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Мета. Дослідження синтезу та біологічних властивостей поверхнево-актив-
них речовин (ПАР), синтезованих Nocardia vaccinii ІМВ В-7405 на середовищі з різ-
ним вмістом катіонів калію та натрію. Методи. Штам ІМВ В-7405 вирощували у 
середовищі з гліцерином. ПАР екстрагували з супернатанту культуральної рідини 
модифікованою сумішшю Фолча. Антиадгезивну активність та ступінь деструкції 
біоплівок визначали спектрофотометричним методом, антимікробну активність −  
за показником мінімальної інгібуючої концентрації (МІК). Активність ферментів 
біосинтезу ПАР аналізували у безклітинних екстрактах, одержаних після руйну-
вання клітин ультразвуком. Результати. Додаткове внесення 0,5–1,0 г/л хлориду 
натрію, хлориду калію чи їх суміші у середовище культивування штаму ІМВ В-7405 
супроводжувалося синтезом ПАР, мінімальні інгібуючі концентрації яких щодо 
бактеріальних і дріжджових тест-культур були відповідно в 2−125 і 2−30 разів 
нижчими, адгезія бактерій на абіотичних матеріалах, оброблених такими ПАР, 
в 1,1−1,6 разів нижчою, а ступінь руйнування дріжджових біоплівок на 25−48 % 
вищою порівняно з показниками, встановленими для ПАР, одержаних на базовому 
середовищі. Антимікробна та антиадгезивна активність ПАР корелювала з НАДФ+-
залежною глутаматдегідрогеназною активністю (ключовий фермент біосинтезу 
аміноліпідів – найефективніших антимікробних агентів серед поверхнево-активних 
речовин). Підвищення в 1,2 рази (до 5,6 г/л) концентрації ПАР за умов росту штаму 
ІМВ В-7405 у середовищі з 1,0 г/л хлориду натрію зумовлене  посиленням синтезу 
гліколіпідів, про що засвідчило збільшення в 1,6 разів ФЕП-синтетазної активності 
(ключовий фермент глюконеогенезу) порівняно з показниками на базовому 
середовищі. Висновки. Одержані дані засвідчують можливість підвищення 
антимікробної та антиадгезивної активності мікробних ПАР зміною у середовищі 
культивування продуцента вмісту катіонів – потенційних активаторів ключових 
ферментів біосинтезу складових ПАР, відповідальних за ці біологічні властивості. 

Ключові слова: Nocardia vaccinii МВ В-7405, поверхнево-активні речовини,  
катіони калію та натрію, антимікробні та антиадгезивні властивості, біосинтез. 

Нині мікробні поверхнево-активні речовини (ПАР) завдяки їх емуль-
гувальним властивостям, здатності знижувати поверхневий натяг та висо-
кій антимікробній, антиадгезивній активності та здатності руйнувати біо-
плівки є об’єктами інтенсивних досліджень [1–4]. Проте у різних умовах 
культивування склад та властивості мікробних ПАР можуть змінюватися.  
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Так, у попередніх дослідженнях було встановлено залежність антимікробної 
та антиадгезивної активності поверхнево-активних речовин Nocardia vacci-
nii ІМВ В-7405 від природи джерела вуглецю (гліцерин, соняшникова олія), 
ступеня очищення (очищений гліцерин та відходи виробництва біодизелю)  
та якості субстрату (відпрацьована соняшникова олія після смаження 
м’яса, картоплі фрі) [5–7].

Зазначимо, що у літературі наявні повідомлення про можливість регу-
ляції антимікробної активності мікробних ПАР лише хімічним шляхом 
[8] або в результаті вдосконалення штамів-продуцентів генетичною [9] 
або метаболічною [10] інженерією.

Результати наших досліджень [11] показали, що існує простіший і 
не менш ефективний спосіб регуляції біологічних властивостей ПАР в 
процесі культивування продуцента на модифікованому середовищі, що 
містить активатори ферментів, відповідальних за синтез компонентів 
комплексу поверхнево-активних речовин з певними необхідними влас-
тивостями. 

Так, у N. vaccinii ІМВ В-7405 [12] ключовим ферментом біосинтезу 
аміноліпідів, відповідальних за антимікробну активність ПАР, є НАДФ+-
залежна глутаматдегідрогеназа, активаторами якої є катіони кальцію. 
Підвищення концентрації активаторів у середовищі культивування проду-
цента супроводжувалося підвищенням антимікробної активності синтезо-
ваних ПАР. Пізніше було показано, що окрім Ca2+ активаторами НАДФ+-
залежної глутаматдегідрогенази N. vaccinii ІМВ В-7405 є одновалентні 
катіони [6]. 

У зв’язку з цим мета даної роботи – дослідження синтезу та біологіч-
них властивостей поверхнево-активних речовин, синтезованих N. vaccinii 
ІМВ В-7405 на середовищі з різним вмістом катіонів калію та натрію.

