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АНОТАЦІЯ
Роботу було проведено на кафедрі мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І. І. Мечникова і присвячено вивченню стійкості до важких важких металів біотехнологічно цінних морських актиноміцетів. Найбільш стійкими до солей важких металів виявилися штами Conc20, Conc32 та Conc38, ідентифіковані як представники роду Streptomyces, які можуть вважатися перспективними для створення біопрепаратів. Серед них штам Conc38 не мав високої чутливості до жодного із металів, а штами Conc20 проявляли чутливість до міді та Conc32 цинку відповідно. При аналізі токсичної дії металів на мікроорганізми виявилось, що найбільшого руйнування клітин завдає кадмій, в той час як найменш токсичним виявився цинк. 
Роботу викладено на 4139 сторінках, вона містить 110 рисунків і 2 таблиці. Наведено посилання на 56 джерел літератури (3 кирилицею та 53 латиницею).
Ключові слова: важкі метали, біотехнологічно цінні штами, морські актинобактерії. 

The work was carried out in the Microbiology, Virology and Biotechnology Department I. I. Mechnikov National University; resistance of biotechnologically valuable marine actinobacteria to heavy metals was evaluated.  The most resistant to heavy metal salts were strains Conc20, Conc32 та Conc38, identified as representatives of Streptomyces genus, which can be considered perspective for development of biopreparations. Among them, stran Conc38 has low sensitivity to all used heavy metals, strains Conc20 and Conc32 were sensitive to copper and zinc respectively. Analysis of toxic action of metals on microorganisms showed that the most disruptive for microbial cells was cadmium, the less – zinc. 
Diploma thesis is expounded on 4139 pages, it contains 110 figures and 2 tables. It provides links to 56 references (3 cyrillic and 53 latinic). 
Key words: heavy metals, biotechnologically valuavle strains, marine actinobacteria. 
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ВСТУП
Actinomycetales — це ряд грампозитивних бактерій типу Actinobacteria, які демонструють велику різноманітність за різними характеристиками, включаючи вологостійкість, середовище проживання, оптимальний рН та термофільність [McGuire et al., 2012].
Кожен штам актинобактерій здатний продукувати від 10 до 20 вторинних метаболітів, особливо антибіотиківи. Специфічні антибіотики, що отримані з актиноміцетів та, які сьогодні використовуються в клініках, включають неоміцин, стрептоміцин, канаміцин, цефаміцин, ванкоміцин, еритроміцин і тилозин. Деякі актиноміцети можуть також утворювати біоплівки, які дозволяють їм розкладати складні полімери в навколишньому середовищі, що вказує на їхню цінність у компостуванні або біоремедиації, особливо токсичних пестицидів [Jagannathan et al., 2021].
Актиноміцети мають майже повсюдну поширеність у навколишньому середовищі. Раніше їх вважали тільки наземними бактеріями, проте з початком вивчення морських популяцій їх виявляють навіть у таких віддалених місцях, як Маріанська западина та Антарктида [Barka et al., 2015].
Значна частина вже виділених морських актиноміцетів мають близьких родичей серед грунтових представників. Вони також можуть синтезувати більшість відомих вторинних метаболітів, такі як: целюлолітичні та хітинолітичні ферменти, лужну фосфатазу, амілазу, рибонуклеазу та інше. Проте їх різноманітність, на відміну від сухопутних актиноміцетів, – більша, оскільки в утвореній суміші майже завжди присутні додатково від 1-го до 5-ти нових компонентів, які складають нові структурні варіанти вже відомих метаболітів [Subramani and Aalbersberg, 2012]. Здатність морських актиноміцетів до синтезу метаболітів із різною біологічною активністю привернули увагу науковців з усього світу.
Функціональні можливості актиноміцетів, залежно від середовища існування, є одним з факторів різноманітності їх вторинних метаболічних шляхів. А отже, дослідження морських актиноміцетів, які мають певні відмінності від їх наземних родичів, мають великі перспективи у пошуку нових біологічно активних сполук. На сьогодні перспективними шляхами використання морських актинобактерій є їх введення до складу препаратів для біоконтролю патогенів сільськогосподарських культур, а також препаратів для біоремедіації ґрунтів та водних екосистем. Однак застосування препаратів на основі мікроорганізмів у таких умовах може обмежуватися високими концентраціями різноманітних полютантів, зокрема, важких металів. У зв’язку з цим стійкість біотехнологічно цінних штамів актинобактерій до важких металів та інших токсичних полютантів є перевагою при створенні біопрепаратів.  
