GSB з 50% 

азоту + аöетат+ піруват), 6 – (GSB без азоту + аöетат + піруват), 7 – (GSB з 50% 
фосфору і 50% азоту + аöетат+ піруват).

Fіg. 3. Effect of acetate and pyruvate on growth (A), glycogen synthesіs (B) and 
glucose (C) under nіtrogen starvatіon іn the compounds and phosphorus 

1 – (full GSB), 2 – (GSB + acetate + pyruvate), 3 – (GSB with 50% phosphorus + 
acetate + pyruvate), 4 – (GSB without phosphorus + acetate + pyruvate), 5 – (GSB 
with 50% nitrogen + acetate + pyruvate), 6 – (GSB without nitrogen + acetate + 

pyruvate), 7 – (GSB with 50% phosphorus and 50% nitrogen + acetate + pyruvate).
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Òак при конöентраöії ÑО2 у середовищі на рівні 60ìÌ спостерігали 
ìаксиìальний ріст клітин і підвищений у три рази рівень глікогену у 
них (рис. 4). Натоìість наìи встановлено, що за уìов нітрогенного і 
фосфорного голодування та внесення органі÷них донорів карбону, зìен-
шення рівня ÑО2 в середовищі на 20% супроводжувалось зниженняì 
рівня біоìаси, при одно÷асноìу зростанні рівня глікогену в клітинах 
приблизно до 200–220 ìг/г сухої ваги (рис. 4). Подальше зìеншення 
вìісту ÑО2 супроводжувалось зниженняì інтенсивності фотосинтезу. 
Зростання рівня глікогену в клітинах при незна÷ноìу дефіöиті діоксиду 
карбону в середовищі, о÷евидно, ìожна пояснити пригні÷енняì реакöії 
карбоксилювання фосфоенолпірувату в оксалоаöетат і його використання 
у конструктивноìу анаболізìі вуглеводів [2, 3].

Ðис. 4. Âплив органічних джерел карбону на ріст (A) і синтез глікогену (B) та 
глюкози (С) за умов зниження концентрації СÎ2 в середовищі та голодуванні по 

сполуках нітрогену та фосфору 
 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту + аöетат + піруват 
+ a – кетоглутарат + ізоöитрат + 100 % ÑО2), 3 – (GSB з 50% фосфору і 50% 

азоту + аöетат + піруват + a – кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2).

Fіg. 4. Effect of organіc carbon sources on growth (A) and glycogen synthesіs 
(B) and glucose (C) under reducіng CO2 concentratіon іn the atmosphere, and 

starvatіon on nіtrogen and phosphorus compounds 
 1 – (full GSB), 2 – (GSB with 50% phosphorus and 50% nitrogen + acetate 

+ pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 100% CO2), 3 – (GSB with 50% 
phosphorus and 50% nitrogen + acetate + pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 

80% CO2).

Після встановлення вищевказаних законоìірностей наступниì кро-
коì у роботі було з’ясування ìожливості зростання синтезу глікогену за 
уìов внесення нітрат іону у середовище культивування відìитих клітин 
зелених сіркових бактерій. З öією ìетою було проведено забір клітин 
з експоненöіальної фази росту та проведено їх інкубаöії у суìіші, що 
ìістила NO3

–, HS–, CO2, за уìов освітлення. 
Згідно робіт [9, 10, 11] внесення нітрат іону в середовище культиву-

вання C. limicolа IÌВ Ê-8 призводить до блокування протеїногенезу і як 
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наслідок переклю÷ення конструктивного анаболізìу на глюко- і глікогено-
геноліз. Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов стиìулюю÷ий вплив на анаболізì 
вуглеводів виявляє зìеншення конöентраöії ìінеральних коìпонентів 
інкубаöійної суìіші, оскільки вони виступають інтерìедіатаìи синтезу 
інших ìакроìолекул у клітинах досліджуваних прокаріот. З öією ìетою 
було також проведено зниження конöентраöії на 50% у інкубаöійній су-
ìіші таких сполук (KCl, CaCl2, ÌgSO4). Забір клітин для вищевказаного 
експериìенту проводився за уìов ìаксиìального надсинтезу глікогену 
(рис. 4). Ñлід зазна÷ити, що внесення клітин в інкубаöійну суìіш про-
водилось паралельно з контролеì (ìінеральне середовище GSB) (рис. 5). 
Після 48 годин інкубаöії за уìов освітлення наìи було встановлено, що 
вìіст глікогену у клітинах C. limicolа IÌВ Ê-8 становив 250 ìг/г сухої 
ваги, що в п’ять разів перевищувало конт рольні зразки.

Ðис. 5. Âплив різних компонентів інкубаційної суміші на біомасу (A), синтез 
глікогену (B) та глюкози (С) у клітинах C. limicolа IÌÂ Ê-8. 

Час інкубаöії 48 годин: 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB з 50% фосфору і 50% азоту 
+ аöетат + піруват+ a – кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2), 3 – (GSB з 50% 

фосфору і 50% азоту + аöетат + піруват+ a–кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2 + 
NO3

- + 50% ìінеральне голодування).

Fіg. 5. Effect of dіfferent іncubatіon mіxture components on bіomass (A), glycogen 
synthesіs (B) and glucose (C) іn cells of C. limicola IMB K-8.

Incubation time 48 hours: 1 – (full GSB), 2 – (GSB with 50% phosphorus and 50% 
nitrogen + acetate + pyruvate + a – ketoglutarate + isocitrate + 80% CO2), 3 – (GSB 

with 50% phosphorus and 50 % nitrogen + acetate + pyruvate + a-ketoglutarate + 
isocitrate + 80% CO2 + NO3

-+ 50% mineral starvation).

Згідно літературних даних [12, 13, 14] конструктивний анаболізì 
фотореакöійних ìолекул в середовищі культивування аноксигенних фо-
тосинтетиків, повністю інгібується за відсутності солей ìагнію. За öих 
уìов, ÷астково, основні енергети÷ні ресурси клітини спряìовуються 
на біосинтез ендогенних вуглеводів. Наìи була перевірена ìожливість 
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інкубаöії відìитих клітин з ìаксиìальниì вìістоì глікогену за уìов 
відсутності ìагній хлориду в інкубаöійній суìіші та за уìов його 20% 
наявності, слід зазна÷ити, що таку конöентраöії MgSO4 ìи встановили 
раніше експериìентально [3] (рис. 6). Ñлід зазна÷ити, що за öих уìов 
різкого зростання конöентраöії глікогену не спостерігалось.

Ðис. 6. Âплив факторів середовища GSB на біомасу (A) і синтез глікогену (B) та 
глюкози (С) за умов зниження концентрації MgSO4. 

Час інкубаöії 48 годин: 1 – (повноöінне GSB), 2 – (GSB 1 (з 50% фосфору і 50% 
азоту + аöетат + піруват + a–кетоглутарат + ізоöитрат + 80 % ÑО2 + NO3

- + 50% 
ìінеральне голодування)), 3 – (GSB 1 + 20% MgSO4), 4 – (GSB 1 + 0% MgSO4).

Fіg. 6. Influence of envіronmental factors on GSB bіomass (A) and glycogen 
synthesіs (B) and glucose (C) under reducіng concentratіons MgSO4. 

Incubation time 48 hours: 1 – (full GSB), 2 – (GSB 1 (with 50% phosphorus and 50% 
nitrogen + acetate + pyruvate + a-ketoglutarate + isocitrate + 80% CO2 + NO3

-+ 50% 
mineral starvation)), 3 – (GSB 1 + 20% MgSO4), 4 – (GSB 1 + 0% MgSO4).

Наступниì крокоì у нашій роботі було дослідження, законоìірностей 
одно÷асного нагроìадження глікогену та аìінного нітрогену у клітинах 
зелених сіркових бактерій. З öією ìетою клітини одно÷асно вирощували 
за уìов зростання синтезу ендогенних вуглеводів (без внесення NO3

–) з 
подальшиì визна÷енняì конöентраöії ендогенних вуглеводів та аìінної 
форìи нітрогену (рис. 7). Ñлід зазна÷ити, що зростання конöентраöії 
глікогену супроводжувалось нагроìадженняì аìінного нітрогену в кіль-
кості 230 ìг/г сухої ваги. Натоìість у контрольних зразках (ìінеральне 
середовище GSB) вìіст ендогенних вуглеводів становив 50 ìг/г сухої 
ваги, а конöентраöія аìінного нітрогену 180–200 ìг/г сухої ваги.

Òакиì ÷иноì наìи встановлені деякі законоìірності нагроìадження 
ендогенних вуглеводів у клітинах зелених сіркових бактерій.
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Ðис. 7. Íагромадження амінної форми нітрогену клітинами C. limicolа IÌÂ Ê-8 за 
різних умов культивування

À – дослідний зразок (конöентраöія аìінного нітрогену за уìов стиìуляöії синтезу 
глікогену при відсутності NO3

–). B – дослідний зразок (зростання синтезу глікогену 
за уìов відсутності NO3

–). C – контроль, нагроìадження ендогенних вуглеводів 
клітинаìи на повноöінноìу середовищі GSB. D – контроль, нагроìадження аìінного 

нітрогену клітинаìи у повноöінноìу середовищі GSB.