Матеріали і методи. Основним об’єктом досліджень був виділений  
нами з забрудненого нафтою зразка грунту штам нафтоокиснювальних 
бактерій, ідентифікований як Nocardia vaccinii К-8 [13]. Штам К-8 зареє-
стрований в Депозитарії мікроорганізмів Інституту мікробіології і вірусо-
логії ім. Д.К. Заболотного Національної академії наук України за номером 
ІМВ В-7405. 

Як тест-культури під час визначення антимікробної та антиадгезив-
ної активності ПАР, а також їх ролі у руйнуванні біоплівок використо-
вували штами бактерій (Bacillus subtilis БТ-2, Escherichia coli ІЕМ-1, 
Staphylococcus aureus БМС-1) і дріжджів (Candida tropicalis PE-2, Candida 
albicans Д-6, Candida utilis БВС-65) з колекції живих культур кафедри 
біотехнології і мікробіології Національного університету харчових тех-
нологій.

N. vaccinii ІМВ В-7405 вирощували у рідкому середовищі такого скла-
ду (г/л): NaNO3 − 0,5; MgSO4×7H2O − 0,1; CaCl2×2H2O − 0,1; KH2PO4 − 0,1; 
FeSO4×7H2O − 0,01, дріжджовий автолізат – 0,5% (об’ємна частка) (базове  
середовище). Культивування штаму ІМВ В-7405 здійснювали також у 
базовому середовищі, в яке додатково вносили KCl (0,5 та 1,0 г/л), NaCl  
(0,5 та 1,0 г/л) та суміш цих солей (0,5 г/л KCl та 0,5 г/л NaCl) (модифі-
ковані середовища). Як джерело вуглецю використовували очищений 
гліцерин у концентрації 1 % (об’ємна частка). 
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Як посівний матеріал використовували культуру в експоненційній фазі, 
вирощену на базовому середовищі з 0,5% субстрату. Інокулят, в якому 
чисельність бактерій становила 104–105 кл/мл, вносили у кількості 10% 
від об’єму середовища. 

Культивування здійснювали у 750 мл колбах з 100 мл середовища на 
качалці (320 об/хв) при 30 ºС упродовж 5 діб.

Кількість позаклітинних ПАР визначали, використовуючи модифі-
кований нами метод Блайя і Дайєра [14], після екстракції їх сумішшю 
хлороформу і метанолу (2:1) з супернатанту культуральної рідини. Для 
отримання супернатанту культуральну рідину центрифугували при 5000 g  
упродовж 20 хв.

Оскільки N. vaccinii IМВ В-7405 синтезує комплекс полярних і непо-
лярних ліпідів, а відомий метод Блайя і Дайєра [14], що використовується 
для виділення ПАР, дає змогу виділяти в основному неполярні ліпіди, ми 
модифікували класичну систему розчинників (суміш Фолча) додаванням 
до неї 1 М HCl (хлороформ – метанол – вода = 4:3:2). Така система до-
зволяє максимально повно виділяти як полярні, так і неполярні ліпіди.

У циліндричну ділильну лійку об’ємом 100 мл поміщали 25 мл супер-
натанту, додавали 1 н розчин HCl для досягнення рН 4,0–4,5 (близько 
5 мл), воронку закривали шліфованою пробкою і струшували 3 хв, по-
тім додавали 15 мл суміші хлороформу і метанолу (2:1) і струшували 
(екстрагування ліпідів) протягом 5 хв. Отриману після екстракції суміш 
залишали в ділильній воронці для поділу фаз, після чого нижню фрак-
цію зливали (органічний екстракт 1), а водну фазу піддавали повторній 
екстракції. При повторній екстракції до водної фази додавали 1 н розчин 
HCl для досягнення рН 4,0–4,5 (близько 5 мл), 15 мл суміші хлороформу 
і метанолу (2:1) і екстрагували ліпіди протягом 5 хв. Після поділу фаз 
зливали нижню фракцію, отримуючи органічний екстракт 2. На третьому 
етапі до водної фази додавали 25 мл суміші хлороформу і метанолу (2:1) 
і здійснювали екстракцію, як описано вище, отримуючи органічний екс-
тракт 3. Екстракти 1–3 об’єднували і упарювали на роторному випарнику 
ІР-1М2 при 50 ºС і абсолютному тиску 0,4 атм до постійної маси.

Антимікробну активність поверхнево-активних речовин аналізували за 
показником мінімальної інгібуючої концентрації (МІК). Визначення МІК 
здійснювали методом двократних серійних розведень у м’ясо-пептонному 
бульйоні (МПБ) для бактерій і рідкому суслі для дріжджів, як описано 
нами раніше [6, 7]. Результати оцінювали візуально за помутнінням се-
редовища: (+) – пробірки, в яких спостерігали помутніння середовища  
(ріст тест-культури), (−) – помутніння не було (ріст відсутній). Мінімаль-
ну інгібуючу концентрацію розчину ПАР визначали як концентрацію 
ПАР в останній пробірці, де ріст був відсутній.

