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АНОТАЦІЯ

	Проведено дослідження бактерій роду Bacillus з одеської акваторії на біосурфактантну активність. За показником індексу емульгування і результатів дроп-тесту оцінювалась властивості цього класу екзометаболітів.
	За результатами три з чотирьох штамів володіють біосурфактантною активністю, а два штами, які були виділені з морського узбережжя біля портової зони мали найбільші показники біосурфактантної активності.
Дипломну роботу “Синтез біосурфактантів бактеріями роду Bacillus, виділеними з різних джерел Чорного моря” викладено на 31-й сторінці друкованого тексту, вона містить 1 таблицю та 4 рисунки. У роботі наведено посилання на 41 джерело літератури (2 кирилицею та 39 латиницею).
Ключові слова: Bacillus sp., біосурфактанти, емульгуюча здатність, поверхневі властивості. 
A study was carried out of bacteria of the genus Bacillus from the Odessa bay for biosurfactant activity. The properties of this class of exometabolites were evaluated on the emulsification index and the results of the drop-test.
According to the results, three of the four strains have biosurfactant activity, and two strains that, were isolated from the coast near the port area, had the highest rates of biosurfactant activity.
Thesis "Synthesis of biosurfants by Bacillus isolated from different sources of the Black Sea" is presented on 31 pages of printed text, which contains 1 table and 4 figure. The paper links to 41 references (2 cyrillic and 39 latin).
Key words: Bacillus sp., Biosurfactants, emulsifying action, surface properties.
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	Більшість поверхнево-активних речовин (ПАР) на даний момент отримують з продуктів переробки нафти. Проте такі сурфактанти погано розкладаються мікроорганізмами, доволі токсичні, і по собівартості відносно коштовні. Нові європейські екологічні норми і занепокоєність користувачів впливом на навколишнє середовище призвели до розробки природних ПАР. 
Вивчення біосурфактантів почалось ще напочатку 1960-х, але за шістдесят років вивчення цього класу біоактивних речовин вчені досягли значних результатів. Ці сполуки здатні до зменшення поверхневої щільності, використовуються як емульсифікатори, розчинники та поверхнево-активні речовини, але на відміну від синтетичних аналогів швидко руйнуються в навколишньому середовищі, низько токсичні, тому екологічно прийнятні.  Окрім природоохоронних переваг біосурфактанти отримують завдяки бактеріям, що дає можливість отримувати значну кількість та різноманітний склад продукту за відносно короткий час та на дешевих середовищах. Завдяки вищезгаданим властивостям цей клас поверхнево-активних речовин набув популярності в нафтопереробній, харчовій, фармакологічній та косметичній промисловостях.
	Наразі відомо безліч статей зарубіжних авторів, що показують інтерес світової біотехнологічної спільноти щодо цих сполук,  та їх потенціалу розвитку. Поверхнево-активні речовини користуються величезним попитом у всьому світі. Світовий ринок поверхнево-активних речовин оцінювався в 30,64 млрд доларів США в 2016 році  в 39,86 млрд доларів США у 2021 року    [Markets and Markets, 2016]. Тоді, як чистий прибуток ринку біосурфактантів складав більше 1,8 млрд доларів США в 2016 році і, як очікується, досягне 2,6 млрд доларів США до 2023 року (540 кілотонн до 2024 року), при цьому ринок рамноліпідів повинен зрости більш ніж на 8% [Global Markets Insights, 2020]. Ринок біосурфактантів відносно новий, але швидкими темпами розповсюджується, приваблюючи покупців своїми перевагами відносно звичайних ПАР  [Gutnick et al., 2011].
	Незважаючи на переваги, застосування біосурфактантів суттєво обмежено через їх низький вихід, високу вартість виробництва, а також відсутність бажаного виходу кінцевого продукту. Одним із рішень цих проблем є пошук нових мікроорганізмів, які можуть виробляти ефективні біосурфактанти з високим виходом продукту [Mukherjee et al., 2006]. Останнім часом місцем пошуку виробників біосурфактантів стали різноманітні морські об’єкти.  Морське середовище є резервуаром різноманітних мікроорганізмів, включаючи продуцентів біосурфактантів. Крім того, дослідження морських продуцентів, виробників морських біосурфактантів не сильно розповсюджені, хоча вони можуть суттєво відрізнятися від своїх грунтових родичів, завдяки унікальним метаболічним та фізіологічним здібностям  [Das et al., 2009a].
Метою цього дослідження було дослідити здатність морських бактерій Bacillus sp. з одеської акваторії до синтезу біосурфактантів і дослідження їхніх характеристик.
Згідно до мети були поставлені наступні задачі:
1) виявити представників роду Bacillus із зразків морської води, узятих з різних місць одеської акваторії;
2) дослідити поверхневі і емульгуючі властивості виділених штамів бактерій роду Bacillus.
Об’єкт дослідження — біосурфактантна активність морських бактерій роду Bacillus, виділених із морської води одеського узбережжя Чорного моря.
Предмет дослідження — дослідження поверхневих і емульгуючих властивостей біосурфактантів морських бактерій роду Bacillus.


