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ЗАХИСНІ ФУНКЦІЇ 
ПОВЕРХНЕВО-АКТИВНИХ 
РЕЧОВИН янооососсив 
ЕЯУТНЯОРОШ ІМВ АС-5017 
І АСШЕТОВАСТЕЯ 
САІ-СОАСЕТІСІІЗ ІМВ В-7241 

Встановлено, що поверхнево-активні речовин (ПАР), синтезовані КНосіососсиз 
егуікгороііз ІМВ Ас-501 7 і АсіпеїоЬасіег саісоасеіісиз ІМВ В-7241 здатні захища-
ти як клітини продуцентів, так і природної нафтоокиснювальної мікрофлори від 
токсичного впливу катіонів міді (0,01—0,5 мМ). Так, за присутності 0,01 мМ 
Си2+ спостерігали повну загибель клітин В. егуШгороІіз ІМВ Ас-5017, позбавлених 
поверхнево-активних речовин, тоді як за наявності ПАР виживало до 65 % клітин. 
При дії 0,5 мМ катіонів міді на клітини А. саісоасеіісиз ІМВ В-7241 виживало 32 % 
клітин за наявності ПАР, у той час як без ПАР усі клітини гинули. Виживання 
клітин нативної нафтоокисню вальної мікрофлори води за присутності катіонів 
міді та ПАР Е. егуШгороІіз ІМВ Ас-5017 становило 100 %, в той час як без ПАР 
спостерігали їх повну загибель. Встановлено залежність виживання клітин шта-
му ІМВ Ас-501 7 за дії катіонів міді від фізіологічного стану. 

Ключові слова: поверхнево-активні речовини, захисні функції, катіони міді, 
виживання клітин. 

У попередніх дослідженнях із забрудненого нафтою ґрунту виділено штами 
нафтоокиснювальних бактерій ВНо<іососсиз егуіНгороІіз ІМВ Ас-5017 і АсіпеіоЬасіег 
саісоасеіісиз ІМВ В-7241, здатні синтезувати поверхнево-активні речовини [1]. Було 
показано, що використання препаратів ПАР штамів ІМВ Ас-5017 і ІМВ В-7241 у 
вигляді постферментаційноїкультуральної рідини є ефективним для очищення води 
і ґрунту від нафти за присутності катіонів міді [2]. Встановлено можливість інтенеи-
фікапдї синтезу ПАР даними штамами внесенням у середовище культивування з 
різними субстратами Си2+ (0,01—0,1 мМ) [3]. 

Літературні дані [4] свідчать про важливу фізіологічну роль мікробних повер-
хнево-активних речовин у несприятливих умовах існування мікроорганізмів. Вста-
новлено, що ПАР надають продуцентам ряд суттєвих переваг завдяки інтенсифі-
кації перенесення поживних речовин у клітину, збільшенню біодоступності гідро-
фобних субстратів, підвищенню стійкості до важких металів, антимікробним влас-
тивостям. Так, ПАР здатні утворювати стабільні комплекси з важкими металами 
(А13+, 2П5*, Ге2+, Са^, Со2+, Мп2+, М£2+, К+ , Си^, РЬ2+ та Сс12+), захищаючи 
таким чином клітини продуцента від їх токсичної дії [4]. 

Відомо, що у відповідь на несприятливі фактори навколишнього середови-
ща у деяких мікроорганізмів спостерігається підвищення синтезу протекторних 
сполук (білків, екзополісахаридів), що виконують захисну функцію [5]. Наприк-
лад, Васіїїиз зиЬіШз за зниження температури до 15 °С починає синтезувати ве-
лику кількість білків, багатих на гліцин і пролін [6]. ЕЬосіососсиз егуіЬгороІіз за 
екстремальних температур (4—20 °С), рН (3, 11), солоності (до 7,5 % хлориду 
натрію) і наявності 1 % сульфату міді утворює поліненасичені жирні кислоти, 
синтез яких відсутній за сприятливих умов [7]. У літературі описано психрофіль-
ний штам ВНосіососсив зр. — продуцент ПАР, оптимальною температурою росту якого 
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є ЗО °С [8], зниження температури культивування даного штаму до 20 °С супро-
воджувалось зменшенням рівня біомаси, однак при цьому спостерігали збільшення 
синтезу ПАР [8]. У роботі [9] описані бактерії СаепогЬаМШз еіе^апз, які за умов 
гіпертонічного стресу (експозиція впродовж 4 год з 400—500 мМ МаСІ) почина-
ють синтезувати на 55—120 % більше білків, ніж за нормальних умов. Окремі 
штами Е. соїі за наявності металів синтезують особливі протекторні білки, що 
зв'язують метали, штами нездатні до синтезу цих білків за аналогічних умов 
гинуть [10]. Бактерії Р. аего^іпоза в анаеробних умовах гинуть, проте за додаван-
ня екзогенних поверхнево-активних рамноліпідів вони відновлюють свій ріст [11]. 