Fіg. 7. Accumulatіon amіne nіtrogen form by cells C. limicola IÌÂ K-8 under 
varіous condіtіons of cultіvatіon

A – prototype (the concentration of amino nitrogen under the stimulation of glycogen 
synthesis in the absence of NO3

–). B – prototype (glycogen synthesis increase in the 
absence of NO3

–). C – control, accumulation of endogenous carbohydrate cells in full 
medium GSB. D – control, accumulation of amino nitrogen cells in full medium GSB.

Ñлід зазна÷ити, що за уìов ìінерального голодування, зниження 
конöентраöії діоксиду карбону в середовищі, наявності різних джерел 
органі÷ного карбону та внесення нітрат іону ìетаболізì зелених сіркових 
бактерій C. limicolа IÌВ Ê-8 зìіщується в сторону конструктивного ана-
болізìу вуглеводів. Однак, зìіщення ìетаболізìу в сторону анаболізìу 
вуглеводів, спри÷иняє зниження біоìаси клітин досліджуваного штаìу.
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ÎСÎÁÅÍÍÎСÒÈ ÊÎÍСÒÐУÊÒÈÂÍÎÃÎ ÀÍÀÁÎËÈЗÌÀ 
УÃËÅÂÎÄÎÂ Â ÊËÅÒÊÀÕ ЗÅËÅÍЫÕ СÅÐÍЫÕ ÁÀÊÒÅÐÈÉ 

CHLOROBIUM LIMICOLА IÌÂ Ê-8

Ðеферат

Зеленые серные бактерии Chlorobium limicolа IÌВ Ê-8 в проöес-
се аноксигенного фотосинтеза накапливают в клетках гликоген. Ðост 
уровня гликогена в клетках наблюдали при условии внесения в среду 
культивирования органи÷еских доноров углерода при одновреìенноì 
ìинеральноì голодании. В этих условиях 20% уìеньшение конöентра-
öии диоксида углерода и внесение нитрат иона в инкубаöионную сìесь 
сопровождалось снижениеì уровня биоìассы и ростоì интенсивности 
конструктивного анаболизìа углеводов в клетках C. limicola IÌВ Ê-8. 
Ñнижение конöентраöии диоксида углерода и ìинеральных коìпонентов 
среды GSB ведет к снижению интенсивности фотосинтеза в клетках 
зеленых серные бактерий.

Êлю÷евые  слова :  зеленые серные бактерии, глюкоза, гликоген.

M.B. Gorіshnіy, S.P. Gudz 

Lviv National University after Ivan Franko, 4, Hrushevsky str., Lviv, 79005, Ukraine,
tel.: +38 067 492 76 81, e-mail: m_gorishniy@ukr.net 

FEATURES OF CONSTRUCTIVE ANABOLISM 
OF CARBOHYDRATES IN THE CELLS OF GREEN SULFUR 

BACTERIA CHLOROBIUM LIMICOLA IMB K-8

Summary

Green sulfur bacteria Chlorobium limicola IÌВ K-8 accumulate glycogen 
in the cells during the process of annoxyphotosynthesis. There were observed 
increasing of glycogen levels in the cells under conditions of adding organic 
carbon donor into the culture medium while mineral starvation. Under these 
conditions, 20% reduction in carbon dioxide concentration and introducing 
nitrate ion in the incubation mixture was accompanied by reduction of 
biomass and increasing the intensity of anabolic structural carbohydrates 
in the cells C. limicola IÌВ K-8. Further reducing of the concentration of 
carbon dioxide and mineral components of the environment GSB leads to 
intensity decreasing of photosynthesis in the cells of green sulfur bacteria. 

Key  wo rds : green sulfur bacteria, glucose, glycogen.



89ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

ÓДÊ 582.282.23.045

Ì.Ю. Ðусакова, Á.Ì. Ãалкін, Ò.Î. Філіпова, À.À. Êосюга 
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова, 

вул. Дворянська, 2, Одеса, 65082, Óкраїна, тел.: + 38 (0482) 63 57 61, 
e-mail: rusamariya@onu.edu.ua

ÀÍÒÈФУЗÀÐIÎЗÍÀ ÀÊÒÈÂÍIСÒЬ ÅÊЗÎÌÅÒÀÁÎËIÒIÂ 
ÄÅßÊÈÕ ШÒÀÌIÂ ÐÎÄУ PSEUDOMONAS 

Проведено вивчення впëиву бактерій роду Pseudomonas на ріст 
дейтероміцетів роду Fusarium. Показано, що антифузаріозна 
активність заëежить від виду та штаму мікроорãанізму. Най-
вищий рівень антаãоністичної активності спостеріãався на чет-
верту добу куëьтивування бактерій та був біëьш вираженим 
дëя штамів P. aeruginosa. Продукти метабоëізму, отримані при 
вирощуванні штамів P. aeruginosa ONU 302 та P. аureofaciens ONU 
304, виявиëися ефективними дëя заõисту насіння оãірка від ураження 
фітопатоãенними фузаріями. Екзометабоëіти P. аureofaciens ONU 304 
інãібуваëи ріст ãрибів роду Fusarium як навкоëо насіння оãірка Cucumis 
sativus L. сорт Трой F1, так і на йоãо поверõні.

Кëючов і  сëова : P. aureofaciens, P. fluorescens, P. aeruginosa, продукти 
метабоëізму, антифузаріозна активність, Fusarium spp.

Ñеред ìікроорганізìів, що найінтенсивніше використовуються для 
створення біопрепаратів, окреìе ìісöе зайìають представники роду 
Pseudomonas. Вони є продуöентаìи зна÷ної кількості (понад 200) сполук: 
регуляторів росту рослин (у тоìу ÷ислі індоліл-3-оöтової кислоти, що 
стиìулює розвиток кореневої систеìи) [2, 7], сидерофорів, які виконують 
функöію захоплення і транспорту феруìу [5]; антибіотиків (феназинів, 
флуороглюöину, піолютеорину, піролнітрину, ооìіöину À та ін.) [6]; а 
також ÷исленних гідроліти÷них ферìентів (фосфатаз, öелюлаз, протеаз) 
[11], що покращують живлення рослин та впливають на ріст ґрунтових 
патогенів. 

На основі псевдоìонад сьогодні створено понад два десятки препара-
тів, що застосовують для підвищення врожайності сільськогосподарських 
культур, зìеншення терìіну проростання насіння та його захисту від 
фітопатогенів [10].  

Ó зв'язку з öиì,  найактуальнішиì для боротьби із фітозахворюван-
няìи, зокреìа, фузаріозаìи, та створення інтегрованої систеìи захисту 
рослин, стає розробка та використання альтернативних засобів, напри-
клад, біопрепаратів [11]. Òак, обробка посівного ìатеріалу, а також саìих 

© Ì.Ю. Ðусакова, Б.Ì. Галкін, Ò.О. Філіпова, À.À. Êосюга, 2012
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рослин, бактеріяìи деяких видів ґрунтових ìікроорганізìів, у тоìу ÷ислі, 
непатогенниìи для людини штаìаìи псевдоìонад, ìоже істотно знизити 
ураженість рослин фітопатогенаìи [9]. 

Ìетою даної роботи було вив÷ення антагоністи÷ної активності бак-
терій роду Pseudomonas щодо грибів F. oxysporum, F. graminearum та 
F. sporotrichiella.

Ìатеріали і методи
В роботі використовувалися штаìи псевдоìонад P. aureofaciens ONU 

304, P. aureofaciens ONU 305, P. fluorescens ONU 303, P. aeruginosa 
ONU 300, P. aeruginosa ONU 301, P. aeruginosa ONU 302 та недо-
сконалих грибів F. oxysporum BSEC 101, F. graminearum BSEC 102, 
F. sporotrichiella BSEC 103. Визна÷ення антагоністи÷ної активності 
Pseudomonas spp. щодо представників дейтероìіöетів здійснювали за 
ìетодоì агарових блоків [1]. 

Бактеріальні штаìи P. aureofaciens та P. fluorescens попередньо 
вирощували на щільноìу середовищі Êінг À протягоì 24 год при теìпе-
ратурі 22 °Ñ, штаìи P. aeruginosa – при 37 °Ñ. 

Для отриìання робо÷их суспензій грибів з 5-добових культур Fusarium 
spp., вирощених на скошеноìу картопляноìу агарі при 22 °Ñ, робили 
зìиви стерильниì фізіологі÷ниì роз÷иноì. Опти÷ну щільність даних 
суспензій доводили до 1⋅1 09 ÊÓО/ìл за допоìогою спектрофотоìетра 
“Spekol-10” (Ніìе÷÷ина). Підготовлену такиì ÷иноì суспензію вносили 
по 0,5 ìл у 20 ìл розплавленого ÌПÀ (45 °Ñ), після ÷ого середовище 
розливали в ÷ашки Петрі. На поверхні агару розìіщували агарові блоки, 
що були вирізані з газону добових бактеріальних культур псевдоìонад. 