1. [bookmark: _Toc106602828][bookmark: _Hlk106603148][bookmark: _Hlk106602961]ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. [bookmark: _heading=h.30j0zll][bookmark: _Toc106602829]Загальні відомості про біосурфактанти і їхні властивості
ПАР чи сурфактанти – речовини, які при введені в гетерогенне середовище самоконцентруються на межі розділу фаз і зменшують міжфазний натяг, при цьому проявляючи поверхневу активність.   [Мчедлов-Петросян и др., 2009] За своє природою сурфактанти мають амфіфільні властивості і існують зазвичай на межі розділу полярних і неполярних середовищ. Накопичення сурфактантів на межі двох середовищ  призводить до зниження сил відштовхування між різнорідними фазами і дозволяє двом фазам легше змішуватися і взаємодіяти [Moya et al., 2015]. Зокрема, ПАР можуть знижувати поверхневий (рідина-повітря) і міжфазний (рідина-рідина) натяг. Біосурфактанти володіють здатністю знижувати поверхневий натяг, яка є мірою вільної поверхневої енергії на одиницю площі, необхідної для перенесення молекули з об'ємної фази на поверхню. Біосурфактанти характеризуються певними фізико-хімічними властивостями, а самездатністю збільшувати видиму розчинність в воді гідрофобних сполук, утворювати водно-вуглеводневі емульсії і знижувати поверхневий натяг [Desai et al., 1997].
Біосурфактант вважають ефективним, якщо він може зменшити поверхневий натяг води від 72 до 30 мН/м. До того ж деякі біосурфактанти, такі як сурфактин та рамноліпіди здатні зменшувати поверхневий натяг води ще більше [Fracchia et al., 2012]. Збільшення концентрації сурфактанту буде зменшувати поверхневий і міжфазний натяг до тих пір, поки система не досягне критичної концентрації міцелоутворення. Вище критичної концентрації міцелоутворення подальша зміна міжфазних властивостей не спостерігається. Коли система знаходиться у стані критичної концентрації міцелоутворення мономери ПАР починають спонтанно об'єднуватися в міцели, везикули і ламелли. Ці агрегати утворюються завдяки взаємодіям між полярними групами і неполярними групами амфіфільних молекул сурфактантів завдяки міжмолекулярним зв’язкам — гідрофобним, Ван-дер-Ваальсовим і водневим. Критична концентрація міцелоутворення для будь-якої поверхнево-активної речовини залежить від структури поверхнево-активної речовини, а також від pH, іонної сили і температури розчину. Крім того, агрегатна структура визначається полярністю розчинника, в якому розчинена поверхнево-активна речовина [Soberon et al., 2010].
Крім показника критичної концентрації міцелоутворення ще одним важливим параметром біосурфактанту є число гідрофільно-ліпофільного балансу. Це число визначається співвідношенням гідрофільної та гідрофобної частин молекули біосурфактанту. Рівень гідрофільно-ліпофільного балансу визначає гідрофільну чи ліпофільну природу речовини. Поверхнева активність біосурфактантів робить їх відмінними емульгаторами, піноутворювачами і диспергаторами. Можна зробити висновок, що  ефективність біосурфактантів визначається його здатністю змінювати міжфазні властивості, стабілізувати емульсії та параметром гідрофільно-ліпофільного балансу [Bustamante et al., 2012; Souza et al., 2014].

1.2. [bookmark: _Toc106602830]Класифікація біосурфактантів
Біосурфактанти зазвичай класифікують за продуцентом, особливостями структури та молекулярною масою. Усі біосурфактанти мають щонайменше одну гідрофобну і гідрофільну частини, що пояснює їхні амфіфільні властивості. Гідрофобна частина найчастіше складається з насичених чи ненасичених жирних кислот, спиртів чи ізопреноїдів з довжиною ланцюга від 8 до 18 атомів карбону. Гідрофільний залишок може складатися з моно-ди-полісахаридів, кислоти, чи пептидних катіонів чи аніонів. Відносно гідрофільної частини,  поверхнево-активні речовини класифікуються на аніонні, катіонні, амфотерні або неіоногенні. 
Біосурфактанти можна вважати речовинами відповідної чи більшої молекулярної маси у порівнянні з їхніми хімічними аналогами. Молярна маса біосурфактантів коливається у межах від 500 до 1500 Да [Santos et al., 2016].
Продуцентами біосурфактантів можуть бути гриби і різні роди бактерій такі як: Bacillus, Pseudomonas, Corynebacterium, Rhodococcus та інші. В подальшому в роботі буде присвячено найбільше уваги біосурфактантам грампозитивних бактерій роду Bacillus згідно теми дипломної роботи [Perfumo et al., 2010]. Більшість вторинних метаболітів, що продукуються ізолятами Bacillus, є циклічними ліпопептидами, що належать до трьох сімейств: ітурини, фенгіцини та сурфактини.