Визначення антиадгезивної активності ПАР здійснювали, як описано у 
роботі [5]. Кількість адгезованих клітин (ступінь адгезії) визначали спек-
трофотометричним методом як відношення оптичної густини суспензії, 
одержаної з оброблених препаратами ПАР матеріалів (кахель, сталь,  
лінолеум), до оптичної густини контрольних зразків (без обробки ПАР) і 
виражали у відсотках.
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Дослідження впливу ПАР на руйнування біоплівки здійснювали, як 
описано у роботі [15]. Для формування біоплівки у полістиролові мікро-
планшети вносили 180 мкл МПБ чи рідкого сусла та 20 мкл суспензії 
однодобової тест-культури, інкубували упродовж 24 год за оптимальною 
для тест-культури температурою, після чого зливали культуральну рідину 
і вносили 180 мкл свіжого МПБ чи сусла і 20 мкл суспензії тест-культури 
і ще інкубували впродовж наступних 24 год. Через 48 год культуральну 
рідину зливали, а в лунки мікропланшета (з попередньо сформованою на 
них біоплівкою тест-культури) вносили по 200 мкл препаратів ПАР різ-
ної концентрації. У контрольні варіанти (лунки) замість препаратів ПАР 
вносили стерильну водопровідну воду (200 мкл). Через 24 год експозиції 
лунки тричі промивали 200 мкл дистильованої води і визначали кількість 
адгезованих клітин спектрофотометричним методом. Ступінь руйнування 
біоплівки (%) визначали як різницю між адгезією клітин у необроблених 
і оброблених ПАР лунках полістиролового планшета.

Для одержання безклітинних екстрактів культуральну рідину центри-
фугували (5000 g, 20 хв, 4 оС). Отриманий осад клітин двічі відмивали від 
залишків середовища 0,05 М К+-фосфатним буфером (рН 7,0), центрифу-
гуючи (4000 g, 15 хв, 4 оС). Відмиті клітини ресуспендували в 0,05 М К+-
фосфатному буфері (рН 7,0) і руйнували ультразвуком (22 кГц) 3 рази по 
40 с при 4 ºС на апараті УЗДН-1. Одержаний дезінтеграт центрифугували 
(12000 g, 30 хв, 4 оС), осад відділяли, а супернатант використовували для 
подальших досліджень як безклітинний екстракт.

Активність ферментів визначали, як описано у нашій праці [12].  
Активність фосфоенолпіруват(ФЕП)-синтетази (КФ 2.7.9.2) встановлю-
вали за швидкістю утворення пірувату, яку аналізували за окисненням 
НАДН при 340 нм в спряженій реакції з лактатдегідрогеназою, ФЕП-
карбоксикінази (КФ 4.1.1.49) − за утворенням ФЕП та пірувату у процесі 
окиснення НАДН, а глутаматдегідрогенази (КФ 1.4.1.4) – за утворенням 
глутамату під час окиснення НАДФН при 340 нм.

Активність ферментів виражали в нмоль одержаного за 1 хв продукту 
реакції у перерахунку на 1 мг білка. Вміст білка у безклітинних екстра-
ктах визначали за Bradford [16]. Активність ферментів аналізували при 
28–30 оС – температурі, оптимальній для росту N. vaccinii IМВ В-7405. 

Усі досліди проводили в 3 повторах, кількість паралельних визначень в 
експериментах становила 3–5. Статистичну обробку експериментальних 
даних здійснювали, як описано у попередніх роботах [5–7]. Відмінності 
середніх показників вважали достовірними на рівні значимості р<0,05.

Результати. У табл. 1 наведено дані щодо синтезу поверхнево-ак-
тивних речовин за умов росту N. vaccinii IМВ В-7405 на модифікованих  
середовищах 1–5 з різним вмістом одновалентних катіонів. Встановлено, 
що внесення хлориду натрію в концентрації 0,5 та 1,0 г/л у середовище 
дало змогу підвищити концентрацію синтезованих ПАР до 5,6–5,7 г/л.

На наступному етапі аналізували активність ферментів біосинтезу  
поверхнево-активних аміно- (НАДФ+-глутаматдегідрогеназа) та гліко-
ліпідів (ФЕП-синтетаза та ФЕП-карбоксикінази) під час культивування 
N. vaccinii IМВ В-7405 у середовищі з різним вмістом одновалентних 
катіонів (табл. 2).
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За наявності у середовищі 1,0 г/л хлориду калію, натрію чи їх суміші 
спостерігали збільшення майже у 2–3 рази активності НАДФ+-глутамат-
дегідрогенази та в 1,1-1,6 разів активності ФЕП-синтетази порівняно 
з показ никами на базовому середовищі. У той же час активність ФЕП-
карбоксикінази була майже у два рази вищою, ніж на базовому середови-
щі, тільки під час вирощування N. vaccinii IМВ В-7405 на середовищі 4, 
що містило 1,0 г/л хлориду натрію. 

Дані щодо мінімальних інгібуючих концентрацій ПАР, одержаних на 
базовому та модифікованих середовищах, наведено у табл. 3. 