Передбачаеться, що одним з механізмів підвищення синтезу ПАР В. егуікгороііз 
ШВ Ас-5017 і А саісоасеіісиз М В В- 7241 за наявності Си21" є функціонування аналогіч-
ного адаптаційного механізму для захисту клітин від несприятливих факторів нав-
колишнього середовища в тому числі і катіонів міді [8]. 

Мета даної роботи — дослідження захисних функцій ПАР В. егуікгороііз 
ІМВ Ас-5017 і А. саісоасеіісиз ІМВ В-7241 щодо катіонів міді. 

Об'єкти дослідження — штами В. егуШгороІі& ЕК-1 і А. саісоасеіісив К-4, де-
поновані в Депозитарії Інституту мікробіології та вірусології під номерами ІМВ 
Ас-5017 і ІМВ В-7241 відповідно [1]. 

Культивування В. егуШгороІів ІМВ Ас-5017 здійснювали на мінеральному 
поживному середовищі такого складу (г/л): МаЖ)3 — 1,3, МаСІ — 1,0, Ма2НР04х 
х12Н30 — 0,6, КН2Р04 — 0,14, М£804Х7Н20 — 0,1, Ре804х7Н20 — 0,001, вода дис-
тильована — до 1 л, рН 6,8—7,0. 

А. саісоасеїісиз ІМВ В-7241 вирощували на середовищі такого ж складу за вик-
люченням джерела азоту: замість МаЖ>3 в середовище вносили (МІ2)3С0 в концент-
ращї 0,35 г/л. Додатково додавали дріжджовий автолізат — 0,5 % (по об'єму) і розчин 
мікроелементів — 0,1 % (об'ємна частка [1]). 

Як джерело вуглецю і енергії використовували етанол у концентрації 2 % 
(об'ємна частка). 

Посівний матеріал — культура з експоненційної фази росту, вирощена на середо-
вищі наведеного складу з 1 % (по об'єму) етанолу. Кількість інокуляту— 5 % від 
об'єму поживного середовища. Культивування бактерій проводили в колбах об'ємом 
750 мл із 100 мл середовища на качалці (320 об/хв) при 28°С упродовж 48—120 год. 

Визначення ролі ПАР у захисті клітин від діїСи2+ здійснювали так. Культу -
ральну рідину, отриману після культивування штамів до середини експоненційної 
та початку стаціонарної фази піддавали ультрацентрифугуванню (10000 5 хв). 
Для відмивання осаджених клітин від залишків поживного середовища їх суспен-
дували у стерильній водопровідній воді і повторно центрифугували (10000 5 
хв), після чого рееуспендували у такому самому об'ємі стерильної водопровідної 
води (суспензія клітин, вільних від ПАР). Далі у пробірки типу еррепсіогї по-
міщали по 1,5 мл культуральної рідини (клітини + ПАР) і суспензії клітин, поз-
бавлених ПАР; потім вносили 0,01—1 мМ Си2+у вигляді розчину солі Си804 '5Н20, 
витримували у термостаті при ЗО °С упродовж 1 год, після чого визначали кількість 
живих клітин за методом Коха на глюкозо-картопл яному (ГКА) чи м' ясо-пептон-
ному агаризованому середовищі (МПА) для штаму ІМВ Ае-5017 і ІМВ В-7241 
відповідно. 