1.1.1. [bookmark: _Toc106602831] Ліпопептиди
Ліпопептиди здебільшого продукуються представниками роду Bacillus серед яких активно досліджуються такі представники цього роду як: B. amyloliquifaciens KSU-109, як продуцент сурфактину [Singh et al., 2011], B. subtilis C9, як активний продуцент C9-BS на відносно дешевих середовищах таких, як рослинні неочищені масла, показавши високий вихід (0,097 г/л/год) цільового продукту за умов оптимізації синтезу [Kim et al., 1997], були винайдені граміцидін S (B. brevis) та поліміксин (B. polymyxa), а також ліпопептиди протигрибкової дії ітурин та фенгіцин [Пирог та ін., 2013]. Псевдомонади є також активними продуцентами унікальних біосурфактантів цього типу. 
Циклічні ліпопептиди продукуються нерибосомно за допомогою синтетаз NRPS (рибосомальна пептидна синтетаза) та PKS (полікетидсинтетаза). B. subtilis продукує різні антимікробні пептиди, які синтезуються нерибосомно або рибосомно і посттрансляційно модифікуються.
Маючи дедалі більшу базу унікальних ліпопептидів робляться спроби структурної класифікації ліпопептидів. Цей клас натуральних ПАР складаються з двох основних частин, такий як гідрофобний ацильний хвіст та коротка лінійна гідрофільна олігопептидна послідовність. Гідрофільна частина може бути представлена циклічним олігопептидом, як у випадку з сурфактином, або іншими варіантами. [Gutnick et al., 2011].
1.1.2. [bookmark: _Toc106602832]Сурфактини
Сурфактин А, циклічний ліпопептид, що продукується різними штамами Bacillus subtilis, вважається найактивнішим біосурфактантом, виявленим до цього часу. Сурфактин був виявлений у B. subtilis. [Rahman et al., 2008]. Природні сурфактини складаються з різних ізоформ A, B, C та D, які відрізняються за складом пептидної частини. Загалом, цей клас біосурфактантів налічує приблизно з 20 різних ліпопептидів, які відрізняються своїми гідрофільними частинами [Jacques et al., 2010].  
Цей біосурфактант показує значне зниження поверхневого натягу (зменшення поверхневого натягу води до 27 мН/м), міжфазного натягу і показує високу ступінь електростатичного відштовхування між краплями масла. Зниження міжфазної напруги спостерігалося рівні на 83,26 % до 4,21 ± 0,11 мН/м згідно дослідження. Експерименти показали, що емульсії були стабільними у межі рН 6 – 9. Емульгуючі властивості сурфактину використовують для виділення із забруднених середовищ ксенобіотичних сполук та посилення їх біологічної деградації або для полегшення видобутку нафти з карбонатних пластів. Крім того, не спостерігалося ні поділу фаз, ні значної нестабільності емульсії при додаванні NaCl до 0,5 М.
За останні роки було відкрито безліч нових сполук класу сурфактину, які використовуються в різних галузях. Згідно дослідження Yan L. та ін. було продемонстровано відновлюючу дію сурфактину А на шар пошкоджених клітин кролика. [Yan et al., 2020]. 

1.1.3. [bookmark: _Toc106602833]Ітурини
Ще один численний клас ліпопептидів – це ітурини. В дослідженні S. Zhou та ін. по виділенню бактерій з морського дна були отримані ітурини зі штаму Bacillus sp. wsm-1, які проявляють інгібуючу активність щодо грибів Magnaporthe grisea, Fusarium solani, Colletotrichum fioriniae та інших [Zhou et al., 2020]. Цей ліпопептид  на відміну від сурфактину майже не призводить до гемолізу, але також має значні поверхневі властивості. Інше дослідження продемонструвало високу інгібуючу активність ітуринів щодо Penicillium expansum, Botrytis cinerea та Alternaria, але незначну антибактеріальну дію [Cozzolino et al., 2020].  
Подібно до сурфактину, ітурини є циклічними гептапептидами. Різні варіанти ітурину відрізняються між собою положенням і складом амінокислотних залишків і ацильних послідовностей. Загальна структура цього ліпопептиду складається з семи амінокислот, таких як тирозин, аспарагін, серин, глютамін, пролін, глутамат, треонін. Неполярна частина молекули складається із двох кислот із довжиною ланцюга від 14 до 17 атомів Карбону. Подібно до сурфактину, жирна кислота приєднується до першої амінокислоти, і циклізація відбувається між першою та останньою амінокислотами, але вже за допомогою амідного зв’язку. До групи ітуринів були також додані мікосубтилін та бациломіцин через подібність структури [Geissler et al., 2019]. 