Метою роботи було вивчення стійкості до важких важких металів біотехнологічно цінних морських актиноміцетів.
У завдання роботи входили: 
1. Дослідити чутливість клітин морських актинобактерій (представників роду Streptomyces) до різних концентрацій іонів важких металів у складі солей (Cu2+, Cо2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+). 
2. Визначити мінімальні інгібувальні концентрації кожного металу щодо досліджуваних штамів. 
3. Визначити метали з найвищою та найнижчою токсичністю для досліджуваних стрептоміцетів. 
Об’єкт дослідження – стійкість морський актинобактерій до токсичних сполук.  створення біологічних препаратів на основі актинобактерій. 

Предмет дослідження – чутливість морських актинобактерій, виділених з Чорного моря, до солей важких металів. 


1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
1.1. Основні біологічні особливості актиноміцетів
Тип Actinobacteria є одним з найбільших таксономічних одиниць в домені Bacteria, більшість з яких є вільноіснуючими як у наземних, так і у водних екосистемах. Вони можуть бути мешканцями ґрунтового або водного середовища (Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus, Salinispora); рослинними симбіонтами (Frankia spp.); патогенами рослин або тварин (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia); шлунково-кишковими коменсалами (Bifidobacterium spp.) [Barkа et al., 2015].

1.1.1. Морфолого-фізіологічні ознаки актиноміцетів
Морфологічно актиноміцети нагадують гриби завдяки своїм видовженим клітинам, які розгалужуються на нитки або гіфи, розміром 0,5-2 мкм. Ріст цих бактерій відбувається завдяки комбінації розширення верхівки та розгалуження гіф, що в свою чергу утворює міцелій. Саме через таку свою незвичайну форму актиноміцети і отримали свою назву, яка у перекладі з грецької означає промінь (aktis/aktin) та гриби (mukēs). Однак, на відмінну від грибів, актиноміцети, як і всі бактерії, мають тонку пептидогліканну клітинну стінку, в основу якої входить діамінопімелінова кислота у більшості видів; прокаріотичний нуклеоїд та чутливість до антибактеріальних засобів. Актиноміцетів класифікують як бактерій, але їх чисельність, як правило, на один-два порядки менша, ніж загальна популяція бактерій [Barka et al., 2015; Pepper  et al., 2015]. 
Це грампозитивні ниткоподібні бактерії; залежно від виду, мають розміри від 0,5 мкм до понад 5,0 мкм; у їх геномах міститься велика кількість гуаніну та цитозину (G+C). Фізіологічно та екологічно більшість з них є аеробами, проте деякі види здатні існувати і в анаеробних умовах. Також вони можуть бути гетеротрофами або хемоавтотрофами та здатні використовувати широкий спектр джерел живлення, включаючи різні складні полісахариди [Barka et al., 2015].
Актиноміцети зазвичай розмножуються завдяки спорам і для більшості видів спороутворення характеризується розщепленням повітряних гіф. Цей процес починається з інвагінації плазматичної мембрани та розриву внутрішньої стінки. Ядерний матеріал ділиться, звужується в перегородці, тобто утворює спору, та навколо нього потовщується внутрішня стінка гіфи. 
В результаті такої фрагментації утворюються кілька типів спор: алевріоспори (утворюються гіфою без оболонки), артроспори (утворюються гіфами, що вкриті оболонкою) і ендоспори (утворюються всередині везикул).
Залежно від виду спори відрізняються за розміром (від 0,5 до 1,5 мкм). Крім більш товстої стінки, вони містять генетичний матеріал і цитоплазму батьків, а деякі навіть мають гострі шипи, що виходять із оболонки.