Мікроорганізми нафтоокиснювальної мікрофлори з бюветної води виділяли 
висівом на МПА, вирощували упродовж двох діб, після чого змивали із скошено-
го агару стерильною водопровідною водою (контроль) або стерильним суперна-
тантом культуральної рідини після вирощування В. егуШгороІіз ІМВ Ас-5017. 
Супернатант отримували центрифугуванням культуральної рідини (5000 об /хв , 
ЗО хв). В одержані суспензії вносили Си2 +(0,01—0,05 мМ) у вигляді ЇМ розчину 
солі Си804 5Н20. Початкову концентрацію клітин у суспензіях встановлюваїи за мето-

27 Наукові праці НУХТ № 43 



БІОТЕХНОЛОГІЯ, МІКРОБІОЛОГІЯ 

дом Коха. Усі зразки витримували у термостаті впродовж ЗО хв при температурі 
ЗО °С, потім визначили кількість живих клітин на МПА за методом Коха. 

Залежність виживання клітин & егуШгороІіз Ш В Ас-5017 і А. саісоасеіісиз Ш В 
В-7241 від наявності поверхнево-активних речовині концентрації катіонів міді наве-
дена у табл. 1—2, 

Таблиця 1. Роль поверхнево-активних речовин у захисті клітин 
штаму ІМВ Ас 5017 від Сп2+ 

Момент внесення 
Си21" (фаза росту) 

Концентрація 
Си2+, мМ 

Виживання клітин, % Момент внесення 
Си21" (фаза росту) 

Концентрація 
Си2+, мМ 

За присутності ПАР Без ПАР 
Експоненційна 0 95+5 95+5 

0,01 63,4+3,1 0 
0,05 0,54+0,03 0 
0,1 0 0 

Стаціонарна 0 95+5 95+5 
0,01 53,2+2,6 0 
0,05 23,2+1,1 0 
0,1 0,38+0,02 0 

Таблиця 2. Вплив поверхнево-активних речовин на виживання клітин А. саісоасеіісиз 
ІМВ В-7241 за присутності Сп2+ 

Концентрація Си2+, мМ Виживання клітин, % Концентрація Си2+, мМ 
За присутності ПАР Без ПАР 

0 
0,1 
0,5 

1 

П р и м і т к а . Метал вносили 

95+5 
55+9 

32+1,6 
0 

і суспензію клітин із експоненці 

95+5 
50+10 

0 
0 

йної фази росту. 

За додавання 0,1 — 1 мМ Си2+ у суспензію клітин В. егуікгороііз ІМВ Ас-5017 
як з експоненційної так і стаціонарної фази росту усі клітини гинули, тому у 
подальшому для штаму ІМВ Ас-5017 концентрацію катіонів міді зменшили у 10 
разів (табл. 1). Наведені у табл. 1 дані свідчать, що незалежно від концентрації 
Си2+ спостерігали загибель усіх клітин штаму ІМВ Ас-5017, позбавлених ПАР, у 
той час як за присутності ПАР виживання клітин становило від 0,38 до 63,4 % . 
Рівень виживання клітин Е. егуіЬгороІіз ІМВ Ас-5017 за наявності ПАР після 
обробки Си2+корелював з концентрацією катіонів міді: у міру збільшення вмісту 
Си2+ від 0,01 до 0,1 мМ виживання клітин з експоненційної фази росту знижува-
лося з 63,4 до 0 % , а із стаціонарної — від 53,2 до 0,38 % відповідно. Загалом, 
стійкішими до дії Си2+ за присутності ПАР виявилися клітини із стаціонарної 
фази росту, що можна пояснити вищою концентрацією синтезованих поверхне-
во-активних речовин. 

При вивченні дії Си2+ на клітини А. саісоасеіісиз ІМВ В-7241 з стаціонар-
ної фази росту було встановлено, що незалежно від концентрації Си2+ і наявності 
ПАР усі клітини гинули, тому у наступних експериментах досліджували кліти-
ни тільки з експоненційної фази росту (табл. 2). Показано, що за присутності 
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ОД мМ катіонів міді виживання клітин штаму ІМВ В-7241 як за наявності ПАР 
так і без них було практично однаковим (50—55 %) . За вищої концентрації Си2+ 

(0,5 мМ) усі клітини, позбавлені ПАР, гинули, в той час як у суспензії, що місти-
ла ПАР виживало 32 % клітин. Концентрація катіонів міді 1 мМ виявилася за-
надто високою для штаму ІМВ В-7241, оскільки призводила до загибелі усіх 
клітин, незалежно від наявності ПАР. 

