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ABSTRACT__________________________________________
Increasing the resistance o f pathogenic microorganisms, 

which are the causative agents o f a wide range o f infectious 
diseases of humans and animals, stimulates the search for a new, 
alternative to antibiotics, natural compounds. Such compounds 
are microbial surface-active substances (SAS), which have a 
wide range of biological properties (antimicrobial, anti-adhe- 
sive activity and the ability to biofilms destruction), as well as 
essential oils. However, the disadvantage o f essential oils is in­
sufficiently high antimicrobial activity (minimum inhibitory 
concentration is 500— 1600 pg/ml).

The effect o f a mixture of surfactants synthesized by Rhodo­
coccus erythropolis IMV Ac-5017 on biodiesel production 
waste and ent sunflower oil, antibiotics ciprofloxacin, ofloxacin 
and tea tree essential oil on bacteria (Pseudomonas. MI-2, 
Escherichia coli IEM-1, Staphylococcus aureus BMS-1) was 
investigated in the article

It was found that surfactants synthesized on industrial waste 
showed synergism o f antimicrobial activity with the tested anti­
biotics and essential oil. The minimum inhibitory concentra­
tions of the surfactant mixture with antibiotics against bacterial 
test-cultures were 0.8—25.5 pg/ml and were significantly lower 
than each compound alone (500— 25000 and 3.2— 102.5 pg/ml 
for antibiotics and surfactants, respectively). The use o f a mix­
ture of surfactants and tea tree essential oil made it possible to 
reduce the minimum inhibitory concentrations of essential oil 
against the tested cultures from 156—625 to 2.4— 19.5 pg/rnl.
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БІОТЕХНОЛОГІІ

СИНЕРГІЗМ  АН ТИ М ІК Р О Б Н О Ї А К ТИ В Н О С ТІ СУМІШ І 
П О В ЕР Х Н ЕВ О -А К ТИ В Н И Х  РЕЧОВИН R H O D O C O C C U S  
E R Y T H R O P O L IS I MB АС-5017 З ІНШ ИМИ 
БІО Ц И ДН И М И  СПО ЛУКАМ И

Т. П. Пирог, Л. В. Ключка, І. В. Ключка,
С. І. Антонюк, О. Л. Вахті й, Д. В. Жалюк
Національний університет харчових технологій

Підвищення стійкості патогенних мікроорганізмів, які є збудниками широко­
го спектра інфекційних захворювань у  людини й тварин, стимулює пошук нових, 
альтернативних антибіотикам, природних сполук. Такими сполуками є мікробні 
поверхнево-активні речовини (ПАР), яким притаманний широкий спектр біоло­
гічних властивостей (антимікробна, антиадгезивна активність і здатність до 
руйнування біоплівок), а також ефірні олії. Проте недоліком ефірних олій є недо­
статньо висока антимікробна активність (мінімальні інгібуючі концентрації 
становлять 500—1600 мкг/мл).

У статті досліджено дію на бактерії (Pseudomonas. MI-2. Escherichia coli 
ІЕМ-1, Staphylococcus aureus БМС-1) суміші поверхнево-активних речовин, син­
тезованих Rhodococcus erythropolis Ш В Ас-5017 на відходах виробництва біоди- 
зелю і відпрацьованій соняшниковій олії з антибіотиками ципрофлоксацином, 
офлоксацином та ефірною олією чайного дерева.

Встановлено, що ПАР, синтезовані на промислових відходах, проявляли синер­
гічну антимікробну активність з досліджуваними антибіотиками її ефірною 
олією. Мінімальні інгібуючі концентрації суміші ПАР з антибіотиками щодо бак­
теріальних тест-культур становили 0,8—25,5 мкг/мл і були значно нижчими, 
ніж кожної сполуки окремо (500—25000 і 3,2—102,5 мкг/мл для антибіотиків та 
ПАР відповідно). Використання суміші поверхнево-активних речовин та ефірної 
олії чайного дерева дало змогу знизити мінімальні інгібуючі концентрації ефірної 
олії щодо досліджуваних тест-культур з 156—625 до 2,4—19,5 мкг/мл.

Ключові слова: Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017, поверхнево-активні 
речовини, антибіотики, ефірна олія чайного дерева, синергізм антимікробної 
дії.