В разі несприятливих умов навколишнього середовища спори (сплячі) здатні виживати протягом тривалого періоду часу, а за сприятливих – проростають, утворюючи зародкові трубочки (гіфи). Залежно від свої функцій утворюються субстратний та повітряний міцелій. Субстратний міцелій відіграє важливу роль в закріпленні організму на субстраті та відповідає за поглинання поживних речовин. Повітряний міцелій, залежно від структури гіф, може ділитися на кілька відділів для виробництва спор і подальшого їх розповсюдження [Pepper  et al., 2015].

1.1.2. Особливості морських актиноміцетів
Приблизно 83% морських актиноміцетів знаходять на глибині понад 1000  м нижче рівня моря, тобто в холодному, безсвітлому середовищі існування з високим тиском, куди їжа постачається з далеких поверхневих вод. Ці глибоководні середовища поділяються на три зони: батіальну (глибина від 200 до 2000 м), абісальну (глибина від 2000 до 6000 м) і хадальну (глибина більше 6000 м). Особливо малодосліджені абіссальна та хадальна зони [Barka et al., 2015].
Це пояснюється тим, що мМорські актиноміцети надають перевагу донним відкладенням морів, де рН води слабокислае. Нерідко їх знаходять у тканинах морських безхребетних (морські зірки, губки, молюски), з якими вони мають певний симбіоз [Lin et al., 2013; Quévrain et al., 2014].
Найбільше біорізноманіття зафіксовано на глибині 3000 м, а неоднорідність культур розширюється до 5000 м. Холодні глибоководні грязі мають вражаюче видове багатство та різноманітність порівняно з дощовими тропічними лісами. Більшість отриманих видів не були досі досліджені у лабораторії, і, за оцінками фахівців, 95% цих видів не ідентифіковані та в основному вважаються новими видами. Актиноміцети, у тому числі рідкісні, є багатими в різноманітних морських відкладеннях. 
Загалом із середини 2013 до 2017 р. із морських відкладень було виділено 48 нових видів, що належать до 16 різних родин актиноміцетів. Серед них описано п’ять нових родів – Flaviflexus, Halopolyspora, Mariniluteicoccus, Sediminivirga та Haloactinomyces; та нові види вже відомих родин – Pseudonocardiaceae (8 нових видів), Nocardioidaceae (5 нових видів), Nocardiopsaceae (4 нові види), Microbacteriaceae (4 нові види), Micrococcaceae (4 нові види), Propionibacteriaceae (4 нові види), Micromonosporaceae (3 нові види), Nocardiaceae (2 нові види), Demequinaceae (2 нові види), Intrasporangiaceae (2 нові види), Bogoriellaceae (2 нові види), Acidimicrobiaceae (2 нові види), Brevibacteriaceae ( 2 нові види), Actinopolysporaceae (2 нові види), Actinomycetaceae (1 новий вид) і Cellulomonadaceae (1 новий вид) [Barka et al., 2015]. 
Хоча попередні дослідження описували розмір мікробних популяцій лише кілька сотнями клітин на мл морської води, за допомогою досліджень флуоресцентної мікроскопії виявилось, що номінальна щільність клітин становить >105 клітин на мл морської води, а це передбачає, що океан містить 3,6×1029 мікробних клітин [Genilloud et al., 2012; Trujillo et al., 2014]. 
Мікроорганізми в морській воді відіграють важливу роль у морських біогеохімічних процесах, які беруть участь у кругообігу та розкладанні органічної речовини [Barka et al., 2015].

1.2. Механізми стійкість актиноміцетів до різних металів
Метали (Ag, Al, Cd, Co, тощо) та металоїди (As, Se, Te) хоча і зустрічаються в природі по всій земній корі, вони, як правило, присутні у вигляді колоїдів або в асоціації з органічними речовинами, мінералами та гірськими породами [Presentato et al., 2020]. 
Вивільнення металів і металоїдів у навколишнє середовище є результатом типу та віку гірського матеріалу, геохімічних змін, а також природних явищ (виверження вулканів, атмосферні відкладення, вилуговування землі, землетруси, тайфуни та зміни клімату). Деякі з них (наприклад, Cu, Co, Fe, Mn, Se, Zn) є важливими мікроелементами, необхідними для підтримки життэвих біологічних функцій, діючи як кофактори, що мають важливі структурні та каталітичні властивості у ферментах і білків, переносників електронів та регуляторів клітинного осмотичного тиску [Maret, 2016].