1.1.4. [bookmark: _Toc106602834]Фенгіцини
Фенгіцини відносяться за будовою до циклічних ліпопептидів, що продукуються переважно бактеріями роду Bacillus. Привернули увагу дослідників, як засіб проти грибкових патогенів рослин [González-Jaramillo et al., 2017; Medeot et al., 2020]. Крім фунгіцидної дії ці ліпопептиди зменшують швидкість розмноження золотистого стафілокока, пригнічуючи утворення міжклітинних зв’язків [Mantil et al., 2019].
 Гідрофільна частина молекули складається із 10 залишків амінокислот, яка з'єднана з залишками β-жирних кислот, що містить від 14 до 18 атомів Карбону, які можуть бути як насиченими так і ненасиченим. Різні ланцюги жирних кислот пов'язані амідним зв'язком з амінокислотним залишком. Спостерігається циклізація між бічним ланцюгом фенолу амінокислоти в третьому положенні та C-кінцем амінокислоти у десятій позиції. Також було ідентифіковано подібні до фенгицинів ліпопептид, які назвали пліпастатини. Різниця між фенгіцинами та пліпастатинами полягає у положенні двох амінокислот. Пліпастатини здатні інгібувати патогенні гриби, які чутливі до дії інших біосурфактантів, а бактерії, які здатні продукувати і пліпастини, і сурфактини показують майже повне пригнічення росту патогенів [Heiko et al., 2021].

1.1.5. [bookmark: _Toc106602835]Курстакіни
На початку ХХІ століття було виявлено нову родину ліпопептидів, а саме сімейство курстакінів. Було виявлено 3 молекули, що відносяться до цього класу біосурфактантів із бактерії B. thuringiensis subs. Kustaki HD-1.
Курстакіни володіють унікальною властивістю: беруть участь у розповсюдженні бактеріальної популяції, сприяючи формуванню біоплівки або захищаючи від вродженого імунітету або мікробіоти господаря. Також припускається, що ці сполуки мають здатність дестабілізувати біологічні мембрани як прокаріотів, так і еукаріотів, як це стосується всіх інших відомих ліпопептидів [Gélis-Jeanvoine et al., 2017; Maksimov et al., 2020]. Курстакіни являють собою частково циклічні гептапептиди у яких жирна кислота з різною довжиною (11 – 13 атомів Карбону) ланцюга з'єднується через першу амінокислоту із своєю унікальною, як для класів ліпопептидів, послідовністю [Jacques et al., 2010, Geissler et. al., 2019]. 

1.1.6. [bookmark: _Toc106602836] Лоциломіцини
Клас лоциломіцинів спочатку був виявлений у бактерії B. subtilis 916, але вже знайдені ці речовини і в інших видах роду Bacillus. Представляє відносно нове сімейство ліпопептидів, яке виявляє антибактеріальну, а також обмежену протигрибкову активність. Крім того, лоциломіцини, як і ітурини, виявляють у рази меншу гемолітичну активність, порівняно з сурфактинами, що може стати причиною для розгляду цього класу біосурфактантів, як терапевтичні сполуки. На даний момент цю групу речовин тільки починають досліджувати [Pajčin et al., 2020]. Сполуки цього класу є пептидами з амінокислотною послідовністю Thr, Gln, Asp, Gly, Asn, Asp, Gly, Tyr та Val. [Luo et al., 2015].
Було знайдено інші класи ліпопептидів, такі як віскозини та амфізіни, які продукуються грамнегативними бактеріями або грибами, тому в цій роботі вони не представлені. 

1.1.7. [bookmark: _Toc106602837]Жирні кислоти, фосфоліпіди та нейтральні ліпіди
Багато бактерій та дріжджів синтезують велику кількість жирних кислот та фосфоліпідних ПАР під час їх росту на лінійних алканах. Гідрофільний та ліпофільний баланс прямо пропорційний довжині вуглеводневого ланцюга в їх структурах. Кілька грибів, дріжджів та бактерій, які здатні рости на гідрофобних субстратах, таких як алкани, виділяють велику кількість фосфоліпідів, жирних кислот або нейтральних ліпідів, щоб сприяти поглинанню джерела вуглецю. Продуцентами цих речовин є Nocardia erythropolis, Thiobacillus thiooxidans, Candida lepus, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Mycococcus sp., Candida sp., Penicillium sp. І Aspergillus sp.. Acinetobacter sp. синтезують фосфатидилетаноламінові везикули, які утворюють у воді оптично прозорі мікроемульсії алканів. Фосфатидилетаноламін, синтезований деякими видами Rhodococcus, вирощених на лінійних алканах, знижуює міжфазний натяг між гексадеканом та водою до менш ніж 1 мН/м і критичної концентрації міцелоутворення 30 мг/л.   Lactobacillus pentosus також здатна продукувати жирні кислоти, що включають олеїнову, елаїдову, пальмітинову та стеаринову кислоти. Автори припустили, що ланцюги жирних кислот дуже схожі на фракції, що містять залишки жирних кислот, виявлених у рамноліпідів [Rahman et al., 2008; Santos et al., 2016]. 