На другому етапі досліджень вивчали захисну функцію ПАР штаму ІМВ 
Ас-5017 щодо нативної нафтоокиснювальної мікрофлори води (табл. 3). 

Таблиця 3. Вплив ПАР на виживання клітин нативної мікрофлори 
води за наявності Си2+ 

Морфотип Концентрація Сп2+, 
мМ 

Наявність у суспензії 
ПАР 

Виживання клітин, % 

1 0,01 - 59+2,95 
+ 91+4,5 

0,05 - 45+2,25 
+ 45+2,25 

2 0,01 - 0,4+0,02 
+ 95+5 

0,05 - 0,1+0,005 
+ 76+3,8 

Раніше [2] нами було проведено дослідження, спрямоване на встановлення 
ефективності препарату ПАР В. еп/ікгороііз ІМВ Ас-5017 в очищенні води від на-
фти за присутності Си2+. Було показано, що у забрудненій воді за наявності каті-
онів міді і ПАР нативна мікрофлора активніше розвивалася, ніж у воді, що була 
необроблена препаратом ПАР і не містила Си2+. Ми припустили, що ПАР захища-
ють від дії катіонів міді не тільки клітини продуцента, а й нативну мікрофлору 
води. Під час проведення мікробіологічного контролю досліджуваних водойм було 
виділено 2 культури, чисельність яких у порівнянні з іншими суттєво збільшува-
лась впродовж процесу біоремедіації. Досліджуючи морфотипи виділених куль-
тур методом мікроскопіювання з імерсією (904) було встановлено, що: морфотип 1 — 
грамнегативні паличкоподібні клітини правильної форми, довжиною 2—4 мкм, 
при рості на МПА утворювали округлі, матові, випуклі з рівними краями колонії 
кремового кольору; морфотип 2 — грампозитивні кокові форми, діаметром 1—1,5 
мкм, розміщені у вигляді пакетів по 4—8 клітин, очевидно сарцини, при рості на 
МПА утворювали випуклі, блискучі колонії, жовто-коричневого кольору. Виділені 
культури використовували для вивчення захисної функції ПАР. 

Як видно з наведених у табл. З даних, поверхнево-активні речовини захи-
щали клітини природної мікрофлори води від токсичного впливу металу. Так, 
виживання клітин обох культур у суспензіях, що містили 0,01 мМ міді та повер-
хнево-активні речовини досягало 100 % , у суспензіях без ПАР виживало 59 і 4 % 
клітин типу 1 та 2 відповідно. Внесення 0,05 мМ міді у суспензію культури типу 
1 супроводжувалось загибеллю 55 % клітин як у присутності ПАР так і без них. 
При додаванні 0,05 мМ міді до суспензії культури типу 2 та поверхнево-актив-
них речовин виживало 76 % клітин, тоді як без ПАР майже усі клітини гинули. 

Висновки. Отже, в результаті проведених досліджень встановлено, що повер-
хнево-активні речовини В. егуШгороШ ІМВ Ае-5017 і А. саісоасеіісиз ІМВ В-7241 
захищали клітини продуцентів від Си2+. За присутності ПАР і 0,01—0,5 мМ катіо-
нів міді виживання клітин обох штамів було суттєво вищим, ніж без поверхне-
во-активних речовин. Слід відзначити, що стійкість клітин до дії катіонів міді 
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залежала від фази росту штамів. Так, виживання В. егуікгороііз ІМВ Ае-5017 за 
наявності Си2+було вищим у стаціонарній, а А. саісоасеіісиз ІМВ В-7241 у екепо-
ненційній фазі росту. ПАР штаму ІМВ Ас-5017 позитивно впливали на виживан-
ня природної нафтоокиснювальної мікрофлори води: за наявності ПАР виживало 
100 % клітин, в той час як без ПАР спостерігали їх повну загибель. 
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И.В. Филюк, А.ТІ. Софилканич, 
А.Д. Колон, С.А. Парфенюк, Т.П. Пирог 

Защитньїе свойства поверхноетно-активньїх веществ Шіойососсив 
егуШгороІів ИМВ АС-5017 и АсіпеіоЬасіег саІсоасеЬісив ИМВ В-7241 
Установлено, что поверхностно-активньсе вещества (ПАВ), синтезирован-