Серед відомих бактерій представники типу Actinobacteria привернули велику увагу дослідників до їх стратегій використання різних металів у своєму життєвому циклі. Вони можуть використовувати не дорогі та/або токсичні сполуки як джерела вуглецю та енергії, що є результатом різноманітного катаболічного та анаболічного потенціалу, і загалом мають базальну стійкість до металів.
Представники роду Streptomyces мають обширні геноми та численні лінійні та кільцеві мегаплазміди, які сприяють їх надзвичайним метаболічним можливостям та стійкості до токсичних металів [Cappelletti et al., 2019; Goodfellow et al., 2012].
Механізм мікробної толерантності дозволяє знизити локальну концентрацію металу на поверхні клітин. Цей процес відбувається за рахунок електростатичних взаємодій між іонами металів (лоїд) і функціональними групами, присутніми на мікробних поверхнях (білки, вуглеводи, полімери клітинної стінки, тощо) [Gupta and Diwan, 2017]. 
Спорідненість, вихід і специфічність цього біопроцесу залежать від заряду та орієнтації металозв’язуючих груп. Дійсно, поверхня клітини актиноміцетів має складний макромолекулярний склад (ліпіди, пептидоглікан, тейхоєва кислота, ліпо- та поверхневі білки, ферменти та міколева кислоти), які в цілому відкривають різноманітні реакційноздатні функціональні групи (наприклад, гідроксиль [OH−], карбоніл [CO], карбоксил [COO−], фосфат [PO43−], сульфат [SO42−] та аміно [NH2+/NH3+]), які можуть опосередковувати сорбцію та осадження металів (лоїдів) на поверхні бактерій. Наприклад, S.  zinciresistens має лисий фенотип  без спороутворення, але після пливу на клітини іонами Zn2+ і Cd2+ він утворив короткий і тонкий міцелій. Це, ймовірно, відбулося через взаємодію катіонів металів з OH−, CO та NH на поверхні клітини. 
При значеннях рН, нижчих, ніж ізоелектрична точка біосорбенту, катіони металів (лоїд) відштовхуються. Протилежний ефект (тобто негативний чистий заряд) очікується при значеннях рН вищих, ніж ізоелектрична точка біосорбенту, що призводить до адсорбції катіонів. Крім того, протонний обмін з металами (лоїдами) буде сприятливим у разі значень рН вище рКа зв’язуючих частин, що характеризують біосорбент [Presentato et al., 2020]. 
Обмежена біодоступність, недостатня розчинність у воді та важливість Fe заліза для кількох біологічних функцій призвели до того, що мікроорганізми розробили специфічні шляхи поглинання і захоплення його. Переважним механізмом для актиноміцетів є біосинтез сидерофорів – низькомолекулярних (200–2000 Да) і дифузійних молекул, які мають високу спорідненість та селективність до нерозчинного заліза (Fe3+), що гарантує низький рівень конкуренції з іншими двовалентними, але важливими катіонами металів (наприклад, Zn2+, Cu2+, Ni2+ та Mn2+). Таким чином, біосинтез і секреція сидерофорів зазвичай залежать від концентрації Fe3+ в навколишньому середовищі, оскільки вони діють як Fe-хелатори, створюючи позаклітинні комплекси залізо-сидерофор, з яких Fe3+ поглинається бактеріальними клітинами через окислювально-відновні процеси. Залежно від хімічної структури утворених сидерофорів, вони позначаються як фенолати, катехолати, карбоксилати, гідроксамати або змішані типи. Так Streptomyces spp. продукують катехолатні сидерофори, такі як ентеробактин і міксохелін, хоча вони типові для грамнегативних штамів бактерій [Presentato et al., 2020; Timkova et al., 2018]. 
Нещодавні дослідження виявили здатність актинобактеріальних сидерофорів зв’язувати кілька токсичних металів (лоїдів), крім Fe3+, сприяючи зниженню їх біодоступності і, отже, підвищуючи виживання бактерій у забрудненому середовищі. У зв'язку з цим гідроксамати, що продукуються Streptomyces spp. можуть хелатувати Ni, Al, Cd, Cu, Ga, Pb, Zn, U та As, хоча міцність зв’язування буде нижча в порівнянні з Fe [Schutze et al., 2015; Zloch et al., 2016; Timkova et al., 2018; Zloch et al., 2016]. 