1.3. [bookmark: _Toc106602838][bookmark: _Hlk106477423]Використання біосурфактантів у різних галузях
1.3.1. [bookmark: _Toc106602839]Землеробство та біоремедіація
Беручи до уваги амфіфільну природу біосурфактанту з мікробних джерел, ці зелені поверхнево-активні речовини мають більше переваг перед хімічно синтезованими поверхнево-активними речовинами. Біосурфактанти завдяки своїм властивостям можуть використовуватися для різних задач: для посилення біодеградації забруднюючих речовин для поліпшення якості сільськогосподарських ґрунтів, для непрямого стимулювання росту рослин, оскільки ці біоповерхнево-активні речовини мають антимікробну активність і, навпаки, здатні підсилювати взаємодію рослинних мікробних симбіонтів, корисних для рослин. Ці біоповерхнево-активні речовини можуть замінити хімічні аналоги, жорсткі ПАР, які в даний час використовується у виробництві пестицидів, оскільки ці природні поверхнево-активні речовини використовуються як джерело вуглецю ґрунтовими бактеріями. Крім того вони не виявляють токсичного та мутагенного ефектів і мають високу швидкість деградації. Наприклад, деякі софороліпіди можуть деградувати на 90% за об’ємом за 30 хвилин [Sachdev et al., 2013].
Однією з проблем сучасного сільського господарства є наявність органічних та неорганічних забруднювачів, які викликають стрес  у рослин. Задля відновлення якості посівних земель, уражених вуглеводнями, важкими металами чи пестицидами необхідний процес біоремедіації, в якому біосурфактанти можуть ефективно використовуватись для зв’язування цих речовин і наступного їхнього виведення. 
Загалом, біогенні сурфактанти можуть застосовуватися в сільському господарстві для поліпшення якості ґрунту. Основною перешкодою перед впровадженням біосурфактантів у промислове виробництво є їх низька продукованість. Цю проблему можна вирішити за допомогою оптимізації живильного середовища та умов культивування. Використання агропромислових відходів для виробництва зелених поверхнево-активних речовин, які в подальшому можуть бути використані для біодеградації вуглеводнів із ґрунту, потребує подальшого вивчення [Mnif et al., 2016; Liu et al., 2019].

1.3.2. [bookmark: _Toc106602840]Медицина та фармацевтика  
Біоповерхнево-активні речовини крім можливості застосування у сільськогосподарській галузі можуть також використовуватися у медицині. Противірусна та антимікробна активність, поряд з імуномодуляцією є одними з основних напрямків дослідження щодо біоПАР  у медицині. Згідно недавніх досліджень біосурфактанти, які виділені зі штамів Bacillus, мають антибактеріальні властивості щодо штамів Acinetobacter baumannii, кишкової палички та золотистого стафілокока Streptococcus agalactiae та P. aeruginosa, стійких до різних лікарських антибіотиків. Ще одне недавнє дослідження показало антибактеріальну активність біосурфактантів Bacillus amyloliquefaciens. Екстракти сурфактинів виявляють антимікробну активність щодо різноманітних патогенних та умовно патогенних мікроорганізмів, включаючи стійкі до антибіотиків штами S. aureus та E. coli та патогенні дріжджі Candida albicans. За іншим дослідженням морська бактерія B. circulans показала майже 100% пригнічення адгезії патогенних бактерій. Це лише декілька досліджень, що беруть участь у медичному секторі за участю біоповерхнево-активних речовин та їх різноманітної діяльності, що може створити можливості для біоповерхнево-активних речовин як альтернативного терапевтичного підходу для профілактики та лікування інфекцій або зменшення адгезії патогенних мікроорганізмів серед багатьох біомедичних застосувань. Більшість досліджень біосурфоктантів проводилося на ґрунтових бацилах, тому морська мікробіота відкриває чудову можливість вивчити нові біосурфактанти з потужною протираковою активністю, що забезпечується різними механізмами дії та/або різними мішенями [ Das et al., 2008; Das et al., 2009a; Drakontis et al., 2020].