Вели÷ину діаìетру зони відсутності росту фітопатогенів навколо 
бактеріальних блоків (у ìì) оöінювали на 1, 2, 4, 6 та 8 добу інкубаöії, 
розраховую÷и як середнє арифìети÷не трьох виìірів випадково обраних 
проекöій [2, 3]. Для кожного варіанту кількість повторів складала 5. 

Визна÷ення протифузаріозної активності вторинних екзоìетаболітів 
Pseudomonas spp. проводили з використанняì насіння огірка Cucumis 
sativus L. сорт Òрой F1 [4]. Насіння (20–40 шт.) заìо÷ували на 24 год у 
культуральній рідині псевдоìонад, що росли в середовищі Êінг À. Êонтр-
олеì слугували стерильні дистильована вода (контроль негативний, Ê–) 
та рідке поживне середовище для Pseudomonas spp. (контроль серед-
овища, Êс), а також 0,5% роз÷ин тетраìетилтиураìідсульфіду (ÒÌÒД) 
(контроль позитивний, Ê+) [5].

Перед заìо÷уванняì поверхню насіння стерилізували в 32% роз-
÷ині перекису водню впродовж 30 с та проìивали стерильною водою 
впродовж 5 хв. 

На поверхні ÌПÀ, що ìістив Fusarium spp., розìіщували різні ва-
ріанти попередньо обробленого насіння та інкубували впродовж 7 діб 
при 22 °C.
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Облік результатів відбувався на 4, 6 та 8 добу за визна÷енняì від-
сутності росту дейтероìіöетів навколо насіння та на його поверхні [8]. 
Для кожного варіанту експериìент здійснювався дві÷і, у кожноìу варіанті 
досліду кількість насіння була не ìенше 50 шт. 

При порівняльноìу аналізі результатів досліджень використовувався 
t-критерій Ñтьюдента. Достовірною вважалася різниöя при зна÷енні по-
казника p ≤ 0,05. Ñтатисти÷не опраöювання результатів здійснювали, 
застосовую÷и програìу Exel-2007. 

Ðезультати та їх обговорення
Порівняльний аналіз антагоністи÷ної активності псевдоìонад щодо 

досліджуваних грибів показав, що ступінь прояву впливу ìав видо- та 
штаìоспеöифі÷ний характер (табл. 1). 

Òаблиöя 1

Àнтагоністична активність бактерій роду Pseudomonas щодо Fusarium spp.
Table 1

Antagonіstіc actіvіty of Pseudomonas straіns to Fusarium spp.

Штам псевдомонад
Äіаметр зони затримки росту*, мм

F. oxysporum
BSEC 101

F. graminearum 
BSEC 102

F. sporotrichiella 
BSEC 103

P. aeruginosa
ONU 300

62±2 54±2 84±4

P. aeruginosa
ONU 301

28±3 44±3 34±3

P. aeruginosa
ONU 302

48±3 60±4 75±3

P. fluorescens 
ONU 303

0 0 0

P. aureofaciens 
ONU 304

24±4 44±2 18±2

P. aureofaciens 
ONU 305

10±2 0 0

Приìітка: * – діаìетр зони затриìки росту відповідного дейтероìіöета навколо ага-
рового блоку з бактеріальною культурою на ÷етверту добу культивування (діаìетр 
блоку – 4 ìì). 

Для більшості штаìів псевдоìонад антифунгальний вплив зростав 
впродовж перших двох діб. Ó ході експериìентів зафіксовано, що ìак-
сиìального зна÷ення зона затриìки росту дейтероìіöетів досягала на 
÷етверту добу культивування ìікроорганізìів. 

Òак, штаì P. aeruginosa ONU 302 викликав ìайже 12-кратне збіль-
шення зони відсутності росту F. oxysporum BSEC 101 у порівнянні із 
вихідниì діаìетроì агарового блоку культури. На відìіну від öього, 
штаì P. aeruginosa ONU 300 призводив до затриìки росту öього гриба 



92 ISSN 2076–0558. Мікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2012. № 2    

Ì.Ю. Ðусакова, Á.Ì. Ãалкін, Ò.Î. Філіпова, À.À. Êосюга

(62±2 ìì). При збільшенні терìіну взаєìодії рівень антагоністи÷ної ак-
тивності в öілоìу знижувався, але у випадку штаìів виду P. aureofaciens 
вплив залишався практи÷но незìінниì. Базую÷ись на отриìаних даних, 
досліджувані бактеріальні штаìи ìожна розташувати в порядку зìен-
шення  антифунгальної активності такиì ÷иноì: P. aeruginosa ONU 300 
> P. aeruginosa ONU 302 > P. aeruginosa ONU 301 > P. aureofaciens 
ONU 304 > P. aureofaciens ONU 305. Штаì P. fluorescens ONU 303 вза-
галі не виявив антагоністи÷ної активності щодо F. oxysporum BSEC 101. 

Ðівень протифузаріозної активності штаìів P. aeruginosa ONU 300 
та ONU 302 щодо F. graminearum BSEC 102 був на 20–25% вищиì, 
ніж для P. aureofaciens ONU 304 та P. aeruginosa ONU 301. Зна÷ення 
протифузаріозної активності для двох останніх штаìів були однаковиìи.  

Штаìи P. fluorescens ONU 303 та P. aureofaciens ONU 305 не ви-
явили антагоністи÷них властивостей щодо F. graminearum BSEC 102. 

На відìіну від попередніх видів дейтероìіöетів штаì F. sporotrichiella 
BSEC 103 виявився ÷утливішиì до дії продуктів ìетаболізìу псевдоìонад. 
Діаìетр зони затриìки росту öього фітопатогена був більше ніж 80±4 ìì 
за дії P. aeruginosa ONU 300. Àналогі÷ний рівень антифузаріозної дії був 
властивий для штаìу P. aeruginosa ONU 302 (75±3 ìì). 

Ñеред інших видів псевдоìонад лише P. аureofaciens ONU 304 виявив 
антифунгальну активність, яка була в 2–4 рази ìеншою, ніж у штаìів 
P. aeruginosa.   

Òакиì ÷иноì, в ході експериìенту було встановлено, що більшість 
досліджуваних псевдоìонад показали найвищий рівень антагонізìу на 
÷етверту добу культивування, який був більш виражениì у випадку 
штаìів P. aeruginosa. P. аureofaciens ONU 305 та P. fluorescens ONU 
303 практи÷но не пригні÷ували ріст представників дейтероìіöетів. 

Попередню обробку насіння огірків Cucumis sativus L. сорту Òрой F1 
культуральною рідиною псевдоìонад, для захисту від ураження Fusarium 
spp. було проведено для штаìів, що виявили антифунгальну активність 
у попередніх експериìентах (табл. 2). 

Åкзоìетаболіти досліджуваних псевдоìонад виявились ефективні-
шиìи у захисті посівного ìатеріалу від фузаріозної інфекöії ніж тетра-
ìетилтиураìідсульфід (Ê+). Òак, на 4 добу експериìенту всі культури 
недосконалих грибів уражали насіння огірка Cucumis sativus L. сорт 
Òрой F1, попередньо оброблені роз÷иноì тетраìетилтиураìідсульфіда. 

Найбільш виражена протифузаріозна активність культуральних 
фільтратів Pseudomonas spp. щодо дейтероìіöетів була відìі÷ена для 
P. aureofaciens ONU 304. Продукти ìетаболізìу, що продукуються 
штаìоì öього виду псевдоìонад, характеризувалися антиìікробною дією 
щодо всіх досліджених штаìів Fusarium spp. впродовж експериìенту. 
Ó öьоìу випадку не було виявлено росту F. оxysporum BSEC 101 та 
F. sporotrichiella BSEC 103 як навколо насіння так і на його поверхні. 
Гриб F. graminearum BSEC 102 не контаìінував поверхні насіння огірків. 
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Òаблиöя 2

Âплив продуктів метаболізму досліджуваних штамів псевдомонад на ураженість 
насіння огірків дейтероміцетами

Table 2

The іnfluence of the studіed Pseudomonas secondary metabolіtes on the cucumber 
seed deuteromycetes affectіon 

Âид 
дейтероміцета

Час, 
доба

P. 
aureofaciens 

ONU 304

P. 
aeruginosa 
ONU 300

P. 
aeruginosa 
ONU 301

P. 
aeruginosa 
ONU 302

Ê- Ê+ Êс

F. оxysporum 
BSEC 101

4 +++* ++ +++ ++ - ++ -

6 +++ ++ ++ ++ - + -

8 +++ + ++ + - + -

F. graminearum 
BSEC 102

4 ++ ++ ++ +++ - ++ -

6 ++ ++ + +++ - + -

8 ++ ++ - ++ - + -

F . 
sporotrichiella 
BSEC 103

4 +++ ++ ++ ++ - + -

6 +++ ++ + + - + -

8 +++ + + + - - -

Приìітка: *Оöінку захисної дії продуктів ìетаболізìу псевдоìонад від ушкодження 
грибаìи здійснювали за шкалою:
+++  – відсутність росту гриба навколо насіння та на його поверхні;
++  – ріст гриба навколо насіння та відсутність ознак контаìінаöії поверхні насіння;
+  – ріст гриба навколо насіння та наявність окреìих колоній на його поверхні;
–  – суöільне заростання ìіöелієì гриба поживного середовища та насіння. 