Постановка проблеми. Нині антибіотикотерашя залишається основним ме­
тодом лікування широкого спектра інфекційних захворювань у людини й тварин. 
Однак її ефективність стрімко знижується на тлі швидкого поширення резистент­
них форм мікроорганізмів [1]. Ще у 2016 р. Всесвітня організація охорони здо­
ров'я опублікувала перелік пріоритетних напрямків підвищення ефективності 
використання антибіотиків, серед яких можливість їх використання у комбінації 
з іншими природними сполуками [2]. Серед таких речовин природного походже­
ння найперспективнішими залишаються ефірні олії, які завдяки наявності у їх­
ньому складі великої кількості терпенів та ароматичних сполук характеризую­
ться антибактеріальною й антифунгальною активністю [3]. Зазначимо проте, що 
використання ефірних олій як антимікробних монопрепаратів обмежується висо­
кими значеннями їхніх мінімальних інгібуючих концентрацій (500— 1600 мкг/мл)
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щодо більшості бактеріальних і дріжджових тест-культур [4]. Окрім ефірних 
олій, перспективними природними сполуками, які можуть бути використані у 
комбінації з анрибіотиками, є мікробні поверхнево-активні речовини (ПАР). 
Однак, незважаючи на широкий спектр біологічних властивостей (антимікробна, 
антиадгезивна активність, здатність до руйнування біоплівок) цих продуктів мік­
робного синтезу, відомості про їх використання в комплексі з іншими біоцидами 
є обмеженими [5].

Раніше було встановлено можливість синтезу поверхнево-активних речовин 
Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 на гідрофільних (глюкоза, етанол) і гідро­
фобних (рідкі парафіни, гексадекан) субстратах [6; 7]. Пізніше [8] було показано, 
що ПАР R  erythropolis ІМВ Ас-5017 притаманна антимікробна й антиадгезивна 
активність.

Мета статті: дослідити антимікробну активність суміші поверхнево-активних 
речовин Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 з антибіотиками та ефірною 
олією чайного дерева.

Матеріали і методи. Об’єкт досліджень — штам Rhodococcus erythropolis 
ІМВ Ас-5017, зареєстрований у Депозитарії мікроорганізмів Інституту мікро­
біології і вірусології ім. Д. К. Заболотного Національної академії наук України.

Як тест-культури для визначення антимікробної активності використовували 
штами бактерій Pseudomonas. MI-2, Escherichia coli ІЕМ-1, Staphylococcus 
aureus БМС-1 з колекції живих культур кафедри біотехнології і мікробіології 
Національного університету харчових технологій.

Використовували антибіотики ципрофлоксацин та офлоксацин — антибакте­
ріальні препарати з групи фторхінолонів II покоління, ефірну олію чайного де­
рева (виробник ТОВ «Ароматика», Україна).

R. erythropolis ІМВ Ас-5017 культивували у рідкому поживному середовища 
такого складу (г/л): NaNCh — 1,3, MgS04 7Н20  — 0,1, NaCl — 1,0, Na2HP04 — 
0,6, КН2РО4 — 0,14, FeSCE 7Н20  — 0,001. Як джерело вуглецю використовували 
відходи виробництва біодизелю та відпрацьовану соняшникову олію (мережа ре­
сторані в швидкого харчування Mcdonald's, Київ) у концентрації 6 та 2% (об’ємна 
частка) відповідно.

Як посівний матеріал використовували культур} із середини експоненційної 
фази росту, вирощену в середовищі наведеного вище складу, що містило 0,5% 
відповідного субстрату. Кількість інокуляту з титром 104— 105 клітин/мл стано­
вила 5% від об'єму середовища.

Культивування здійснювали у 750 мл колбах зі 100 мл середовища на качалці 
(320 об/хв) при 30°С упродовж 120 год.

Кількість позаклітинних ПАР визначали, використовуючи модифікований ме­
тод Блай і Даєра [9] після екстракції їх сумішшю хлороформу та метанолу (2:1) з 
супернатанту культуральної рідини. Для отримання супернатанту культуральну 
рідину центрифугували при 5000 g протягом 20 хв.

Антимікробну дію антибіотиків, ефірної олії, поверхнево-активних речовин 
та їх суміші аналізували за показником мінімальної інгібуючої концентрації 
(МІК). Визначення МІК здійснювали методом двократних серійних розведень у 
м'ясо-пептонному бульйоні (МПБ). У стерильних умовах у 10 пробірок вносили
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по 1 мл середовища, у першу додавали 1 мл антимікробної речовини (антибіо­
тики, ПАР, ефірна олія) певної концентрації, після чого перемішували, відбирали 
1 мл і переносили в наступну пробірку. Аналогічно проводили розведення для 
наступних дев’яти пробірок. З останньої пробірки відбирали 1 мл. Кінцевий 
об’єм у кожній пробірці становив 1 мл, а концентрація антибіотиків, ПАР або 
ефірної олії у кожній наступній пробірці знижувалася вдвічі. Як контроль вико­
ристовували 1 мл МПБ без додавання розчину антимікробних речовин. Далі в 
кожну з пробірок вносили по 0,1 мл суспензії тест-культур (105— ЮбКУО/мл) та 
перемішували. Пробірки інкубували впродовж 24 год при 24— 26°С. Результати 
оцінювали візуально за помутнінням середовища: (+) — пробірки, в яких спо­
стерігали помутніння середовища (ріст тесг-культури), (-) — помутніння не було 
(ріст відсутній). Мінімальну інгібуючу концентрацію антибіотиків, ПАР, ефірної 
олії та їх суміші визначали як значення концентрації досліджуваних речовин у 
першій пробірці, де ріст був відсутній.

