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АНОТАЦІЯ

Було вивчено морфологічні, біохімічні та біотехнологічні властивості молочнокислих бактерій з губок Чорного моря. Методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі підтверджено належність виділених бактерій до роду Lactobacillus. Досліджені штами лактобацил завдяки синтезу органічних кислот проявляли виражену антагоністичну активність щодо E. faecalis, B. subtilis, P. vulgaris, M. luteus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumonia, С. maltaromaticum, L. innocua, L. ivanovii, і найбільша кількість досліджених антагоністів (82,5 % штамів) пригнічувала B. subtilis та P. vulgaris.. За культивуванні на середовищі Lacticagar2 усі штами проявляли максимальну антагоністичну активність, на рівень якої максимально впливала присутність пептону (r = 0,77), глюкози (r = 0,75) та ацетату натрію (r = 0,68) у штаму L. vacinostercus ONU2 та ацетату натрію (r = 0,79) та етанолу (r = 0,67) у L. bifermentans ONU55. При використанні L. bifermentans ONU19 в якості пробіотика виживання акваріумних риб X. variatus в дослідній групі було на 31,2 % більшим, ніж у контрольній групі. Розроблено технологічну схему виготовлення пробіотичного препарату для годування акваріумних риб на основі бактерій штаму L. bifermentans ONU19.

Роботу викладено на 56 сторінках, вона містить 13 рисунків та 2 таблиці. В роботі наведено посилання на 84 джерела літератури (13 кирилицею та 71 латиницею).

Ключові слова: Lactobacillus, пробіотики, склад поживних середовищ, аквакультура.
The morphological, biochemical and biotechnological properties of lactic acid bacteria from the sponges of the Black Sea were studied. The Real Time polymerase chain reaction confirmed that the isolated bacteria belonged to the Lactobacillus genus. Studied strains of lactobacilli showed strong antagonistic activity against E. faecalis, B. subtilis, P. vulgaris, M. luteus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumonia, С. maltaromaticum, L. innocua, L. ivanovii due to synthesis of organic acids, and the largest number of the studied antagonists (82,5 % of the strains) inhibited B. subtilis and P. vulgaris. The strains did not produce bacteriocins. All strains showed maximum antagonistic activity being cultivated on Lactic agar2 medium, and the level of activity mostly depended on the presence of peptone (r = 0,77), glucose (r = 0,75) and sodium acetate (r = 0,68) in the strain L. vacinostercus ONU2 and sodium acetate (r = 0,79) and ethanol (r = 0,67) in L. bifermentans ONU55. When L. bifermentans ONU19 was used as a probiotic, the survival of aquarium fish X. variatus in the experimental group was 31,2 % higher than in the control group. The technological scheme of probiotic production  based on L. bifermentans ONU19 for feeding of aquarium fish was developed. 
Diploma thesis is expounded on 56 pages, it contains 13 figures and 2 tables. It provides links to 84 references (13 cyrillic and 71 latinic).
Key words: Lactobacillus, probiotics, nutritional media components, aquaculture.  

ЗМІСТ
4ВСТУП

1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
6
1.1. Систематичне положення бактерій роду Lactobacillus
6
1.2. Характеристика бактерій роду Lactobacillus
7
1.3. Антагоністичні властивості бактерій роду Lactobacillus
9
1.4. Різноманіття молочнокислих бактерій у гідробіонтах та морській воді
12
1.5. Застосування молочнокислих бактерій у марікультурі
15
2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
21
2.1. Вивчення антагоністичних властивостей бактерій роду Lactobacillus
21
2.2. Дослідження впливу складу поживних середовищ на антагоністичну активність Lactobacillus
22
2.3. Підтвердження родової належності досліджених лактобацил методом ПЛР у реальному часі
24
2.4. Вплив бактерій роду Lactobacillus, в якості пробіотика для акваріумних риб
26
3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
29
3.1. Виділення та вивчення молочнокислих бактерій з губок Чорного моря
29
3.2. Підтвердження родової належності досліджених лактобацил методом ПЛР у реальному часі
29
3.3. Антагоністична активність бактерій роду Lactobacillus
30
3.4. Вплив компонентів поживних середовищ на зміну рівня антагоністичної активності..
32
3.5. Пробіотичний ефект L. bifermentans ONU19 щодо акваріумних риб Xiphophorus variatus
37
3.6. Технологічна схема виготовлення пробіотичного препарату для акваріумних риб
40
УЗАГАЛЬНЕННЯ
43
ВИСНОВКИ
46
СПИСОК ЦИТОВАНОЇ ЛІТЕРАТУРИ
47



ВСТУП

На сьогодні аквакультура постала важливою економічною діяльністю у багатьох країнах світу. Оскільки для аквакультури звичайно потрібні великомасштабні виробничі об'єкти, виникнення захворювань і приплив поживних речовин у водні акваторії для рибної культури є великими проблемами. Більшість бактеріальних захворювань у виробничих системах аквакультури викликано деякими збудниками, включаючи бактерії, що належать до родин Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae або Vibrionaceae. Як правило, вони викликають септичні та виразкові захворювання у тварин.