Åфективність застосування продуктів ìетаболізìу  досліджуваних 
штаìів P. aeruginosa для захисту насіння огірка була ìеншою. Ñуттєвий 
рівень антифузаріозної активності виявлено лише при використанні куль-
туральної рідини P. aeruginosa ONU 302 щодо F. graminearum BSEC 
102. Для інших штаìів P. aeruginosa антиìікробна дія їх ìетаболітів 
була дещо ниж÷ою. Ìініìальний інгібую÷ий вплив був зафіксований за 
дії ìетаболітів P. aeruginosa ONU 301 на F. graminearum BSEC 102. 

Òакиì ÷иноì, проведені дослідження показали наявність антиìікроб-
ної дії продуктів ìетаболізìу штаìів P. aeruginosa ONU 300, ONU 300 
та ONU 302 та P. aureofaciens ONU 304 на ріст недосконалих грибів 
F. oxysporum BSEC 101, F. graminearum BSEC 102, F. sporotrichiella 
BSEC 103 та перспективність застосування їх для захисту рослин від 
збудників фузаріозних інфекöій. 
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ÀÍÒÈФУЗÀÐÈÎЗÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎСÒЬ ЭÊЗÎÌÅÒÀÁÎËÈÒÎÂ 
ÍÅÊÎÒÎÐЫÕ ШÒÀÌÌÎÂ ÐÎÄÀ PSEUDOMONAS 

Ðеферат

Проведено изу÷ение влияния бактерий рода Pseudomonas на рост дей-
тероìиöетов рода Fusarium. Показано, ÷то антифузариозная активность 
зависит от вида и штаììа ìикроорганизìа. Наиболее высокий уровень 
антагонисти÷еской активности наблюдался на ÷етвертые сутки культиви-
рования и был более выраженныì для штаììов P. aeruginosa. Продукты 
ìетаболизìа, полу÷енные при выращивании штаììов P. aeruginosa ONU 
302 и P. аureofaciens ONU 304, оказались эффективныìи для защиты 
сеìян огурöа от поражения их фитопатогенныìи фузарияìи. Экзоìетабо-
литы P. аureofaciens ONU 304 ингибировали рост грибов рода Fusarium 
как вокруг сеìян огурöа Cucumis sativus L. сорт Òрой F1, так и на их 
поверхности. 

Êлю÷евые  слова : P. aureofaciens, P. fluorescens, P. aeruginosa, 
продукти ìетаболизìа, антифузариозная активность, Fusarium spp.
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ANTIFUSARIUM ACTIVITY OF SOME PSEUDOMONAS 
STRAIN EXOMETABOLITES

Summary

The influence of Pseudomonas bacteria on deuteromycetes growth 
has been studied. It was noted that antifusarium activity depended on 
the microorganism species and strain. The highest antagonistic activity 
value was observed on the fourth cultivation day and was more expressed 
for P. aeruginosa strains. The metabolism products obtained during the 
P. aeruginosa ONU 302 and P. aureofaciens ONU 304 strain growth 
were effective in protection cucumber seeds from being damaged by 
phytopathogenic fusariums. The P. aureofaciens ONU 304 exometabolites 
inhibited the growth of Fusarium fungi both around the seeds of Cucumis 
sativus L. variety Troy F1 and on their surface. 

Key words : P. aureofaciens, P. fluorescens, P. aeruginosa, metabolism 
products, antifusarium activity, Fusarium spp.
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ÂÈÊÎÐÈСÒÀÍÍß СПÎËУÊ ÍIÒÐÎÃÅÍУ ÁÀÊÒÅÐIßÌÈ 
ÖÈÊËУ СУËЬФУÐУ ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐIÂСЬÊÅ

Встановëено, що нітрат і нітрит неãативно впëивають на ріст, 
утворення та окиснення ãідроãен суëьфіду бактеріями цикëу суëьфу-
ру. Сірковідновëюваëьні бактерії Desulfuromonas аcetoxidans Yavor-12 
і суëьфатвідновëюваëьні бактерії Desulfovibrio desulfuricans IМВ 
К-6 здійснюють дисиміëяційну сірко- та суëьфатредукцію з утво-
ренням ãідроãен суëьфіду при використанні амонійної та амінної 
форм нітроãену. Сірковідновëюваëьні бактерії не використовують 
нітроãен амонію та ëізину у середовищі без суëьфуру, вони не здатні 
до здійснення нітрат- чи нітритредукції. Суëьфатвідновëюваëьні 
бактерії не засвоюють нітроãен амонію і ëізину у середовищі без 
суëьфатів та здійснюють дисиміëяційну нітрат- та нітритредукцію 
з утворенням амонію. Зеëені фототрофні сіркобактерії Chlorobium 
limicola IМВ К-8 використовують амонійний та амінний нітроãен і 
не засвоюють нітроãен нітрату та нітриту. За впëиву Co2+, Ni2+ 
та Cd2+ відбувається інãібування росту бактерій та утиëізації ними 
ãідроãен суëьфіду у середовищі з амонієм та/або ëізином. За наявності 
у середовищі амонійноãо нітроãену неãативний впëив іонів важкиõ 
метаëів на метабоëізм бактерій менший, ніж за нітроãену нітрату 
чи нітриту.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : нітрат, нітрит, амоній, ëізин, Desulfuromonas 
аcetoxidans, Desulfovibrio desulfuricans, Chlorobium limicola, ãідроãен 
суëьфід, нікеëь, кобаëьт, кадмій.

Òехногенне забруднення водних ресурсів іонаìи важких ìеталів та 
агресивниìи сполукаìи сульфуру і нітрогену з кожниì рокоì набуває все 
більш загрозливих ìасштабів [2, 7, 8]. Öе особливо стосується водойì, які 
виникли на ìісöі недію÷их сірковидобувних підприєìств. Ó верхніх водних 
шарах найбільш інтенсивно протікають проöеси окиснення сульфуру, здій-
снювані сіркоокиснювальниìи бактеріяìи, продуктоì яких є сульфати. 
Ñульфати і сульфур використовуються сульфат- і сірковідновлювальниìи 
бактеріяìи як акöептори електронів при окисненні органі÷них сполук, 
у результаті ÷ого утворюється отруйний для живих організìів гідроген 
сульфід. Ó глибинній зоні водойì, куди ще проникає світло, детоксика-

© О.Ì. Ìороз, I.Б. Ðусин, 2012
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öію H2S здійснюють фототрофні сіркобактерії, які використовують його 
як донор електронів у проöесі аноксигенного фотосинтезу [8]. Найбільш 
доступниì джерелоì нітрогену для ìікроорганізìів є аìоній, який утво-
рюється внаслідок азотфіксаöії та відновлення нітратів. Окиснені атоìи 
нітрогену ìожуть відновлювати не всі азотфіксувальні ìікроорганізìи, 
а лише ті, які синтезують нітрат- і нітритредуктазу [9].

Факультативно анаеробні бактерії здійснюють окиснення органі÷них 
субстратів або H2 з використанняì заìість оксигену таких акöепторів 
електронів як сульфат, сульфур, нітрат, нітрит, фуìарат, Fe (III), ди-
ìетилсульфоксид, N-оксид триìетилаìіну, CO2 або органі÷ні сполуки 
(анаеробне дихання). Дисиìіляöійне відновлення нітратів відбувається з 
утворенняì NO2

–, NO, N2О та N2 (денітрифікаöія) або нітрит за у÷астю 
НÀД(Ф)Н ÷и відновленого ìенахінону ìоже безпосередньо відновлюва-
тися до NН3/NН4

+ (аìоніфікаöія нітрату) [9]. Описано нітратредукöію з 
утворенняì нітриту і подальшиì відновленняì його до NH4

+ у сульфат-
відновлювальних бактерій Desulfovibrio desulfuricans та сірковідновлю-
вальних бактерій Wolinella succinogenes [10, 12]. Нітрати не використо-
вуються фототрофниìи зелениìи сіркобактеріяìи Chlorobium limicola 
як джерело нітрогену, їх наявність у середовищі пригні÷ує транспорт 
аìонію в клітину і засвоєння ìолекулярного та аìінного нітрогену [6]. 
За уìов дефіöиту нітрогену öиìи бактеріяìи синтезуються підвищені 
кількості запасного продукту у вигляді глікогену [2, 6]. 

Ìетою роботи було дослідити вплив різних сполук нітрогену та 
іонів одних з найбільш токси÷них для ìікроорганізìів важких ìеталів  
(кобальту, нікелю та кадìію [7]) на нагроìадження біоìаси, біогенез та 
утилізаöію гідроген сульфіду бактеріяìи öиклу сульфуру, виділениìи з 
водойìи Яворівського сіркового родовища. 

Ìатеріали і методи
Об’єктоì досліджень були сірковідновлювальні бактерії 

Desulfuromonas acetoxidans Yavor-12, сульфатвідновлювальні бактерії 
Desulfovibrio desulfuricans IÌВ Ê-6, фотосинтезувальні зелені сіркові 
бактерії Chlorobium limicola IÌВ Ê-8. Штаìи виділені з води Яворівсько-
го озера, ідентифіковані і зберігаються в колекöії кафедри ìікробіології 
Львівського наöіонального університету іìені Iвана Франка [2, 10, 11].