Після того, як метали (лоїди) утворюють комплекс із сидерофорами, вони можуть асимілюватися або секвеструватись у позаклітинному середовищі, останнє полегшує клітинний стрес, що виникає від токсичних металів (лоїдів). Зокрема, цееліхелін, десферіоксаміни та гідроксамати, що продукуються             S. acidiscabies E13 та S. tendae F4, показали хорошу селективність зв’язування, а отже, і захист від токсичності Ni2+ і Cd2+. У зв’язку з цим низька кількість доступного Fe3+ у культуральних середовищах та його конкуренція з іншими металами, ймовірно, стимулювали активний біосинтез сидерофорів цими бактеріями для отримання достатнього вмісту Fe з заліза для їхнього виживання. Також було виявлено, що катехолати та фенолати є відповідальними за протидію токсичності Cd2+ у великій кількості Streptomyces spp., що свідчить про наявність регуляторних систем для синтезу сидерофорів у цих мікроорганізмів [Retamal-Morales et al., 2018; Zloch et al., 2016]. 
Цинк є ще одним важливим перехідним металом, який може діяти як стабілізуючий елемент під час згортання білків, так і каталітичним кофактором кількох ферментів. Однак отруєння цинком може пригнічувати ланцюг транспортування електронів і блокувати тіоли, або конкурувати з іншими необхідними металами (лоїдами) за сайти зв’язування в білках. Таким чином, бактерії повинні тонко регулювати та підтримувати гомеостаз цинкуZn. З цією метою різні мікроорганізми мають специфічні регулятори цинку (Zur), що відповідають за регуляцію генів, призначених для транспорту Zn і підтримки гомеостазу. У S. coelicolor регулятор Zn Zur розташований нижче за опероном znuACB, який транскрибує для передбачуваного транспортера Zn. Незважаючи на тонку систему регулювання гомеостазу Zn у бактерій, варто відзначити хорошу адаптивність деяких штамів Streptomycetes до високого металевого навантаження [Mangold et al., 2013; Locatelli et al., 2016; Mangold et al., 2013; Sedlakova-Kadukova et al., 2019].
Толерантність бактерій до середовища, забрудненого металами (лоїдами), також покращується шляхом переведення цих хімічних видів у менш токсичні та біодоступні форми, що гарантує виживання мікробів у суворих умовах. Численні дослідження повідомляли про здатність актиноміцетів справлятися з токсичністю катіонів металів (лоїдних) і оксианіонів за допомогою внутрішньоклітинної або позаклітинної стратегії біоконверсії [Alvarez et al., 2017]. 
Streptomyces spp. може зменшувати за різних умов мікробного росту Cr6+ (присутній у формі хромату, CrO42−) до менш шкідливого Cr3+. Таке  зниження Cr6+ може відбуватися як внутрішньо-, так і позаклітинно. В останньому випадку ферменти виробляються та секретуються бактеріальними клітинами, тоді як внутрішньоклітинні механізми, як правило, передбачають біосорбцію та поглинання катіонів металів, їхнє зменшення в цитоплазмі та накопичення Cr3+ у вигляді внутрішньоклітинних відкладень. білки. Окрім біообробки Cr, деякі штами мають здатність протистояти токсичності Hg2+, Cu2+, Ag+, Au3+ і SeO32 − переважно через NAD(P)H-залежні редуктази та дегідрогенази, хоча детальна характеристика цих біопроцесів досі не досліджена [Alvarez et al., 2017; Aparicio et al., 2018; Presentato et al., 2020].

1.3. Перспективні морські актиноміцети у галузях біотехнології
Актиноміцети мають велике значення в галузі біотехнології як продуценти безлічі біологічно активних вторинних метаболітів з широким промисловим, медичним та сільськогосподарським застосуванням [Barka et al., 2015]. 