Таблиця 1
Вплив одновалентних катіонів у середовищі культивуваня  

N. vaccinii ІМВ В-7405 на синтез поверхнево-активних речовин

Середовище Вміст у середовищі, г/л Концентрація синтезованих ПАР, г/лNaCl KCl
Базове 0 0 4,6±0,23
№ 1 0 0,5 4,4±0,22
№ 2 0 1,0 4,5±0,23
№ 3 0,5 0 5,7±0,29
№ 4 1,0 0 5,6±0,28
№ 5 0,5 0,5 4,5±0,23

Таблиця 2
Активність ферментів біосинтезу ПАР за умов росту N. vaccinii ІМВ 

В-7405  на середовищах різного складу
Середовище 
культивування

Активність (нмоль·хв-1·мг-1 білку)
НАДФ+-глутамат-дегідрогенази ФЕП-синтетази ФЕП-карбоксикінази

Базове 1316±66 32895±1645 2632±132
№ 2 2581±129 37179±1859 1282±68
№ 4 2571±129 52564±2628 5128±256
№ 5 3871±194 44872±2244 1282±64

Примітка: склад модифікованих середовищ № 2, 4 та 5 наведено у табл. 1.

Таблиця 3
Вплив одновалентних катіонів у середовищі культивуваня N. vaccinii 

ІМВ В-7405 на антимікробну активність синтезованих ПАР

Тест-культура МІК (мкг/мл) ПАР, синтезованих на середовищі
базовому №1 №2 №3 №4 №5

Escherichia coli ІЕМ-1 100 3,13 0,8 12,5 50 6,25
Bacillus subtilis БТ-2
(вегетативні клітини) 50 0,8 6,25 3,2 25 12,5

Bacillus subtilis БТ-2 (спори) 100 1,6 12,5 25 50 25
Staphylococcus aureus БМС-1 100 12,5 50 12,5 Н.в. 3,12
Candida tropicalis PE-2 25 1,6 3,13 12,5 25 6,25
Candida albicans Д-6 50 12,5 12,5 12,5 50 12,5
Candida utilis БВС-65 25 0,8 1,6 6,25 25 12,5

Примітки: склад модифікованих середовищ № 1–5 наведено у табл. 1. Під час визначення 
мінімальної інгібуючої концентрації похибка не перевищувала 5 %. Н.в. – не визначали.
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Ці результати засвідчують, що додаткове внесення у середовище хло-
риду калію, натрію чи їх суміші супроводжувалося синтезом ПАР, анти-
мікробна активність яких щодо бактерій була у 2–125 разів, а щодо дріж-
джів – у 2–30 разів вищою, ніж поверхнево-активних речовин, утворених 
на базовому середовищі. Зазначимо, що мінімальні інгібуючі концентрації 
щодо усіх досліджуваних дріжджових тест-культур ПАР, синтезованих 
на базовому середовищі і середовищі 4, були однаковими (25–50 мкг/мл).

У табл. 4. наведено дані щодо адгезії бактеріальних тест-культур на 
матеріалах, попередньо оброблених розчинами ПАР, синтезованих на 
середовищі з різним вмістом одновалентних катіонів. 

Таблиця 4
Адгезія бактерій на абіотичних поверхнях, оброблених розчинами 

ПАР, синтезованих в різних умовах культивування N. vaccinii  
ІМВ В-7405

Тест-культура Середовище 
культивування

Адгезія, %
пластик кахель сталь лінолеум

Bacillus subtilis БТ-2 
(вегетативні клітини)

Базове* 41,4 43,2 30,7 23,6
№1 28,4 29,8 20,4 20,6
№2 30,2 30,5 21,4 19,8
№3 31,4 31,9 22,1 21,4
№4 35,7 32,4 23,2 21,5
№5 30,2 32,4 23,5 22,0

Bacillus subtilis БТ-2 
(спори)

Базове* 41,3 41,6 42,5 30,6
№1 31,2 30,5 29,2 22,4
№2 34,2 32,0 30,4 23,7
№3 32,1 32,4 31,5 25,1
№4 35,0 35,2 40,6 27,1
№5 30,3 35,2 32,4 24,5

Escherichia coli 
ІЕМ-1

Базове* 37,5 39,1 35,2 38,2
№1 22,4 25,5 23,1 21,0
№2 23,2 27,4 24,6 23,4
№3 25,3 26,2 22,1 22,5
№4 30,8 29,2 27,5 27,5
№5 28,5 27,6 26,2 25,3

Примітки: склад модифікованих середовищ № 1–5 наведено у табл. 1. Під час визначення адгезії 
похибка не перевищувала 5 %. Концентрація розчинів ПАР – 6,2 мкг/мл, * − концентрація розчинів 
ПАР – 25 мкг/мл.

Встановлено, що ПАР, отримані на модифікованих середовищах,  
виявилися ефективнішими антиадгезивними агентами, ніж синтезовані 
на базовому середовищі. Так, у разі обробки абіотичних матеріалів роз-
чинами таких поверхнево-активних речовин з концентрацією всього  
6,25 мкг/мл адгезія бактерій була в 1,1–1,6 разів нижчою, ніж після  
обробки поверхонь синтезованими на базовому середовищі ПАР з вищою у  
4 рази концентрацією (25 мкг/мл).