1.3.3. [bookmark: _Toc106602841]Видобуток нафти
В даний час у нафтовій промисловості застосовується кілька процесів посиленого видобутку нафти, які включають термічні, фізичні та хімічні методи. В нафтових пластах традиційно застосовується закачування повітря / газу або води. Більше того, поверхнево-активні речовини на хімічній основі широко використовуються в нафтовій промисловості. Але такі методи крім їхньої коштовності, ще й можуть викликати забруднення ґрунтових вод цими сполуками, що може призвести до серйозних ризиків для здоров'я людей, рослин та тварин. Тому доцільним методом для посиленого видобутку нафти вважають використання мікроорганізмів, які можуть виробляти біоПАР.   Було використано кілька видів мікроорганізмів для отримання ПАР для підвищення такого видобутку нафти, як B. megaterium, B. subtilis, B. amyloliquefaciens.
Принцип цієї техніки полягає в тому, що додавання бактерій, що виділяють біогенні ПАР спричиняють зменшення в'язкості нафти та міжфазний натяг між нафтовими вуглеводнями та шарами ґрунту, що може полегшити видобуток нафти [Akbari et al., 2018].

1.3.4. [bookmark: _Toc106602842]Харчова промисловість
У харчовій промисловості біоповерхнево-активні речовини викликали незначний інтерес, хоча вони мають низьку токсичність, здатність до біологічного розкладання та стійкі технології виробництва. Крім того, вони ефективні у формуванні емульсії, стабілізації, а також антиадгезивної та антимікробної дії, що потенційно може зробити їх придатними для харчової промисловості, але вони менше використовуються в цій галузі. Гліколіпіди, зокрема, мають високий потенціал в якості харчових добавок і харчових консервантів завдяки своїй емульгуючій та антибактеріальній активності.
Але останніми роками біоповерхнево-активні речовини привертають увагу в промисловості завдяки можливості біоперетворення побічних продуктів харчування в біосурфактанти. Згідно з дослідженнями, виробляти біоповерхні з використанням жирових відходів як субстрату можна завдяки дії бактерій роду Bacillus. Було показано, що отримані таким чином біоПАР речовини ефективно зменшують утворення біоплівки та видаляють важкі метали, при цьому видалення кадмію з овочів досягає 73%, що свідчить про те, що ці біогенні поверхнево-активні речовини можна використовувати в харчовій промисловості [Campos et al., 2013; Drakontis et al., 2020].


[bookmark: _Toc106602843]2.    МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1. [bookmark: _Toc106602844]Відбір бактерій роду Bacillus
Проби води відбиралися у різних місцях одеського узбережжя Чорного моря, а саме: біля порту (N1.1., N1.2., N1.3.), дачі Ковалевського (N2.1., N2.2., N2.3), дому Павлових (N3.1., N3.2., N3.3.). З кожного місця відбиралось по 3 проби морської води. 
У лабораторії проводився розсів води на поживне середовище МПА  (МПБ 15 г/л, агар-агар 15 г/л) на чашки Петрі. Далі здійснювалась інкубація в термостаті при 37 о С впродовж 72 годин. Після інкубації із колоній, які виросли робилися мазки, що фарбувалися за Грамом та Ожешко для ідентифікації приналежності колонії до грампозитивних бактерій, виявлення бацилярної форми та можливостей до спороутворення. Мазки досліджувалися під оптичним мікроскопом з імерсійним об'єктивом.
2.2. [bookmark: _Toc106602845]Тестування на поверхневі властивості
Для дослідження культури бактерій на біосурфактантну активність їх поміщали у середовище LB (дріжджовий екстракт 5 г/л; NaCl 10 г/л; триптон 10 г/л). Кінцевий рН був 7,5. Інкубацію проводили протягом 24 годин.
Для оцінки біосурфактантної активності проводилися дроп-тест і тест на емульгування для виявлених бактерій роду Bacillus.
[bookmark: _Hlk106026627]Для проведення дроп-тесту брали 1 мл з 0,6 OD (600 нм) (за допомогою«SmartSpec Plus Bio-Rad» (Угорщина)) 24-годинної бактеріальної культури інокулювали в середовище мінеральних солей, що складається з : K2HPO4 1,8 г/л; NH4Cl 4,0 г/л, MgSO4⋅7H2O 0,2 г/л; FeSO4⋅7H2O 0,01 г/л; NaCl 30,0 г/л, pH 7,0 ± 0,2 і соняшникової олії 1,0 г/л. Систему інкубували протягом 48 год. На скляну поверхню мікроскопа наносили мінеральне масло 100 мкл і 250 мкл культурального супернатанту (клітини відокремлювали центрифугуванням при 8000g протягом 5 хв) поміщали на вкриту маслом поверхню та через 1 хв отримували результат. Результат вважається позитивним, коли діаметр краплі збільшився на 1 мм. Паралельний експеримент проводили з дистильованою водою як негативним контролем.
[image: ]
Рис 1. Технологічна схема визначення поверхневої активності біосурфактантів за допомогою дроп-тесту