Біоìасу визна÷али за ìутністю суспензії клітин шляхоì її фотоìетру-
вання на фотоелектроколориìетрі ÊФÊ-3 у кюветі з опти÷ниì шляхоì 
3 ìì і розраховували за форìулою: Ñ, г/л = (Å 

.
 n) / Ê, де n – фактор 

розведення; Å – екстинкöія при 340; 340 і 450 нì; Ê – коефіöієнт пере-
рахунку, отриìаний за калібрувальною кривою залежності екстинкöії від 
ìаси сухих клітин, визна÷еної ваговиì ìетодоì, рівний 0,72; 0,19 і 0,131 
для сірко- та сульфатвідновлювальних і зелених сіркобактерій, відповідно. 

Ñірко- та сульфатвідновлювальні бактерії вирощували у середови-
щі Êравöова-Ñорокіна [4] без сульфатів з елеìентниì сульфуроì та з 
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сульфатаìи, відповідно, упродовж 10 діб у пробірках, об’єìоì 25 ìл, 
доверху заповнених середовищеì і щільно закритих гуìовиìи коркаìи, 
в анаеростатах в атìосфері аргону при 30 °Ñ. 

Для вив÷ення впливу сполук нітрогену на ріст та утворення гідроген 
сульфіду сірко- та сульфатвідновлювальниìи бактеріяìи їх вирощували 
до середини експоненöійної фази росту, осаджували öентрифугуванняì 
при 4025 g впродовж 30 хв і вносили в середовище з NH4Cl ÷и без, до 
конöентраöії 108 ÊÓО/ìл, культивували впродовж 10 діб. Ñполуки нітро-
гену: NH4Cl; NaNO3; NaNO2; лізин (C6H14N2O2), вносили у середовище 
у вигляді окреìо приготованих стерильних роз÷инів за ìасою нітрогену 
в сполуöі, рівною вìісту нітрогену у NH4Cl стандартного середовища 
(0,042 г/л або 3 ìÌ). Для перевірки здатності клітин здійснювати дис-
иìіляöійне відновлення нітратів ÷и нітритів бактерії вирощували у серед-
овищі без сульфуру або без сульфатів і без NH4Cl. Ó öьоìу випадку до 
середовища додавали сірковìісну аìінокислоту öистеїн (0,15 г/л) для 
задоволення асиìіляöійних потреб бактерій у сульфурі, а також сполуки 
нітрогену. Для дослідження здатності сульфатвідновлювальних бактерій 
використовувати сульфати і нітрати їх вирощували у середовищі з од-
наковиì вìістоì öих іонів – 3,5 ìÌ (стандартний вìіст іонів сульфату 
у середовищі Êравöова-Ñорокіна) з NH4Cl. Для виявлення ìолекуляр-
ного нітрогену в пробірки поìіщали поплавок запаяниì кінöеì догори 
(середовище з нітратоì ÷и нітритоì), у культуральній рідині визна÷али 
конöентраöії гідроген сульфіду йодоìетри÷ниì [5], сульфатів турбіди-
ìетри÷ниì [1], нітратів, нітритів спектрофотоìетри÷ниì [13] та аìонію 
колориìетри÷ниì ìетодоì за утворенняì індофенолу [14].

Êлітини зелених фототрофних сіркобактерій культивували у серед-
овищі GSB [15]. Для вив÷ення впливу іонів важких ìеталів та різних 
сполук нітрогену на ріст і окиснення гідроген сульфіду C. limicola IÌВ 
Ê-8 клітини вирощували до середини експоненöійної фази росту, оса-
жували öентрифугуванняì при 4025 g впродовж 30 хв, ресуспендували 
у стерильноìу роз÷ині NaCl (0,9%) та інкубували за стерильних уìов 
упродовж 1 год з стерильниìи роз÷инаìи NiCl2, CoCl2 та CdSO4 за кон-
öентраöії 1,5 ìÌ (попередньо встановлена наìи ìініìальна конöентраöія 
важких ìеталів, за якої виявлено зна÷не пригні÷ення фотоасиìіляöії 
клітинаìи гідроген сульфіду в проöесі аноксигенного фотосинтезу [7]) і 
без ìеталів (контроль). Êлітини дві÷і відìивали дистильованою водою, 
осаджували öентрифугуванняì і вносили в пробірки (конöентраöія в се-
редовищі – 5 · 108 ÊÓО/ìл). До середовища додавали роз÷ини NaNO3, 
NaNO2, C6H14N2O2 за ìасою нітрогену в NH4Cl (контроль), (0,09 г/л). 
До середовища з NH4Cl додавали стерильні роз÷ини NaNO3, NaNO2, 

C6H14N2O2 і не додавали додаткового джерела нітрогену (контроль) для 
вив÷ення впливу нітрату, нітриту та лізину на засвоєння клітинаìи 
аìонійної форìи нітрогену. Бактерії культивували впродовж 10 діб на 
світлі (40 лк, λ=700-800 нì) у пробірках, об’єìоì 25 ìл, доверху запо-
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внених середовищеì і щільно закритих гуìовиìи коркаìи, розìіщених 
в анаеростатах в атìосфері аргону при 30 °Ñ. 

Всі експериìенти проводили щонайìенше три÷і, результати опраöьо-
вували статисти÷но [3].

Ðезультати та їх обговорення
Для вив÷ення впливу різних сполук нітрогену на утворення гідроген 

сульфіду сірковідновлювальні бактерії D. acetoxidans Yavor-12 культи-
вували у середовищі Êравöова-Ñорокіна без сульфатів з сульфуроì з 
÷и без NH4Cl (табл. 1). За наявності аìоній хлориду, а також нітрату 
÷и нітриту у середовищі пригні÷ується засвоєння бактеріяìи аìонійної 
форìи нітрогену, про що свід÷ить низький ріст та у понад 5 разів ниж-
÷ий, ніж у контрольноìу варіанті, рівень утвореного клітинаìи гідроген 
сульфіду. При додаванні у середовище з аìоній хлоридоì лізину бактерії 
росли та нагроìаджували H2S на рівні контролю. 

Òаблиöя 1 

Áіомаса та утворення гідроген сульфіду Desulfovibrio аcetoxidans Yavor-12 
після 10 діб росту у середовищі Êравцова-Сорокіна без сульфатів з різними 

сполуками нітрогену**
Table 1

Bіomass and hydrogen sulfіde formatіon by Desulfovibrio аcetoxidans Yavor-12 
after  10 days growth іn Kravtsov-Sorokіn medіum wіthout sulfates wіth dіfferent 

nіtrogen compounds** 
Åлементний 

сульфур у середовищі
Сполуки нітрогену 

в середовищі
Áіомаса, г/л [S2–], мÌ

Наявний

NH4Cl (контроль) 3,60±0,05 1,09±0,05

NH4Cl, NaNO3 0,05±0,01* 0,16±0,01*

NH4Cl, NaNO2 0,04±0,01* 0,20±0,02*

NH4Cl, C6H14N2O2 3,91±0,09 1,05±0,02

NaNO3 0,06±0,02* 0

NaNO2 0,04±0,01* 0

C6H14N2O2 3,26±0,10 1,07±0,04

Відсутній

NH4Cl 0,05±0,01* 0

NH4Cl, NaNO3 0,04±0,01* 0

NH4Cl, NaNO2 0,04±0,01* 0

NH4Cl, C6H14N2O2 0,04±0,02* 0

NaNO3 0,05±0,04* 0

NaNO2 0,04±0,05* 0

C6H14N2O2 0,04±0,01* 0

Приìітки: * – р < 0,05;
** – вихідна конöентраöія [S0] у середовищі – не ìенш ніж 3,5 ìÌ
** – initial [S0] concentration in medium – no less than 3.5 mM
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Òакиì ÷иноì, встановлено, що нітрат і нітрит пригні÷ують засвоєн-
ня сірковідновлювальниìи бактеріяìи аìонійної форìи нітрогену. На-
явність у середовищі аìінної форìи нітрогену стиìулює використання 
його аìонійної форìи бактеріяìи. Якщо у середовищі наявні нітрат або 
нітрит як єдина форìа нітрогену, то повністю пригні÷ується як ріст 
сірковідновлювальних бактерій, так і утворення ниìи гідроген сульфіду. 
При додаванні до середовища лізину без додаткового джерела нітро-
гену біоìаса D. аcetoxidans Yavor-12 виявилася незна÷но ниж÷ою, ніж 
у контролі. За öих уìов клітини активно утворювали H2S. Ìожливо, 
аìонійна форìа нітрогену є найбільш засвоюваною для сірковідновлю-
вальних бактерій. Отже, виявлено, що нітрат і нітрит не засвоюються 
D. аcetoxidans Yavor-12, оскільки спостерігали повне пригні÷ення як 
росту, так і утворення бактеріяìи гідроген сульфіду. Вони активно здій-
снювали дисиìіляöійну сіркоредукöію при використанні як аìонійної, 
так і аìінної форì нітрогену.