ние ВНогіососсив егуШгороІіз ИМВ Ас-5017 и АсіпеіоЬасіег саісоасеіісиз ИМВ В-
7241 способньї защищать как клетки продуцента, так и природной нефтеокисля-
ющей микрофлори от токсического дейстеия катионое меди (0,01 — 0,5 мМ). Так, 
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в присутствии 0,01 мМ Си2+ наблюдали полную гибель клеток Е. егуШгороІіз ИМВ 
Ас-501 7 без поверхностно-активньїх веществ, тогда как при наличии ПАВ вижи-
вало до 65 % клеток. При действии 0,5 мМ катионов меди на клетки А, саісоасеіісиз 
ИМВ В-7241 виживало 32 % клеток в присутствии ПАВ, в то время как без ПАВ 
все клетки погибали. Вьсживание клеток нативной нефтеокисляющей микрофло-
ри води при наличии катионов меди и ПАВ Е. егуШгороІіз ИМВ Ас-501 7 составля-
ло 100 %, в то время как без ПАВ наблюдали их полную гибель. Установлено зави-
симость вьсживания клеток иітамма ИМВ Ас-5017 при действии катионов меди от 
их физиологического состояния. 

Ключевьіе слова: поверхностно-активние вещества, защитние функции, 
катиони меди, виживание клеток. 

І. Рііуик, А. 8оЩкапуск, 
А. Копоп, 8. Раг$епуи,к, Т. Ріго£ 

РГОІЄСЙУЄ ргорегііез о? вигі'асе-аеііуе «иЬвіапсев о? Шіойососсив 
егуікгороіів ІМУ Ас-5017 азі сі А сіпеіоЬасіег саісоасеіісив І МУ В-7241 
Іі із кпошп ікаі зиг^асе-асіюе зиЬзіапсез (8А8, зиг^асіапіз) аге аЬІе іо ?огт 

зіаЬІе сотріехез шіік кеаиу теіаіз (АІ3+, 2п2+, Ре2+, Н§2+, Са2+, Со2+, Иі2+, Мп2+, М§2+, 
К+, Си2+, РЬ2+ апсі С<і2+) апсі зо іо ргоіесі іке сеііз о/ ргосіисег їгот ікеіг іохіс еЦесі. 

Іі шаз йеіегтіпесі ікаі зиг/асіапіз зупікезігесі Ьу Екосіососсиз егуікгороііз 
ІМУ Ас-5017 ап<1 АсіпеіоЬасіег саісоасеіісиз ІМУ В-7241 аге аЬІе іо ргоіесі сеііз о/ 
ргосіисегз апсі паіюе оіі охі<іігіп§ тісго/іога ігот іохіс іпїіиепсе о/ соррег саііопз 
(0.01— 0.5 тМ). Ткиз, Ше іоіаі сіеаік о/ Е. егуШгороІіз ІМУ Ас-501 7 сеііз шіікоиі 
8А8 шаз оЬзе^есі іп ргезепсе о/ 0.01 тМ о/ Си2+, шкіїе іп іке ргезепсе о/ зиг/асіапіз 
65 % о/ сеііз зигьюесі. Тке зигьжаї о? А. саісоасеіісиз ІМУ В-7241 сеііз шаз 32 % іп 
ргезепсе о/ зиг^асіапіз апсі 0.5 тМ соррег саііопз шкіїе шіікоиі 8А8 аіі сеііз (ііесі. Тке 
100 % зитюаі о/ сеііз о/5 паіюе шаіег тісгоДога шаз йеіегтіпесі іп іке сазе о/ Си2+ 

ргезепсе апсі ігеаітепі шіік зиг/асіапіз о/ Е. егуШгороІіз ІМУ Ас-5017. Іп зизрепзіоп 
шіік соррег саііопз шіікоиі зиг/асіапіз іке іоіаі сеіі сіеаік шаз оЬзегиесі. Іі шаз зкошп 
ікаі зигиюаі о/ ІМУ В-7241 сеііз іп ргезепсе о/ соррег саііопз йерепсіесі оп іке 
ркузіоІо§ісаІ зіаіе о/ сеііз. 

Кеу гтгд,8: зиг^асе-асіюе зиЬзіапсез, ргоіесіюе ргорегііез, соррег саііопз, сеііз' 
зигьіьаі. 

е-таіі: іішр@икг.пеі 
Одержана редколегією 14.03.2012 р. 

31 Наукові праці НУХТ № 43 