Для оцінки синергічної дії ПАР з антибіотиками та ефірною олією викори­
стовували показник фракціііної інгібуючої концентрації (ФПС) — сума відноше­
ння концентрації кожної речовини в суміші до їх мінімальної інгібуючої концен­
трації. Показник ФІК розраховували за формулою [10]:

I=FIC =(C a/MICa)+(Cb/MICb),
де Са,в — концентрація антимікробної речовини в суміші; МІСав — мінімальна 
інгібуюча концентрація антимікробної речовини окремо.

Співвідношення препаратів у суміші становило 1:1, при цьому концентрація 
ПАР залишалася незмінною, а концентрацію антибіотика/ ефірної олії знижували 
методом послідовних двократних розведень, в іншому варіанті концентрація ан- 
тибіотика/ефірної олії залишалася незмінною, а концентрацію ПАР знижували як 
описано вище.

Усі досліди проводили в 3 повторах, кількість паралельних визначень в експе­
риментах становила 3—5. Статистичну обробку експериментальних даних здійс­
нювали як описано у [6—8]. Відмінності середніх показників вважали достовір­
ними на рівні значимості /><0,05.

Результати і обговорення. Відомо, що організація промислового виробни­
цтва мікробних ПАР обмежується насамперед високою собівартістю цільового 
продукту. Одним із підходів до здешевлення таких технологій є використання як 
субстратів промислових відходів, таких як технічний гліцерин (побічний продукт 
виробництва біодизелю) і пересмажена соняшникова олія (відхід харчової про­
мисловості). Зазначимо, що відомі технології очищення біодизелю (реакції ней­
тралізації, відділення метанолу, іонна абсорбція, вакуумна дистиляція тощо) [11], 
є економічно невигідними, а повторне використання пересмажених олій ліміту­
ється наявністю у їхньому складі токсичних альдегідів акролеїну й акрилам іду 
112]. Тому використання як субстратів для одержання мікробних ПАР таких по­
бічних продуктів виробництв дасть змогу не лише знизити собі вартість цільового 
продукту мікробного синтезу, а й вирішити ряд екологічних проблем, пов’язаних 
з нерегламентованими викидами промислових відходів у навколишнє середо­
вище.
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Що ж до вибору антибіотиків, то він був зумовлений тим, що, незважаючи на 
ефективність використання фторхінолонів як антимікробних засобів, у дослідже­
ннях останніх років повідомляється про збільшення кількості резистентних, зо­
крема до ципрофлоксацину й офлоксацину, штамів Escherichia coli [13], Pseudo­
monas aeruginosa [14; 15], Staphylococcus aureus [16].

На першому етапі досліджували можливість прояву синергічної дії мікробних 
поверхнево-активних речовин, синтезованих R. ervthropolis ІМВ Ас-5017 на 
промислових відходах, з антибіотиками ципрофлоксацином та офлоксацином 
(табл. 1 та 2).

Таблиця 1. Антимікробна дія поверхнево-активних речовин R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017, ципрофлоксацину та їх суміші

Субстрат 
для синтезу 

ПАР

Тест-
культура

МІК (мкг/мл)
ФПС,

ФПС<0,5 — 
синергізмПАР Ципрофло­

ксацину

Ципрофло­
ксацину у 
суміші 3 
ПАР*

ПАР
у суміші 3 
ципрофло­

ксацином**

Відходи 
виробництва 

біо дизелю

Е. coli ІЕМ-1 3,2 500 7,8 0,8 0,26
Pseudomonas.

МІ-2 6,8 500 15,6 3,2 0,47

S. aureus 
ЕМС-1 102,5 2000 15,6 25,6 0,25

Відпрацьо- 
вана олія

Е. coli ІЕМ-1 3,4 500 125 1,7 0,75
Pseudomonas.