Для перевірки здатності використовувати нітроген різних сполук і 
здійснювати нітрат- ÷и нітритредукöію сірковідновлювальні бактерії виро-
щували у середовищі без сульфуру з ÷и без NH4Cl та різниìи джерелаìи 
нітрогену (див. табл. 1). Бактерії не засвоювали нітроген аìонію, лізину, 
нітрату та нітриту у середовищі без сульфуру, оскільки у всіх варіантах 
досліду росту не спостерігали. Бактерії виявилися нездатниìи засвоювати 
нітроген аìоній хлориду не лише у присутності нітрату або нітриту, але і 
лізину, якщо у середовищі був відсутній сульфур. Бактерії виявилися не 
здатниìи до здійснення нітрат- ÷и нітритредукöії, оскільки в експериìен-
тах з NO3

– та NO2
– не спостерігали виділення ìолекулярного нітрогену, 

а також якісні реакöії на нітрити та аìоній дали негативні результати. 
З ìетою дослідження впливу різних сполук нітрогену на утворення 

гідроген сульфіду сульфатвідновлювальні бактерії D. desulfuricans IÌВ 
Ê-6 культивували у середовищі Êравöова-Ñорокіна з сульфатаìи з ÷и 
без NH4Cl (табл. 2). За наявності аìоній хлориду, а також нітрату ÷и 
нітриту у середовищі з сульфатаìи незна÷но пригні÷ується засвоєння 
бактеріяìи аìонійної форìи нітрогену. Про öе свід÷ить дещо ниж÷ий, 
ніж у контролі, ріст та у 1,5 рази ниж÷ий, ніж у контрольноìу варіанті, 
рівень утвореного клітинаìи гідроген сульфіду. Êлітини росли та нагро-
ìаджували H2S на рівні контролю, якщо у середовище додавали лізин 
разоì з NH4Cl. Òакиì ÷иноì, встановлено, що нітрат і нітрит незна÷но 
пригні÷ують засвоєння сульфатвідновлювальниìи бактеріяìи аìонійної 
форìи нітрогену. Наявність у середовищі аìінної форìи нітрогену сти-
ìулює використання його аìонійної форìи бактеріяìи. Якщо у серед-
овищі з сульфатаìи наявні нітрат або нітрит як єдина форìа нітрогену, 
то ìайже вдві÷і пригні÷ується як ріст сульфатвідновлювальних бактерій, 
так і утворення ниìи гідроген сульфіду. При додаванні до середовища 
лізину без додаткового джерела нітрогену спостерігали добрий ріст 
D. desulfuricans IÌВ Ê-6. Біоìаса виявилася лише незна÷но ниж÷ою, 
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ніж у контролі. За öих уìов клітини активно утворювали H2S. Ìожли-
во, аìонійна та аìінна форìи нітрогену є найбільш засвоюваниìи для 
D. desulfuricans IÌВ Ê-6. Отже, виявлено, що нітрат і нітрит у середовищі 
з сульфатаìи (з ÷и без NH4Cl) засвоюються D. desulfuricans IÌВ Ê-6, 
хо÷а спостерігається ниж÷а біоìаса і ниж÷ий рівень утворення гідроген 
сульфіду, ніж у контролі. Êлітини активно здійснювали дисиìіляöійну 
сульфатредукöію з утворенняì гідроген сульфіду при використанні як 
аìонійної, так і аìінної форì нітрогену.

Òаблиöя 2 

Áіомаса та утворення гідроген сульфіду Desulfovibrio desulfuricans IÌÂ Ê-6 після 
10 діб росту у середовищі Êравцова-Сорокіна з різними сполуками нітрогену** 

Table 2

Bіomass and hydrogen sulfіde formatіon by Desulfovibrio desulfuricans 
IÌV Ê-6 after 10 days growth іn Kravtsov-Sorokіn medіum wіth dіfferent nіtrogen 

compounds** 
Сульфати в
середовищі

Сполуки нітрогену в 
середовищі

Áіомаса, г/л [S2-], мÌ

Наявні

NH4Cl (контроль) 3,52±0,03 2,45±0,04

NH4Cl, NaNO3 2,53±0,08 1,67±0,05

NH4Cl, NaNO2 2,64±0,01 1,65±0,03

NH4Cl, C6H14N2O2 3,76±0,03 2,46±0,08

NaNO3 1,95±0,02 1,35+0,05

NaNO2 1,95±0,01 1,32+0,02

C6H14N2O2 3,25±0,10 2,42±0,06

Відсутні

NH4Cl 0,05±0,01* 0

NH4Cl, NaNO3 1,82±0,04 0

NH4Cl, NaNO2 1,84±0,04 0

NH4Cl, C6H14N2O2 0,05±0,01* 0

NaNO3 1,64±0,09* 0

NaNO2 1,74±0,04* 0

C6H14N2O2 0,05±0,01* 0

Приìітки: * – р < 0,05;
** – вихідна конöентраöія [SО4

2–] у середовищі – 3,5 ìÌ
** – initial [SО4

2–] concentration in medium – 3.5 mM

Для з’ясування здатності використовувати нітроген різних сполук і 
здійснювати дисиìіляöійну нітрат- ÷и нітритредукöію сульфатвідновлю-
вальні бактерії вирощували у середовищі без сульфатів з ÷и без NH4Cl 
та різниìи сполукаìи нітрогену (див. табл. 2). Бактерії виявилися не-
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здатниìи засвоювати нітроген не тільки аìоній хлориду, але і лізину, 
якщо у середовищі були відсутні сульфати як акöептор електронів. За 
наявності у середовищі нітрату та нітриту, у присутності ÷и без NH4Cl, 
спостерігали добрий ріст бактерій, хо÷а біоìаса виявилася ìайже вдві÷і 
ниж÷ою, ніж у середовищі з NH4Cl та сульфатаìи. Під ÷ас росту бактерій 
у середовищі з нітратоì або нітритоì виділення ìолекулярного нітрогену 
не спостерігали, о÷евидно, у зв’язку з їх безпосередніì відновленняì до 
аìонію.

Дослідження здатності засвоювати сульфати і нітрати за їх одна-
кової вихідної конöентраöії (3,5 ìÌ) у середовищі з аìоній хлоридоì 
(табл. 3) показало, що сульфатвідновлювальні бактерії нагроìаджували 
найвищу біоìасу під ÷ас росту у середовищі з сульфатаìи і впродовж 
10 діб культивування використали 94,9% іонів сульфату. За росту в 
середовищі з нітратаìи клітини використали 98,9% внесених у серед-
овище іонів нітрату. За росту в середовищі з сульфатаìи та нітратаìи 
бактерії використали 40,9 і 64,1% наявних у середовищі іонів сульфату 
і нітрату, відповідно. Отже, внесення у середовище нітрату негативно 
впливає на рівень редукöії бактеріяìи іонів сульфату, кріì öього, за уìов 
культивування бактерій у присутності еквіìолярної кількості сульфатів 
і нітратів, останні використовуються бактеріяìи швидше.

Òаблиöя 3

Âикористання SÎ4
2– і NO3

– Desulfovibrio desulfuricans IÌÂ Ê-6 за 10 діб росту 
у середовищі Êравцова-Сорокіна*

Table 3

SÎ4
2– and NO3

– utіlіzatіon by Desulfovibrio desulfuricans IÌV Ê-6 after 10 days 
growth іn Kravtsov-Sorokіn medіum* 

Сполуки нітрогену  
та сульфати в середовищі

Áіыомаса, г/л
Залишковий вміст у культуральній рідині

[SÎ4
2–], мÌ [NO3

–], мÌ

NH4Cl, SО4
2– 3,43±0,04 0,18±0,01 0

NH4Cl, NaNO3, SО4
2– 2,54±0,02 2,07±0,05 1,26±0,06

NH4Cl, NaNO3 1,92±0,02 0 0,04±0,01

Приìітка: * – вихідна конöентраöія [SО4
2–] та [NO3

–] у середовищі – 3,5 ìÌ
* – initial [SО4

2–] and [NO3
–]concentrations in medium – 3.5 mM

Вив÷ення природи проìіжних продуктів дисиìіляöійного відновлення 
або аìоніфікаöії нітратів D. desulfuricans IÌВ Ê-6 (рис. 1) показало, що 
за 10 діб росту у середовищі з нітратаìи бактерії практи÷но повністю 
використали наявні у середовищі іони нітрату (3 ìÌ) з нагроìадженняì 
до 2,24 ìÌ NH4

+. Впродовж перших діб росту бактерій спостерігали 
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нагроìадження у середовищі NO2
-, який до кінöя культивування ìайже 

повністю відновлювався клітинаìи до аìонію.
Отже, встановлено, що нітроген нітрату та нітриту використовується 

сульфатвідновлювальниìи бактеріяìи як акöептор електронів дисиìіля-
öійної нітрат- ÷и нітритредукöії, відновлениì продуктоì яких є аìоній, 
що нагроìаджується у середовищі і ìоже використовуватися клітинаìи 
для конструктивних потреб. Ñульфатвідновлювальні бактерії виявилися 
перспективниìи для їх використання з ìетою анаеробної детоксикаöії 
середовищ, забруднених нітратаìи і нітритаìи [10].