Вже продовж з 2007 по 2013 роках було відкрито приблизно 100 нових біоактивних сполук із 38 рідкісних штамів морських актиноміцетів. Серед них переважали представники родів Salinispora (20 нових сполук), Verrucosispora (18 нових сполук), Nocardiopsis (12 нових сполук), Actinoalloteichus (11 нових сполук), Marinispora (10 нових сполук) і Micromonospora (9 нових сполук). Проте всього 4 дійшли до клінічних випробувань, 3 з яких були отримані із Salinispora spp., що вказує на їх перспективність у сучасній біотехнології [Subramani and Aalbersberg, 2013].
З середини 2013 до 2017 року було відкрито ще 167 різних нових біологічно активних сполук із 58 рідкісних штамів актиноміцетів, які належали до 24 родів. Серед них за кількістю нових вторинних метаболітів переважають такі роди, як Nocardiopsis (40 нових сполук), Micromonospora (37 нових сполук), Salinispora (21 нова сполука) та Pseudonocardia (14 нових сполук). У склад сполук, які вони утворюють, входять новітні пірони, структурно різноманітні природні продукти та унікальні хімічні фрагменти [Subramani and Sipkema, 2019].
При дослідженні метаболітів морських Nocardiopsis spp. виявилось, що майже половина містить велику кількість α-піронів (18 із 40 сполук). Ці молекули мають широке коло біологічної дії: прозапальна активність, тобто підсилення та стимуляція запальної реакції; протизапальна активність; антибактеріальна та цитотоксична активність.  
Крім того, морські Nocardiopsis sp. продукують нокарімідазоли (протимікробні алканоїлімідазоли), які мають рідкісне 4-аміноімідазольне кільце та  полікетиди пролініл-макролактаму. Цікаво, що дикетопіперазин (амід) утворений морськими Nocardiopsis sp. є ефективним інгібітором SOAT (Sterol O-acyltransferase або ацил-КоА) [Raju et al., 2013; Kobayashi et al., 2015; Leutou et al., 2015; Raju et al., 2013]. 
Серед 37 різноманітних метаболітів, утворених морськими Micromonospora spp., у їх складі було ідентифіковано речовини 13 хімічних класів, такі як: макроліди, полієнові макроциклічні лактами, макролактами поліциклічної тетрамінової кислоти, ароматичні таутомери, гідроксамати, дитерпеноїди, дитерпени, ангуцикліни, хінолонові алкалоїди, діоксани, глікозильовані пауломіцини та глікозиди α, глікозиди. 
Данні сполуки мають певні особливості. Наприклад, полієнові макролактами досить малодосліджена група природних сполук, які знаходять лише в актиноміцетах, і мають фунгістатичну та фунгіцидну дію;  мікромонолактам є новим полієновим макроциклічним лактамом, що був виділений з морських Micromonospora sp., проте поки не встановлено його участь у житті бактерій. Інша цікава група природних полук – пауломіцини — глікозильовані молекули, що містять залишок паулоату та представляють фармакологічний інтерес через сильні антибіотичні властивості. Особливу увагу привертає пауломіцин G, який має унікальну структуру – це найменший біологічно активний пауломіцин, в якому відсутній пауломікозний фрагмент [Sarmiento-Vizcaíno et al., 2017; Skellam et al., 2013]. 
Окрім вищезазначеного, у складі метаболітів морських  Micromonospora spp., було відкрито хімічно нові структури. Наприклад, поліциклічні тетрамінові кислоти, макролактами бутреміцину, дитерпеноїди мікромонохаліманів типу галіману та новий пімаран дитерпен в ізопімара-2-он-3-ол-8,15-дієні [Kyeremeh et al., 2014; Mullowney et al., 2015; Zhang et al., 2016].
Крім того, метаболіти інших рідкісних родів морських актиноміцетів мають ряд унікальних хімічних властивостей, про які раніше не повідомлялося. Наприклад, тіаспорин А є першим природним продуктом 5-гідрокси-4Н-1,3-тіазин-4-онови з двома новими похідними тіазолу, який виділили із Actinomycetospora chlora [Fu, 2015]. 
Actinokineospora sp. продукує актиноспорини з селективною активністю проти паразита Trypanosoma brucei brucei, збудника сонної хвороби [Abdelmohsen et al., 2014]. 