2.3. [bookmark: _Toc106602846]Тестування на емульгуючі властивості
Емульгуюча здатність оцінювалася за індексом емульгування (%ЕІ). У пробірці 2 мл з 0,6 OD (600 нм) (за допомогою «SmartSpec Plus Bio-Rad» (Угорщина)) 24-годинної бактеріальної культури безклітинного супернатанту (клітини відокремлювали центрифугуванням при 8000g протягом 5 хв)  додавали до 2 мл соняшникової олії і струшували протягом 2 хв до однорідного перемішування. Емульгуючу активність спостерігали через 24 години та розраховували за формулою.
[image: ]

Рис 2. Технологічна схема визначення емульгуючої активності біосурфактантів а допомогою індексу емульгування 


3. [bookmark: _Toc106602847]РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Після розсіву на середовище МПА усіх проб морської води за допомогою метода штриха були отримані 13 культур, які відрізнялися за своєю морфологією та фізіологічними властивостями. Кожна із культур була пересіяна на окрему чашку для отримання чистої культури бактерій.
  За результатами забарвлення за Грамом спостерігалось 10 культур грампозитивних і 3 культури грамнегативних бактерій.  Після забарвлення за Ожешко вдалося виявити 4 спороутворюючі культури,  і, відповідно, 6 неспороутворюючі. 
З проби N1.1. були отримані 2 культури бактерій. Після забарвлення за Грамом і Ожешко була отримана 1 культура, яка мала 2 позитивні результати за цими тестами, а також мала бацилярну форму клітини і характерною овальною формою спор. Клітини були зосереджені у доволі великі групи. Ця культура була названа Bacillus sp. N1.1. у відповідності до місця відбору і проби з якої вона була отримана [Хоут и др., 1997]. Інша культура виявилась грамнегативною і неспороутворюючою. 
З проби N1.2. була отримана 1 культура, яка виявилась грампозитивною, але мала негативний результат за забарвленням за Ожешко і крім того клітини були зібрані у кластери , з чого можна зробити припущення, що ця культура відноситься до роду Micrococcus [Хоут и др., 1997].
З проби N1.3. була отримана 1 культура, яка виявилась грампозитивною і спороутворюючою, що мала характерну бацилярну форму клітин. Клітини зосереджувались по двоє. Ця культура була названа Bacillus sp. N1.3.
З проби N2.1. була отримана 1 культура яка виявилась ні грампозитивною, ні спороутворюючою. 
З проби N2.2. були отримані 2 культури, з яких одна виявилась культурою, яка забарвлювалась позитивно за Грамом, але виявилась неспороутворюючою, з характерною кокковидною формою клітин, з чого було зроблено припущення, про мікрококкову контамінацію з повітря. Але інша культура виявилась і грампозитивною, і спороутворюючою з характерною бацилярною формою. Відповідно культура була названа Bacillus sp. N2.2. у відповідності до системи іменування. 
З проби N2.3. не виросло ні однієї культури.
З проби N3.1. була отримана 1 культура, які виявилась грампозитивною,  спороутворюючою, з характерною формою клітин і спор. Клітини зосереджувались у групи по 2 клітини. Ця культура була названа Bacillus sp. N3.1.
З проби N3.2. були отримані 3 культури, дві з яких були грампозитивними і неспороутворюючими, а інша виявилась негативною за двома тестами. 
З проби N3.3. були отримані 2 культури, які були грампозитивні, але неспороутворюючі, кокковидної форми і були зібрані у тетради і групи неправильної форми, що свідчить про мікрококкову контамінацію. 
Роблячи висновок з першої частини роботи можна побачити, що в місцях більшої забрудненості водойми спостерігається більша кількість бактерій з роду Bacillus. Мікробна контамінація бактеріями роду Micrococcus може бути спричинена чи натуральним зараженням водойм з повітря, чи недостатніми асептичними заходами під час роботи із зразками. 
Розподілення штамів за територією продемонстровано на рис. 3.
Можливо, таке територіальне розподілення пов’язано з більшою забрудненістю води морського узбережжя біля порту, що і стало причиною розвитку морської мікробіоти із більшою здатністю до деградації вуглеводнів.



Рис 3. Розподілення різних груп виявлених бактерій за місцезнаходженням ( Г+ - грампозитивні, Г- - грамнегативні, спор. + - спороутворюючі, спор. - - неспороутворюючі).
	За дроп тестом B. subtilis N1.1., N1.3., N2.2. виявились позитивними, а B. subtilis N3.1. негативним у порівнянні із контролем. Можна зробити висновок, що екзометаболіти перших трьох штамів володіють здатністю до зниження поверхневого натягу рідини. 
Стосовно визначення емульгуючої здатності були отримані результати, які представлені у таблиці і також порівняні у рис. 4.
Таблиця 1
Результати дроп-тесту і тесту на визначення індексу емульгування для виділених культур Bacillus
	Культура
	Дроп-тест
	%EI