Ðис. 1. Âикористання NO3
–, утворення NO2

– та NH4
+ під час росту 

D. desulfurіcans IÌÂ Ê-6 у середовищі Êравцова-Сорокіна  
без SÎ4

2– та NH4Cl з NO3
–

Fіg. 1. NO3
– utіlіzatіon, NO2

– and NH4
+  formatіon durіng 

D. desulfuricans IÌV Ê-6 growth іn Kravtsov-Sorokіn medіum 
wіthout SÎ4

2– and NH4Cl wіth NO3
–

Òехногенні водойìи ÷асто забруднені не лише агресивниìи сполукаìи 
сульфуру та нітрогену, але і іонаìи важких ìеталів, вìіст яких зна÷но 
перевищує грани÷но допустиìі конöентраöії [7, 8]. Дослідження ìож-
ливості використання зелениìи фотосинтезувальниìи сіркобактеріяìи 
C. limicola IÌВ Ê-8 різних сполук нітрогену, у тоìу ÷ислі за впливу 
іонів важких ìеталів (табл. 4) показало, що öі бактерії найкраще вико-
ристовують аìонійний та аìінний нітроген, оскільки після 10 діб росту у 
середовищах з NH4Cl (контроль) або C6H14N2O2 виявлено високу біоìасу 
та незна÷ний вìіст гідроген сульфіду у середовищі. Наявність у сере-
довищі одно÷асно лізину та аìоній хлориду сприяє росту та окисненню 
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Òаблиöя 4

Âплив різних сполук нітрогену та іонів важких металів (1,5 мÌ)  
на ріст та утилізацію гідроген сульфіду C. limicola IÌÂ Ê-8** 

Table 4

Dіfferent nіtrogen compounds and hard metal іons (1.5 mM) іnfluence  
on the growth and hydrogen sulfіde utіlіzatіon by C. limicola IÌV Ê-8**

Солі, використані для 
інкубації клітин

Сполуки нітрогену в 
середовищі 

Áіомаса, г/л [S2–], мÌ

Без солей ìеталів

NH4Cl (контроль) 3,31±0,06 0,17±0,05

NH4Cl, NaNO3
1,21±0,03* 0,81±0,05*

NH4Cl, NaNO2
1,30±0,04* 0,66±0,03*

NH4Cl, C6H14N2O2
3,45±0,05 0,12±0,03

NaNO3
0,12±0,03* 2,40±0,02*

NaNO2
0,13±0,04* 2,41±0,03*

C6H14N2O2
2,47±0,05 0,29±0,03

CoCl2

NH4Cl (контроль) 2,31±0,01 0,70±0,01

NH4Cl, NaNO3 0,96±0,07* 1,62±0,04*

NH4Cl, NaNO2 0,89±0,04* 1,55±0,04*

NH4Cl, C6H14N2O2 2,85±0,04 0,45±0,08

NaNO3 0,14± 0,01* 2,41±0,02*

NaNO2 0,11± 0,01* 2,45±0,02*

C6H14N2O2 2,30± 0,01 0,90±0,01

NiCl2

NH4Cl (контроль) 2,28±0,04 0,45±0,03

NH4Cl, NaNO3 0,81±0,05* 1,40±0,04*

NH4Cl, NaNO2
0,93±0,07* 1,38±0,04*

NH4Cl, C6H14N2O2
2,75±0,04 0,30±0,06

NaNO3 0,10±0,01* 2,40±0,01*

NaNO2 0,10±0,01* 2,43±0,04*

C6H14N2O2 2,19±0,04 0,60±0,06

CdSO4

NH4Cl (контроль) 1,96+0,08 0,86+0,11

NH4Cl, NaNO3
0,65+0,03* 1,96+0,35*

NH4Cl, NaNO2
0,69+0,07* 1,93+0,09*

NH4Cl, C6H14N2O2
2,35+0,02 0,54+0,03

NaNO3
0,15+0,01* 2,42+0,15*

NaNO2
0,14+0,02* 2,41+0,26*

C6H14N2O2
2,09+0,08 0,96+0,05

Приìітки: * – р < 0,05;
** – вихідна конöентраöія [S2-] у середовищі GSB – 2,5 ìÌ
** – initial [S2-] concentration in medium GSB – 2.5 mM
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клітинаìи гідроген сульфіду. Нітрат та нітрит натрію пригні÷ують за-
своєння клітинаìи аìонійної форìи нітрогену: спостерігається зна÷но 
гірший ріст і пригні÷ення фотоасиìіляöії гідроген сульфіду, порівняно з 
контролеì. Нітрат та нітрит як єдині джерела нітрогену в середовищі не 
засвоюються C. limicola IÌВ Ê-8. За даниìи літератури [2] öі сполуки 
виступають як стресовий фактор. В таких уìовах C. limicola IÌВ Ê-8 
активно нагроìаджує глікоген, проте пригні÷ується ріст та утилізаöія 
гідроген сульфіду [6].

Iони кобальту, нікелю та кадìію негативно впливають на нагроìа-
дження біоìаси та утилізаöію гідроген сульфіду C. limicola IÌВ Ê-8 під 
÷ас росту у середовищах з різниìи сполукаìи нітрогену (табл. 4). Якщо 
після культивування у середовищі з аìоній хлоридоì та лізиноì не ін-
кубовані з соляìи важких ìеталів бактерії утилізували 95,2% гідроген 
сульфіду, то інкубовані з CoCl2, NiCl2 та CdSO4 – 82,0; 88,0 та 78,4%, 
відповідно. За наявності у середовищі аìонійного нітрогену негативний 
вплив іонів кобальту, нікелю та кадìію на ìетаболізì бактерій ìенший, 
ніж заìіна аìонію на нітрат і нітрит. Після культивування у середовищі 
з аìонієì та нітратоì не інкубовані з соляìи важких ìеталів клітини 
утилізували 67,6% гідроген сульфіду, а клітини, інкубовані з CoCl2, NiCl2 

та CdSO4 – 35,2; 44,0 та 21,6%, відповідно. Як видно з отриìаних ре-
зультатів, найбільш негативний вплив на ìетаболі÷ну активність зелених 
фототрофних сіркобактерій виявили іони кадìію.

Òакиì ÷иноì, встановлено, що C. limicola IÌВ Ê-8 використовують 
аìонійний та аìінний нітроген і не засвоюють нітроген нітрату та ніт-
риту. Доведено, що нітрат та нітрит пригні÷ують засвоєння клітинаìи 
аìонійної форìи нітрогену. Показано, що за впливу Co2+, Ni2+ та Cd2+ 
відбувається інгібування росту та утилізаöії гідроген сульфіду бактеріяìи 
у середовищі з аìоній хлоридоì та/або лізиноì. За наявності у серед-
овищі аìонійного нітрогену негативний вплив іонів важких ìеталів на 
ìетаболізì бактерій ìенший, ніж заìіна аìонійної форìи нітрогену на 
нітроген нітрату ÷и нітриту.

Отже, нітрат і нітрит негативно впливають на ріст, біогенез гідроген 
сульфіду сірко- та сульфатвідновлювальниìи бактеріяìи та його фотоаси-
ìіляöію фотосинтезувальниìи сіркобактеріяìи. При асиìіляöії клітинаìи 
нітрогену у форìі аìіаку або в складі клітинних коìпонентів (наприклад, 
аìінокислот) його ступінь окиснення (-3) не зìінюється, тоді як при ви-
користанні бактеріяìи нітрогену нітратів або нітритів (ступінь окиснення 
+5 та +3, відповідно) він відновлюється відповідниìи редуктазаìи, які 
синтезуються не у всіх ìікроорганізìів. Єдиниìи серед досліджених 
наìи бактерій, які засвоювали нітрати та нітрити, використовую÷и їх 
як кінöевий акöептор електронів дисиìіляöійної нітрат- ÷и нітритредук-
öії (з утворенняì аìонію), виявилися сульфатвідновлювальні бактерії, 
при÷оìу як за наявності, так і за відсутності сульфатів. Нітрат і нітрит 
пригні÷ували сульфатредукöію у öих бактерій, ìожливо, у зв’язку з їх 
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вищиì, ніж у сульфату, окисно-відновниì потенöіалоì, що дозволяло їì 
відновлюватися у клітинах швидше [9, 10]. З іншого боку, викликане ні-
тратоì і нітритоì голодування за нітрогеноì у бактерій роду Chlorobium 
сприяє нагроìадженню бактеріяìи ендогенного глікогену, продукту, який 
ìає важливе для народного господарства зна÷ення [2, 6].
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USE OF NITROGEN СOMPOUNDS BY SULFUR CYCLE 
BACTERIA OF YAVORIVSKE LAKE

Summary

It was revealed that nitrate and nitrite negatively influences on the 
growth, hydrogen sulfide formation and oxidation by sulfur cycle bacteria. 
Found that sulfur reducing bacteria Desulfuromonas acetoxidans Yavor-12 
and sulfate reducing bacteria Desulfovibrio desulfuricans IMV K-6 carry out 
dyssimilatory sulfur and sulfate reduction with hydrogen sulfide formation 
using ammonium and amine forms of nitrogen. Sulfur reducing bacteria do 
not use ammonium and lysine nitrogen in the medium without sulfur; they 
are not capable to carry out nitrate or nitrite reduction. Sulfate reducing 
bacteria do not utilize ammonium and lysine nitrogen in the medium 
without sulfates; they carry out dissimilatory nitrate or nitrite reduction 
with ammonium formation. Green phototrophic sulfur bacteria Chlorobium 
limicola IMV K-8 use ammonium and amine nitrogen and they are not 
capable to utilize nitrate and nitrite nitrogen. It is inhibited bacterial growth 
and hydrogen sulfide utilization by bacteria in medium with ammonium and/
or lysine upon the influence of Co2+, Ni2+ and Cd2+. The negative influence 
of heavy metal ions on the bacteria metabolism is less in the presence of 
ammonium nitrogen in medium than in the presence of nitrate or nitrite.