До сих пір профілактика або боротьба із захворюваннями гідробіонтів в більшості випадків залежала від антибіотиків і дезінфікуючих засобів. Однак масове використання цих речовин в природі призвело до значної стійкості до антибіотиків [Alcaide et al., 2005]. Також це становить загрозу для прибережних районів, які сильно експлуатуються, та для промислового вирощування риби та молюсків . Іншою проблемою є ризик, пов'язаний з передачею стійких бактерій з аквакультурного середовища людям, внаслідок чого людські патогенні мікроорганізми набувають стійкості до антибіотиків [Serrano, 2005].
В результаті стає все більш очевидною потреба в пошуках ефективніших альтернатив. Так, для підвищення стійкості до інфекційних захворювань можна використовувати  пробіотики, які є живими мікроорганізми, додавання яких в їжу або корм позитивно впливає на мікробний баланс кишечника [Fuller, 1989]. Використання пробіотиків має давні традиції в тваринництві, але вони рідко застосовуються в аквакультурі. 
Пробіотичні агенти впливають на організми через широкий спектр дій, до яких відносяться: конкуренція за місця адгезії і стійкість до колонізації, конкуренція за основні поживні речовини, виробництво антагоністичних з'єднань проти патогенів, посилення імунної відповіді і стійкості до хвороб. Крім того, пробіотики покращують ферментативну активність перетравлювання і використання кормів, здоров'я та продуктивність риб [Ringø et al., 1997b; Denev et al., 2009]. Багато пробіотиків були розроблені для використання в аквакультурі [Robertson et al., 2000; Brunt etal., 2005]. 
Метою роботи було створення біотехнологічного препарату на основі молочнокислих бактерій роду Lactobacillus для використання у аквакультурі.
Для досягнення мети дослідження виконували наступні завдання:
1. Виявити серед мікроорганізмів, виділених з губок, представників роду Lactobacillus з використанням методу ПЛР у реальному часі.
2. Провести видову ідентифікацію лактобацил за біохімічними властивостями.
3. Дослідити антагоністичні властивості виділених молочнокислих бактерій.
4. Порівняти антагоністичну активність штамів лактобацил за росту на різних поживних середовищах.
5. Виявити компоненти середовищ, які найбільше впливали на антагоністичні властивості бактерій досліджених штамів.
6. Перевірити досліджені лактобацили 
в якості пробіотика для акваріумних риб.
7. Розробити технологічну схему виготовлення пробіотичного препарату для годування акваріумних риб.
Об’єкт дослідження – застосування мікроорганізмів у марикультурі. 

Предмет дослідження – пробіотичні властивості лактобацил, антагоністичні властивості бактерій роду Lactobacillus. 
Автор щиро вдячний співробітникам кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І.І. Мечникова: к.т.н., с.н.с. Страшновій Ірині Валентинівні за допомогу у ідентифікації виділених штамів, м.н.с. Коротаєвій Надії Володимирівні за допомогу з аналізом жирних кислот, к.б.н. Васильєвій Наталії Юріївні за допомогу у аналізі даних.
ВИСНОВКИ
1. Серед мікроорганізмів, виділених з губок, виявлено молочнокислі бактерії, належність яких до роду Lactobacillus було підтверджено методом полімеразної ланцюгової реакції у реальному часі за наявністю специфічних ділянок 16s рРНК. 
2. За комплексом біохімічних властивостей виділені штами були ідентифіковані як Lactobacillus vaccinostercus, L. parabuchneri та L. bifermentans.
3. Досліджені штами лактобацил завдяки синтезу органічних кислот проявляли виражену антагоністичну активність щодо E. faecalis, B. subtilis, P. vulgaris, M. luteus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumonia, С. maltaromaticum, L. innocua, L. ivanovii, і найбільша кількість досліджених антагоністів (82,5 % штамів) пригнічувала B. subtilis та P. vulgari.

4. Максимальний вплив на зміну показника антагоністичної активності незалежно від штаму Lactobacillus та індикаторного штаму реєстрували при використанні середовища Lacticagar2.
5. На рівень антагоністичної активності L. vacinostercus ONU2 максимально впливала присутність пептону  (r = 0,77),  глюкози (r = 0,75) та ацетату натрію (r = 0,68) у середовищі. На рівень антагоністичної активності L. bifermentans ONU55 максимально впливала присутність ацетату натрію (r = 0,79) та етанолу (r = 0,67) у середовищі.

6. За використання L. bifermentans ONU19 в якості пробіотика виживання акваріумних риб Xiphophorus variatus в дослідній групі було на 31,2 % більшим,  ніж у контрольній групі.

7. Запропоновано технологічну схему виготовлення пробіотичного препарату для годування акваріумних риб на основі бактерій штаму L. bifermentans ONU19.
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