У табл. 5 наведено дані щодо деструкції дріжджових біоплівок за дії 
ПАР, отриманих на базовому та модифікованих середовищах. Дослі-
дження показали, що внесення як катіонів калію, так і натрію у серед-
овище культивування N. vaccinii ІМВ В-7405 супроводжувалося синте-
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зом ПАР, які за низьких концентрацій (12,5 мкг/мл) руйнували на 50–76 і  
47–58 % біоплівки C. albicans Д-6 і C. utilis БВС-65 відповідно. Зазна-
чимо, що деструкція дріжджових біоплівок за наявності аналогічної кон-
центрації ПАР, синтезованих на базовому середовищі, становила всього 
21–28 % (табл. 5). Аналогічні закономірності спостерігалися й у разі зни-
ження концентрації ПАР у 2 та 4 рази (до 3,1–6,2 мкг/мл).

Таблиця 5
Руйнування дріжджових біоплівок за дії ПАР, синтезованих  

N. vaccinii ІМВ В-7405 на середовищах з різним  
вмістом одновалентних катіонів

Середовище культивування Руйнування біоплівки (%)
Candida albicans Д-6 Candida utilis БВС-65

Базове 28,4 21
№1 60,5 55,1
№2 76,8 57,4
№3 73,0 53,5
№4 51,4 46,5
№5 64,4 58,5

Примітки: склад модифікованих середовищ 1–5 наведено у табл. 1. Концентрація розчинів  
ПАР – 12,5 мкг/мл. Під час визначення ступеня руйнування біоплівки похибка не перевищувала 
5 %.

Обговорення. Результати, наведені у даній статті, є логічним продо-
вженням і підтвердженням наших попередніх досліджень [11, 12, 17] про 
можливість підвищення антимікробної і антиадгезивної активності мі-
кробних ПАР в процесі культивування продуцента на модифікованому 
середовищі, що містить активатори ферментів, відповідальних за синтез 
компонентів комплексу поверхнево-активних речовин з певними необхід-
ними властивостями. 

У роботах [11, 12, 17] нами було встановлено, що активаторами 
НАДФ+-залежної глутаматдегідрогенази – ключового ферменту біо-
синтезу поверхнево-активних аміноліпідів у Acinetobacter calcoaceticus 
ІМВ В-7241 – є катіони кальцію (5 мМ), магнію (10 мМ) і цинку (0,001–
0,01мМ), Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 − кальцію (5 мМ),  
N. vacсinii IМВ В-7405 − кальцію (5 та 10 мМ). За підвищеної концентра-
ції у середовищі культивування  активаторів НАДФ+-залежної глутаматде-
гірогенази синтезувалися ПАР, антимікробна та антиадгезивна активність 
яких, а також здатність до руйнування біоплівок була вищою, ніж поверх-
нево-активних речовин, одержаних на базових середовищах. 

При цьому підвищення антимікробної та антиадгезивної актив-
ності ПАР, синтезованих за умов росту A. calcoaceticus ІМВ В-7241,  
R. erythropolis IMВ Ac-5017 і N. vaccinii ІМВ В-7405 на модифікованих 
середовищах [11, 12, 17], не супроводжувалося збільшенням концен-
трації поверхнево-активних речовин порівняно з такою на базовому  
середовищі. 

Тому результати, наведені у даній статті про підвищення синтезу ПАР 
у процесі культивування N. vaccinii ІМВ В-7405 на середовищах 3 і 4, в які 
додатково вносили хлорид натрію, виявилися для нас дещо неочікувани-
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ми (табл. 1). Для з’ясування можливих причин цього явища аналізували 
активність ферментів біосинтезу поверхнево-активних аміно- (НАДФ+-
залежна глутаматдегідрогеназа) та гліколіпідів (ФЕП синтетаза та ФЕП-
карбоксикіназа) за умов росту штаму ІМВ В-7405 на базовому та модифі-
кованих середовищах. Дані, наведені у табл. 2, засвідчили про те, що під 
час культивування N. vaccinii ІМВ В-7405 на модифікованих середовищах 
підвищувалася активність не тільки НАДФ+-залежної глутаматдегідро-
генази, а й активність ФЕП-синтетази, а на середовищі 4 – ще й і ФЕП-
карбоксикінази. Таким чином, катіони натрію є активаторами ферментів 
глюконеогенезу у N. vaccinii ІМВ В-7405, а отже, збільшення концентрації 
ПАР у процесі вирощування штаму на модифікованих середовищах 3 і 4 
може бути зумовлене посиленням синтезу за таких умов поверхнево-ак-
тивних гліколіпідів (табл. 1 і 2). 

Позитивний вплив катіонів натрію на синтез ПАР за умов росту штаму 
R. erythropolis ІМВ Ас-5017 на гексадекані було встановлено нами у попе-
редніх дослідженнях [18]. Проте у R. erythropolis ІМВ Ас-5017 катіони на-
трію виявилися активаторами ферментів катаболізму ростового субстрату 
(алкангідроксилази і НАДФ+-залежної альдегіддегідрогенази).