	Bacillus sp. N1.1.
	+
	71± 2,7

	Bacillus sp. N1.3.
	+
	67± 2,7

	Bacillus sp. N2.2.
	+
	57± 2,7

	Bacillus sp. N3.1.
	-
	50± 2,7




Рис 4. Рівень емульгуючої здатності біосурфактантів культур Bacillus sp. відносно один одного.
Результати свідчать, що культури, які були отримані з припортової зони проявляють більшу емульгуючу здатність у порівнянні із штамами, отриманими з дачі Ковалевського і дому Павлових. Отримані результати можуть свідчити про те, що Bacillus sp. N1 та Bacillus sp. N2 виділять чи більші об’єми біосурфактантів, чи їхні біосурфактанти здатні створювати більш стійкі емульсії.
Загалом, на якість і кількість вироблення біосурфактантів впливають температурний режим, склад поживного середовища, pH, фаза росту культури. 
Отже, в цій роботі було приділено увагу більшості біосурфактантів, знайдених на даний момент серед морських бактерій роду Bacillus. Крім того, в кожній групі біосурфактантів наведена інформація щодо використання відповідної групи поверхнево-активних речовин і наведено збірну інформацію по використанню біосурфактантів у різних галузях наприкінці цієї роботи.
Існує стрімко зростаючий обсяг досліджень, про що свідчить швидко зростаюча кількість публікацій на тему біосурфактантів. Очікується, що в найближчі 5–10 років, коли врожайність зростатиме, а виробничі витрати зменшуватимуться, нові біоповерхневі речовини продовжуватимуть відкриватися, а структура та потенційне застосування цих молекул будуть краще зрозумілі, то біоПАР почнуть краще конкурувати на ринку із їхніми хімічними аналогами [Soberón-Chávez et al., 2010].
Порівнюючи результати власної роботи з аналогічними дослідженнями інших авторів можна зробити висновок, що бактерії роду Bacillus дійсно здатні до продукції біосурфактантів. Але, на жаль, доволі мало статей, в яких приділено увагу різниці у біосурфактантній активності штамів, виділених із місць, які забруднені нафтою чи іншими вуглеводнями, і штамами, отриманими із відносно чистих місць. Ця робота дає змогу проаналізувати різницю у біосурфактантній активності і зробити висновок, що бактерії, які були виділені із місць відносно віддалених від епіцентрів забруднення також виявляють біосурфактантну-активні. Крім того, згідно результатів, можна прийти і до інших висновків: одеська акваторія загалом має достатньо високий рівень забруднення вуглеводнями, щоб мікробіота цього узбережжя набула здатності до синтезу поверхнево-активних метаболітів, чи течії у узбережжя переносять біосурфактантно-активні штами до інших місць одеського узбережжя. Ці припущення потребують більш детальної ідентифікації кожного із штамів, щоб мати змогу прийти до конкретних висновків з цього питання. 
Також у статтях подібної тематики зазвичай аналізувалась виділена та очищена окрема фракція біосурфактантів, яка володіла характеристиками усіє суміші екзометаболітів. Отримання чистого біосурфактанту дає можливість точнішого тестування біоПАР  і зменшую вплив на результати інших фракцій метаболітів [Sakthipriya et al., 2015; Hentati et al., 2019].
В подальшому ця робота може бути розширена більшою кількістю тестів на біосурфактантну активність та властивості виділених біосурфактантів (тест на гемоліз, на витіснення масла, на визначення поверхневого натягу, на деградацію сирої нафти). Подібні тести розширять наукову значимість роботи і дадуть можливість науковцям порівнювати за більшими показниками біосурфактантну активність бактерій роду Bacillus, виділених із морської води одеського узбережжя до біосурфактантів іншого походження [Das et al., 2009b]. 
Також перспективним напрямком розвитку цієї роботи є оптимізація умов і середовища до інтенсифікації виходу біосурфактантів необхідного складу та з бажаними властивостями. Цей напрямок більш комерційно значимий, тому має більший пріоритет у рамках спеціальності «Біотехнології та біоінженерія».
І також неабияке комерційне значення має дослідження можливості використання отриманих біосурфактантів у різних галузях: починаючи з медицини і закінчуючи харчовою промисловістю [El-Sersy, 2012].



[bookmark: _Toc106602848]ВИСНОВКИ

1.   	Була показана здатність деяких морських штамів (B. subtilis N1.1., B. subtilis N1.3., B. subtilis N2.2.) роду Bacillus до синтезу ефективних біосурфактантів.

2.   	Була показана здатність бацилярних екзометаболітів до зниження поверхневого натягу рідин і створенню стійких емульсій.

3.   	Було виявлено окремі штами (B. subtilis N1.1., B. subtilis N1.3.) бактерій роду Bacillus, котрі володіють значною біосурфактантною активністю, що дає змогу в подальшому їх використовувати для створення більш продуктивних продуцентів.
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