K e y  w o r d s : nitrogen compounds, cycle sulfur bacteria, hydrogen 
sulfide.
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ÈСПÎËЬЗÎÂÀÍÈÅ СÎÅÄÈÍÅÍÈÉ ÍÈÒÐÎÃÅÍÀ ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ 
ÖÈÊËÀ СÅÐЫ ÎЗÅÐÀ ßÂÎÐÎÂСÊÎÅ

Ðеферат

Показано, ÷то нитрат и нитрит негативно влияют на рост, образо-
вание и окисление гидроген сульфида бактерияìи öикла серы. Ñеро-
восстанавливающие бактерии Desulfuromonas аcetoxidans Yavor-12 и 
сульфатвосстанавливающие бактерии Desulfovibrio desulfuricans ÈÌВ 
Ê-6 осуществляют диссиìиляöионную серо- и сульфатредукöию с обра-
зованиеì сероводорода при использовании аììонийной и аìинной форì 
азота. Ñеровосстанавливающие бактерии не используют азот аììония и 
лизина в среде без серы, они не способны к осуществлению нитрат- или 
нитритредукöии. Ñульфатвосстанавливающие бактерии не усваивают азот 
аììония и лизина в среде без сульфатов, они осуществляют диссиìиля-
öионную нитрат- и нитритредукöию с образованиеì аììония. Зеленые 
фототрофные серобактерии Chlorobium limicola ÈÌВ Ê-8 используют 
аììонийный и аìинный азот и не усваивают азот нитрата и нитрита. Под 
воздействиеì Co2+, Ni2+ и Cd2+ происходит ингибирование роста бактерий 
и утилизаöии иìи сероводорода в среде с аììониеì и/или лизиноì. При 
нали÷ии в среде аììонийного азота негативное влияние ионов тяжёлых 
ìеталлов на ìетаболизì бактерий ìеньше, ÷еì при нали÷ии нитрата или 
нитрита.

Êлю÷е вые  с л о в а : нитрат, нитрит, аììоний, лизин, Desulfuromonas 
аcetoxidans, Desulfovibrio desulfuricans, Chlorobium limicola, сероводо-
род, никель, кобальт, кадìий.
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ÕÐÎÍ²ÊÀ ÍÀУÊÎÂÎÃÎ ЖÈÒÒß

THE CHRONICLE OF A SCIENTIFIC LIFE

VII ËIÒÍß ШÊÎËÀ З ÌÎËÅÊУËßÐÍÎЇ ÌIÊÐÎÁIÎËÎÃIЇ 
I ÁIÎÒÅÕÍÎËÎÃIЇ

З 5 по 20 ÷ервня 2012 року  на базі кафедри ìікробіології, вірусології 
та біотехнології Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷нико-
ва спільно з Iнститутоì ìікробіології і вірусології іìені Д.Ê. Заболотного 
НÀН Óкраїни та за підтриìки Òовариства ìікробіологів Óкраїни іìені 
Ñ.Ì. Виноградського відбулася VII Літня школа з ìолекулярної ìікро-
біології і біотехнології. 

До у÷асті у Літній школі були запрошені ìолоді в÷ені та аспіранти з 
університетів та наукових закладів з Êиєва, Чернівöів, Óжгорода, Iвано-
Франківська, Дрогоби÷а, Луöька та Одеси. 

Лекöійний курс VII Літньої  школи з ìолекулярної ìікробіології і 
біотехнології був присвя÷ений проблеìаì біосенсорики. Завідува÷ лабо-
раторії біоìолекулярної електроніки Iнституту ìолекулярної біології і 
генетики НÀНÓ, ÷лен кореспондент НÀНÓ, д.б.н., проф. Ñолдаткін О.П. 
про÷итав лекöію «Варіанти біоселективних елеìентів біосенсорів»,  за-
відува÷ відділу аналіти÷ної біотехнології Iнституту біології клітини НÀН 
Óкраїни д.б.н., проф. Гон÷ар Ì.В. – лекöії «Біосенсорика як новітня 
галузь аналіти÷ної біотехнології», «Біокаталіти÷ні сенсори для аналізу 
ìетаболітів», «Поєднання генно-інженерних технологій та нанотехнологій 
в біосенсориöі», проф. д.б.н. Дзядеви÷ О.П. з Iнституту ìолекулярної біо-
логії і генетики НÀНÓ – лекöію «Åлектрохіìі÷ні перетворюва÷і», ст.н.с., 
к.б.н. Ðа÷ков О.Å. з öього ж інституту – лекöію «Опти÷ні біосенсори».

 Практи÷ні заняття на школі проводили наукові співробітники кафе-
дри ìікробіології, вірусології та біотехнології Одеського наöіонального 
університету іìені I.I. Ìе÷никова – доö., к.б.н. Ліìанська Н.В., с.н.с., 
к.б.н. Васильєва Н.Ю., с.н.с., к.б.н. Iваниöя Ò.В., н.с., к.б.н. Ñергєєва 
Æ.Ю., ì.н.с. к.б.н. Êрилова Ê.Д., Iнституту ìікробіології і вірусології 
іìені Д.Ê. Заболотного НÀН – завідува÷ лабораторії, к.б.н. Остап÷ук 
À.Ì. та представник коìпанії БіоÐад доктор Гюла Шанаді  (Óгорщина). 

Впродовж двох з половиною тижнів на практи÷них заняттях у÷асни-
ки  VII Літньої  школи ознайоìилися з су÷асниìи ìетодаìи, які широко 
використовуються в наукових дослідженнях і в лабораторній практиöі: 
ìетодаìи титрування та препаративного отриìання бактеріофагів, виді-
лення бактеріальної та фагової ДНÊ, трансфорìаöії бактеріальних клітин 
плазìідною ДНÊ, ìетодаìи поліìеразної ланöюгової реакöії, електро-
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форезу в поліакрилаìідноìу та агарозноìу гелях, основниìи ìетодаìи 
біоінфорìатики. 

Під ÷ас перерв та у вихідні дні у÷асники школи відвідали Зоологі÷-
ний, Ìінералогі÷ний та Палеонтологі÷ний ìузеї Одеського наöіонального 
університету іìені I.I. Ìе÷никова. 

На уро÷истоìу закритті у÷асники VII Літньої  школи з ìолекулярної 
ìікробіології і біотехнології отриìали посвід÷ення, які  вру÷ав  керівник 
Літньої школи, проректор з наукової роботи, завідува÷ кафедри ìікробі-
ології, вірусології та біотехнології Одеського наöіонального університету 
професор, д.б.н.  В.О. Iваниöя. 

Організатори Літньої школи з ìолекулярної ìікробіології і біотех-
нології запрошують ìолодих у÷ених взяти у÷асть у VIII Літній школі, 
яка відбудеться у травні-÷ервні 2013 року, і опанувати су÷асні ìетоди 
ìолекулярної ìікробіології, біотехнології та біоінфорìатики!  

Òелефон: (0482) 68-79-64
Åлектронна адреса: sergeevazh@gmail.com

 Відповідальний секретар 
Літньої школи з ìолекулярної 

ìікробіології і біотехнології, 
к.б.н. Ñергєєва Æ. Ю.
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²ÍФÎÐÌÀÖIÉÍÅ ПÎÂIÄÎÌËÅÍÍß ÄËß ÀÂÒÎÐIÂ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

До рукопису додається електронний  варіант статті ìовою оригіна-
лу та англійською ìовою на дискові (Word, шрифт Times New Roman, 
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кегль 14, інтервал автоìати÷ний, не більше 30 рядків на сторінöі, 
поля по 2 сì).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ó посиланні наводять прізвища усіх авторів. В експериìентальних 
праöях ìає бути не більше 15 посилань літературних джерел. Патентні 
докуìенти розìіщуються у кінöі списку посилань.
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2003. – 21 с.

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

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

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

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

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

платні реклаìні оголошення біотехнологі÷ного та ìеди÷ного напряìів; 
виробників лабораторного обладнання, діагностикуìів, реактивів для 
наукових досліджень тощо.
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Виявлені помилки 
 В статье Д.М. Сытникова "Экономическая целесообразность применения ризобиальных 

препаратов, модифицированных гомологичным лектином»" (№ 1, 2012 г.) на странице 79 
некорректно представлена формула расчёта рентабельности при использовании бактериальных 
препаратов (2). 
Формула расчёта должна выглядеть так: 
 

Рентабельность  = чистая прибыль х 100%. 
         (затраты на выращивание + затраты на препарат) 
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