Зазначимо, що на момент публікації роботи [18] у літературі були від-
сутні дані про можливість збільшення синтезу ПАР за рахунок підви-
щення вмісту у середовищі культивування одновалентних катіонів, які 
є активаторами або ферментів катаболізму субстрату, або біосинтезу ці-
льового продукту. Нещодавно з’явилися повідомлення про вплив катіонів 
калію на синтез поверхнево-активних речовин R. erythropolis ATCC 4277 
[19] та натрію – Nocardiopsis sp. B4 [20], Halomonas meridiana BK-AB4 
[21]. Так, підвищення концентрації калію фосфату у середовищі культи-
вування R. erythropolis ATCC 4277 з 30 до 150 ммоль/л супроводжувалося 
збільшенням концентрації синтезованих ПАР з 52 до 285 мг/л. Під час 
проведення цих досліджень автори роботи [19] посилалися на літературні 
дані [22] про активуючий вплив катіонів калію на синтез ПАР штамами 
R. еrythropolis і не намагалися встановити механізми, що забезпечують 
збільшення концентрації ПАР. У праці [20] встановлено, що у разі підви-
щення концентрації хлориду натрію з 3 до 12 г/л у середовищі концен-
трація поверхнево-активних речовин, синтезованих Nocardiopsis sp. B4, 
збільшувалася на 80%. Під час культивування H. meridiana BK-AB4 у 
середовищі, що містило 7 г/л NaCl, синтезувалися ПАР, індекс емульгу-
вання (Е24) яких досягав 75%, у той час як на середовищі з 4 г/л хлориду 
натрію утворювалися поверхнево-активні речовини з нижчим показни-
ком Е24 (55%) [21]. Зазначимо, що штами Nocardiopsis sp. та H. meridiana 
BK-AB4 є галофілами, тому дослідження впливу концентрації хлориду 
натрію на синтез ПАР цими штамами є зрозумілим. 

Разом з тим у літературі є повідомлення про вплив калію та натрію 
хлориду на синтез інших практично цінних метаболітів, зокрема, екзо-
полісахаридів (ЕПС) [23, 24]. Так, збільшення з 2,0 до 4,5 г/л концен-
трації калію хлориду у середовищі культивування Kocuria rosea ZJUQH 
дало змогу підвищити концентрацію синтезованих ЕПС з 36,27 до  
58,03 г/л [23]. Автори припускають, що позитивний вплив катіонів калію 
на утворення ЕПС зумовлений їх участю у генерації енергії протонру-
шійної сили.
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У роботі [24] встановлено, що додаткове внесення 3 г/л хлориду на-
трію у середовище культивування продуцента пулулану Aureobasidium 
pullulans CCTCC M2012259 супроводжувалося збільшенням на 27,6 %  
(до 28,8 г/л) концентрації синтезованого ЕПС. Автори зазначають, що за 
таких умов культивування знижується рівень біомаси, а також молеку-
лярна маса пулулану. Ймовірно, що зменшення молекулярної маси впли-
ватиме на реологічні властивості синтезованого ЕПС, однак автори не 
проводили таких досліджень. 

У той же час у доступній літературі нам не вдалося знайти відомості 
про залежність біологічної активності поверхнево-активних речовин від 
вмісту у середовищі культивування продуцента одновалентних катіонів. 
Щоправда, є інформація про те, що добавлення 875 мМ NaCl до розчину 
дирамноліпідів (0,375 г/л), синтезованих Pseudomonas aeruginosa #112, 
супроводжувалося підвищенням антифунгальної активності [25]. За наяв-
ності тільки розчину дирамноліпідів пригнічення росту штаму Aspergillus 
niger MUM 92.13 становило 41%, а після добавлення хлориду натрію спо-
стерігали повне його інгібування. 

У роботі [26] показано, що внесення хлориду калію (0,07 µмоль/л) та 
інших солей (хлориду магнію та сульфату мангану) у середовище куль-
тивування Geobacillus sp. 15 супроводжувалося підвищенням активності 
синтезованого бактеріоцину щодо Geobacillus sp. 9A11 з 40 до 160 од/мл.

Зазначимо, що встановлений у даній роботі вплив одновалентних 
катіонів на антимікробну активність ПАР N. vaccinii ІМВ В-7405 був 
значно суттєвішим, ніж вплив двовалентних катіонів на біологічну 
активність як поверхнево-активних речовин штаму ІМВ В-7405 [12], так і  
A. calcoaceticus ІМВ В-7241 [11] та R. erythropolis IMВ Ac-5017 [17]. Так, 
мінімальні інгібуючі концентрації ПАР, синтезованих A. calcoaceticus ІМВ 
В-7241, R. erythropolis IMВ Ac-5017 і N. vaccinii ІМВ В-7405 за підвище-
ної концентрації у середовищі культивування катіонів кальцію, магнію, 
цинку, щодо бактеріальних і дріжджових тест-культур були в 1,2−18 разів 
нижчими порівняно з показниками, встановленими для ПАР, одержаних 
на базових середовищах [11, 12, 17]. У той же час додаткове внесення 
0,5–1,0 г/л хлориду натрію, хлориду калію чи їх суміші у середовище 
культивування штаму ІМВ В-7405 супроводжувалося утворенням ПАР, 
мінімальні інгібуючі концентрації яких щодо бактеріальних і дріжджових 
тест-культур були відповідно в 2−125 і 2−30 разів нижчими, ніж МІК ПАР, 
синтезованих на базовому середовищі (табл. 3).  