МІ-2 25,6 500 125 3,4 0,38

S. aureus 
БМС-1 25,6 2000 500 1,7 0,31

Примітка: під час визначення мінімальної інгібуючої концентрації похибка не переви­
щувала 5%; табл. 1 та 2: * — концентрація антибіотика залишалася незмінною, а концен­
трацію ПАР зменшували методом послідовних двократних розведень, ** — концентрація 
ПАР залишалася незмінною, а концентрацію антибіотика знижували методом послідовних 
двократних розведень.

Таблиця 2. Мінімальні інгібуючі концентрації ПАР, синтезованих R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017, офлоксацину та їх суміші

Субстрат 
для синтезу 

ПАР

Тест-
культура

МПС (мкг/мл)
ФПС,

ФПС<0,5 — 
синергізмПАР Офло­

ксацину

Офлокса­
цину в 

суміші 3 
ПАР*

ПАРу 
суміші 3 
офлокса­
цином**

Відходи 
виробництва 

біо дизелю

Е.соїі ІЕМ-1 3,2 12500 390 1,7 0,50

Pseudomonas.
МІ-2 6,8 12500 195 3,6 0,52

S. aureus БМС-1 102,5 25000 780 25,5 0,24

Відпрацьована
олія

Е.соїі ІЕМ-1 3,4 12500 195 1,7 0,5
Pseudomonas.

МІ-2 25,6 12500 390 3,4 0,16

S. aureus БМС-1 25,6 25000 390 3,4 0,16
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Встановлено, що незалежно від природи використовуваного субстрату, повер­
хнево-активні речовинні?, enThropolis ІМВ Ас-5017 проявляли синергізм анти­
мікробної дії з обома досліджуваними антибіотиками. Так, наприклад, МІК ПАР, 
синтезованих на відходах виробництва біодизелю, щодо Е. coli ІЕМ-1 та Pseu­
domonas. МІ-2, становили 3,2 та 6,8 мкг/мл, ципрофлоксацину — 500 мкг/мл, а їх 
суміші — 7,8 та 15,6 мкг/мл відповідно. Використання поверхнево-активних 
речовин, утворених на відпрацьованій соняшниковій олії, у комбінації з цим анти­
біотиком дали змогу знизити МІК останнього щодо Е. coli ІЕМ-1, Pseudomonas. 
МІ-2 та S. aureus БМС-1 з 500 та 2000 мкг/мл до 1,7—3,4 та 1,7 мкг/мл відповідно 
(табл. 1).

Аналогічні закономірності спостерігали в разі використання суміші ПАР шта­
му ІМВ Ас-5071 та офлоксацину. У цьому разі значення МІК антибіотика щодо 
досліджуваних бактеріальних тест-культур вдалося знизити у 8— 16 разів (див. 
табл. 2).

Як видно з даних, наведених у табл. 1 і 2, показник фракційної інгібуючої 
концентрації не перевищував 0,5 (за винятком ФІК для суміші ПАР, синтезова­
них на відпрацьованій олії, з ципрофлоксацином щодо штаму ІЕМ-1), що вказує 
на синергізм антимікробної дії цих речовин.

У доступній літературі нам вдалося знайти інформацію про застосування цип­
рофлоксацину [17; 18] та офлоксацину [18; 19] у комбінації з ефірними оліями. 
Так, у [17] показано можливість використання ефірної олії ажгону для зниження 
мінімальної інгібуючої концентрації ципрофолоксацину. Так, внесення ефірної 
олії в концентрації 30 мкг/мл у суміш з антибіотиком (співвідношення 1:1) дало 
змогу знизити МІК останнього щодо Е. coli АТСС 8739 з 3,6 до 0,6 мг/мл. При 
цьому значення ФІК становило 0,5, що вказує на синергізм антимікробної дії.

Дані, наведені у [18], підтверджують можливість використання метанольного 
екстракту, отриманого з насіння ажгону, у суміші з ципрофлоксацином для 
боротьби з резистентними до цього антибіотика штамами мікроорганізмів. Так, 
дослідниками було показано, що використання екстракту ажгону в концентрації 
15,6—250 мкг/мл супроводжувалося зниженням МІК антибіотика щодо різних 
ципрофолоксацин-резисгентних штамів Е. coli з 4— 128 до 0,125—8 мкг/мл.