Дані, наведені у табл. 2–5, засвідчують, що антимікробна та анти-
адгезивна активність ПАР, синтезованих за умов росту N. vaccinii ІМВ 
В-7405 у середовищах з різним вмістом одновалентних катіонів, корелю-
вала з НАДФ+-залежною глутаматдегідрогеназною активністю (ключовий 
фермент біосинтезу аміноліпідів). Відомо, що антимікробна активність 
аміноліпідів є на порядки вищою, ніж гліколіпідів: мінімальні інгібуючі 
концентрації аміноліпідів, рамноліпідів і софороліпідів становлять в се-
редньому (мкг/мл) 1–32, 50–500 і 10–200 відповідно [27]. Так, МІК глі-
коліпідів, синтезованих Pseudomonas aeruginosa W10, щодо E. coli ATCC 
25922, Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 та C. albicans ATCC 
10231 становили 37,50, 9,37 і 2,34 мг/мл відповідно [28]. Гліколіпіди  
Lysinibacillus sp. BV152.1BV152.1 виявляли однаково слабку антимікроб-
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ну дію на Pseudomonas aeruginosa PAO1, P. aeruginosa DM50, S. aureus 
ATCC 25923, S. aureus MRSA та S. marcescens ATCC 27117: МІК щодо 
усіх тест-культур становили 500 мкг/мл [29]. Зазначимо, що мінімаль-
ні інгібуючі концентрації поверхнево-активних речовин, синтезованих  
N. vaccinii ІМВ В-7405 на модифікованих середовищах (табл. 3), перебу-
вають у межах, визначених для відомих у світі аміноліпідів [27].

Окрім цього, звертає на себе увагу наявність кореляції між концен-
трацією синтезованих ПАР, активністю ключових ферментів біосинтезу 
гліколіпідів та антимікробною активністю поверхнево-активних речовин, 
синтезованих N. vaccinii ІМВ В-7405 на модифікованому середовищі  
4 (табл. 1–3). Так, вища концентрація ПАР зумовлена, ймовірно, більшим 
вмістом гліколіпідів у їх складі, в результаті чого антимікробна активність 
таких поверхнево-активних речовин є нижчою, ніж ПАР, синтезованих на 
інших модифікованих середовищах. Значення МІК поверхнево-активних 
речовин, отриманих на середовищі 4, щодо бактеріальних тест-культур 
були всього у 2 рази нижчими, а щодо дріжджових практично не відріз-
нялися від мінімальних інгібуючих концентрацій ПАР, синтезованих на 
базовому середовищі (табл. 3). 

Разом з тим поверхнево-активні речовини, утворені на середовищі 4, за 
здатністю до деструкції біоплівок не відрізнялися від ПАР, синтезованих 
на інших модифікованих середовищах (табл. 5). Очевидно, що в основі 
руйнування біоплівок, окрім антимікробної дії, лежать і інші механізми 
(змінення поверхні заряду, антиадгезивна активність) [30]. 

Таким чином, в результаті проведеної роботи показано, що добавлення 
у середовище культивування N. vaccinii ІМВ В-7405 одновалентних каті-
онів супроводжувалося синтезом ПАР з вищою антимікробною та анти-
адгезивною активністю, ніж ПАР, одержаних на базовому середовищі. 

Одержані дані узгоджуються з одержаними раніше [11, 12, 17] і за-
свідчують можливість регуляції антимікробної та антиадгезивної  
активності ПАР в процесі культивування продуцента.

ВЛИЯНИЕ ОДНОВАЛЕНТНЫХ КАТИОНОВ НА СИНТЕЗ 
И БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ПОВЕРХНОСТНО-

АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ NOCARDIA VACCINII ИMB B-7405
Т.П. Пирог1,2, Л.В. Ключка1, Т.А. Шевчук2, Г.А. Иутинская2 

1Национальный университет пищевых технологий, 
ул. Владимирская, 68, Киев, 01601, Украина 

2Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, 
ул. Академика Заболотного, 154, Киев, 03143, Украина

Ре з юме
Цель. Исследование синтеза и биологических свойств поверхностно-активных ве-

ществ (ПАВ), синтезированных Nocardia vaccinii ИМВ В-7405 на среде с различным 
содержанием катионов калия и натрия. Методы. Штамм ИМВ В-7405 выращивали 
в среде с глицерином. ПАВ экстрагировали из супернатанта культуральной жид-
кости модифицированной смесью Фолча. Антиадгезивную активность и степень  
деструкции биопленок определяли спектрофотометрическим методом, антимикроб-
ную активность – по показателю минимальной ингибирующей концентрации (МИК).  
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Активность ферментов биосинтеза ПАВ анализировали в бесклеточных экстрактах, 
полученных после разрушения клеток ультразвуком. Результаты. Дополнительное 
внесение 0,5–1,0 г/л хлорида натрия, хлорида калия или их смеси в среду культи-
вирования штамма ИМВ В-7405 сопровождалось синтезом ПАВ, минимальные  
ингибирующие концентрации которых по отношению к бактериальным и дрожжевым 
тест-культурам были соответственно в 2–125 и 2–30 раз ниже, адгезия бактерий на 
абиотических материалах, обработанных такими ПАВ, в 1,1–1,6 раза ниже, а сте-
пень разрушения дрожжевых биопленок на 25–48% выше по сравнению с показа-
телями, установленными для ПАВ, полученных на базовой среде. Антимикробная 
и антиадгезивная активность ПАВ коррелировала с НАДФ+-зависимой глутаматде-
гидрогеназной активностью (ключевой фермент биосинтеза аминолипидов – наибо-
лее эффективных антимикробных агентов среди поверхностно-активных веществ). 
Повышение в 1,2 раза (до 5,6 г/л) концентрации ПАВ при выращивании штамма 
ИМВ В-7405 в среде с 1,0 г/л хлорида натрия обусловлено усилением синтеза гли-
колипидов, о чем свидетельствовало увеличение в 1,6 раза ФЕП-синтетазной актив-
ности (ключевой фермент глюконеогенеза) по сравнению с показателями на базовой 
среде. Выводы. Полученные данные свидетельствуют о возможности повышения 
антимикробной и антиадгезивной активности микробных ПАВ изменением в среде 
культивирования продуцента содержания катионов – потенциальных активаторов 
ключевых ферментов биосинтеза составляющих комплекса ПАВ, ответственных за 
эти биологические свойства.

Ключевые слова: Nocardia vaccinii ИМВ В-7405, поверхностно-активные веще-
ства, катионы калия и натрия, антимикробные и антиадгезивные свойства, биосин-
тез.

INFLUENCE OF MONOVALENT CATIONS ON SYNTHESIS 
AND BIOLOGICAL PROPERTIES OF NOCARDIA VACCINII  

IMV B-7405 SURFACTANTS
T.P. Pirog1,2, L.V. Kliuchka1, T.A. Shevchuk2, G.O. Iutynska2 

1National University of Food Technologies,  
68 Volodymyrska St., Kyiv, 01601, Ukraine 

2Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NAS of Ukraine,  
154 Acad. Zabolotny St., Kyiv, 03143, Ukraine

Summary
Aim. Study of the synthesis and biological properties of surfactants synthesized by 

Nocardia vaccinii IMV B-7405 in a medium with different content of potassium and 
sodium cations. Methods. Strain IMV B-7405 was grown in medium with glycerol. The 
surfactants were extracted from supernatant of cultural liquid by modified Folch mixture. 
Anti-adhesive activity and the degree of biofilms destruction were determined by the 
spectrophotometric method, antimicrobial activity – by index of the minimum inhibitory 
concentration. (MIC). The activity of enzymes responsible for surfactants` biosynthesis 
was analyzed in cell-free extracts obtained after ultrasonic destruction of cells. Results. 
Addition of sodium chloride (0.5–1.0 g/l), potassium chloride or their mixture into the  
medium cultivation of the IMV B-7405 strain was accompanied by the synthesis of 
surfactants, the minimum inhibitory concentrations of which against bacteria and yeast 
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were, respectively, in 2–125 and 2–30 times lower, the adhesion on abiotic surfaces treated 
with such surfactants was 1.1–1.6 times lower, and the degree of yeast biofilms destruction 
was 25–48% higher compared to the indicators established for surfactants obtained on the 
base medium. The antimicrobial and antiadhesive activity of surfactants correlated with 
NADP+-dependent glutamate dehydrogenase activity (a key enzyme of the aminolipids` 
biosynthesis, the most effective antimicrobial agents among surfactants). The increasing  
surfactants concentration in 1.2 times (up to 5.6 g/l) when strain IMV B-7405 was grown in 
the medium with 1.0 g/ l of sodium chloride was associated with an increase in the synthesis 
of glycolipids, as evidenced by an increase of 1,6 times of phosphoenolpyruvate(PEP)-
synthetase activity (a key enzyme of gluconeogenesis) compared with indicators on 
the base medium. Conclusions. The obtained data indicate the possibility of increasing 
the antimicrobial and anti-adhesive activity of microbial surfactants by changing in the 
cultivation medium the content of cations – potential activators of the key enzymes of 
biosynthesis components surfactants responsible for these biological properties.

Keywords: Nocardia vaccinii IMV B-7405, surfactants, potassium and sodium cations, 
antimicrobial and anti-adhesive properties, biosynthesis.
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