Комбінація ефірної олії хлоранту японського (концентрація не наведена) з оф- 
локсацином забезпечила зменшення МІК антибіотика щодо метицилін-резистен- 
тного штаму S. aureus 760 та Е. coli з 260 до 4 мкг/мл та з 60 до 6 мкг/мл відпо­
відно [19]. У [20] встановлено можливість використання як ефірної олії, так і 
метанольного екстракту, отриманого з насіння олії ятрофи, у суміші з офлокса- 
цином. Так, використання екстракту й ефірної олії дає змогу зменшити міні­
мальну інгібуючу концентрацію антибіотика щодо Е. coli (штам не наведено) та 
метицилін-резистентного штаму У. aureus 1 з 50 та 100 мкг/мл до 3,1 та 1,56 мкг/мл 
відповідно.

Зазначимо, що в [17—20] автори встановлювали мінімальні інгібуючі концен­
трації ефірних олій, проте не акцентували увагу на досить високих (від 600 до 
1100 мкг/мл) їхніх значеннях, а також можливих підходах до зменшення ефек­
тивних концентрацій.
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У попередніх дослідженнях ми встановили здатність поверхнево-активних 
речовин, синтезованихNocardia vaccinii ІМВ В-7405, проявляти синергічну ан­
тимікробну активність з антибіотиками [21], протигрибковими засобами [22] та 
ефірними оліями чайного дерева, кориці й лемонграсу [23]. У зв'язку з цим при­
пустили, що поверхнево-активні речовини, синтезовані R. ervthropolis ІМВ Ас- 
5017, окрім синергізму антимікробної дії з антибіотиками, також проявляти­
муть високий антимікробний ефект у комбінації з ефірними оліями. Подальші 
дослідження підтвердили це припущення (табл. 3). Експерименти показали, що 
поверхнево-активні речовини, синтезованій, erythropolis ІМВ Ас-5017 на про­
мислових відходах, проявляли синергізм антимікробної дії з ефірною олією чай­
ного дерева.

Так, наприклад, використання суміші поверхнево-активних речовин, одержа­
них на відходах виробництва біодизелю, та ефірної олії дає змогу знизити МІК 
останньої щодо Е. coli ІЕМ-1 з 625 мкг/мл до 2,4 мкг/мл. При цьому значення 
фракційної інгібуючої концентрації не перевищувала 0,5, що вказує на їхній си­
нергізм (табл. 3).

Таблиця 3. Синергізм антимікробної дії суміші поверхнево-активних речовин, 
синтезованих R. erythropolis ІМВ Ас-5017, та ефірної олії чайного дерева

Субстрат
для

синтезу ПАР

Тест-
культура

МІК (мкг/мл)
ФІК,

ФПС<0,5 — 
синергізмПАР ефірної

олії

ПАРу 
суміші 3 
ефірною 
олією *

ефірної 
олії в 

суміші 3 
ПАР**

Відходи
виробництва

біодизелю

Е. coli ІЕМ-1 3,2 625 0,8 2,4 0,25
Pseudomonas.

МІ-2 6,8 312 3,4 4,8 0,01

S. aureus БМС-1 51,2 156 12,8 19,5 0,37

Відпрацьована
олія

Е.соїі ІЕМ-1 3,4 625 0,85 156 0,49
Pseudomonas.

МІ-2 440 312 3,4 4,8 0,02

S. aureus БМС-1 25,6 156 6,4 9,75 0,31

У попередніх дослідженнях [24] було показано можливість використання су­
міші поверхнево-активних речовин, синтезованих A. erythropolis ІМВ Ас-5017 на 
етанолі, та ефірної олії чайного дерева, проте синергізм антимікробної дії ви­
значали за ступенем виживання клітин у суспензійній культурі, що не дає нам 
змоги порівняти дані, наведені у табл. З, з попередніми результатами.

Зазначимо, що з моменту публікації результатів наших досліджень [23] у 
літературі не з’явилася нова інформація щодо синергічної антимікробної дії 
комплексу мікробних ПАР та ефірних олій. Крім того, в огляді [25], опублі­
кованому у 2019 р., ми підсумували наявні на той час дані літератури щодо 
синергізму антимікробної дії ефірних олій (зокрема й ефірної олій чайного де­
рева) з іншими біоцидами (зокрема антибіотиками та синтетичними антифун- 
гальними засобами) та окреслили перспективи подальшого практичного вико­
ристання таких сумішей.
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БІОТЕХНОЛОГІЇ

Висновки
Одержані результати підтверджують поодинокі поки що дані про синергізм 

антимікробної активності поверхнево-активних речовин мікробного походження 
з антибіотиками й ефірними оліями. Важливо, що використання суміші мікроб­
них ПАР з такими біоцидами дає змогу на порядки знизити мінімальні інгібуючі 
концентрації антибіотиків ципрофлоксацину й офлоксацину, а також ефірних 
олій.
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