Завдяки Actinomadura sp. були отримані галомадурони, які  демонструють потужну активацію елемента антиоксидантної відповіді (Nrf2-ARE), пов’язаного з ядерним фактором Е2, що має важливий терапевтичний підхід для лікування нейродегенеративних захворювань. Ціанограмід, отриманий з Actinoalloteichus cyanogriseus, має ефективну протипухлинну активність шляхом зміни резистентності клітин K562/A02 і MCF-7/Adr [Fu et al., 2014; Wyche et al., 2013].
Грибкові інфекції, зокрема кандидоз, є одним із серйозних захворювань у всьому світі. Новий протигрибковий полікетид, форазолін А, виділений з Actinomadura sp. виявляє значну активність проти Candida albicans. Він діє через новий механізм дії, порушуючи цілісність мембрани. Іншим способом боротьби з кандидозом є обмеження ферментів-репресорів. Інгібітори ферменту РНК-5’-трифосфатази в дріжджах можна використовувати проти патогенних дріжджів, таких як Candida. Цікаво, що нові крибелозиди з морського Kribbella sp. інгібують активність Cet1p (РНК 5’-трифосфатази). 
Іншою цікавою біологічною активністю є протиалергічна, яку проявляє нестеренконіан – новий циклічний ефір, виділений з глибоководного Nesterenkonia flava [Wyche et al., 2014; Igarashi et al., 2017; Wyche et al., 2014]. 
Салініпостин А, виділений з морського роду Salinispora, проявляє потужну протималярійну активність проти росту Plasmodium falciparum (EC50 = 50 нМ) та високий індекс селективності (SI > 103) [Subramani and Sipkema, 2019].
Більшість морських актиноміцетів здатні продукувати такі сполуки, як галометаболіти – це група сполук, що містять у своєму складі галогенні заступники (F, Cl, Br, I). На сьогодні відомо понад 5000 галогенованих сполук з високим ступенем структурної мінливості, що містять один або кілька атомів галогену. Галометаболіти в природі виконують кілька функцій: фізіологічну, біохімічну та захисну, для свого господаря, включаючи комунікацію (відчуття кворуму) та вироблення гормонів росту, статевих феромонів, токсинів або антибіотиків. Роль замісника галогену в органічних сполуках пов’язана з біоактивністю, біодоступністю та стабільністю сполук [Gribble, 2015].
Так морський актиноміцет NPS 12745 (Marinispora sp.), який був виділений з морського осаду узбережжя Мішн-Бей, Сан-Дієго, утворює бісиндол-піролові сполуки під назвою лінаміцинами A–E. Серію сполук було протестовано проти ряду бактерій, резистентних та чутливих до певних антибіотиків. Виявилось, що лінаміцин Е виявляє активність широкого спектру дії та ефективен для лікування внутрішньолікарняних інфекцій при мінімальній концентрації інгібування (MIC) 1,8-36 мкг/мл.
Облігатний морський Actinomycetes CNQ-418, що відноситься до роду Streptomyces, який виділили з морського осаду на глибині 51 м в районі Ла-Хойя, Каліфорнія, утворює два унікальніих галогеновані галогеновані метаболіти з незвичайним фармакофором 1,3′-біпіролу – маринопірол A і B. Сполуки були активні проти метицилін-резистентного Staphylococcus aureus. 
Подальше дослідження штаму Streptomyces CNQ-418 виявило маринопіроли A–F, які показали зміну заміщення хлору та брому. Маринопіроли A–C мають значну активність щодо MRSA (метицилін-резистентного золотистого стафілокока). Маринопірол А має кращу активність проти штамів S. aureus, порівняно із ванкоміцином та лінезолідом. Крім того, маринопірол А активний і проти H. influenzae. Деякі дослідження свідчать, що маринопірол А є антагоністом мілеоїдної лейкемії (Mcl-1). Він знижує експресію Mcl-1 за рахунок збільшення розщеплення каспази-3 і полі (АДФ-рибози) полімерази (PARP) [Doi et al., 2012; Kasanah and Triyanto, 2019].
Під час Ффракціонування метаболітів з морського Streptomyces CNH-189 із прибережних відкладень Каліфорнії призвело до відкриття нових меротерпенових мерохлоринів. Особливу увагу заслуговує мерохлорин А який має активність щодо Clostridium difficile.
Гетероароматичні алкалоїди з Streptomyces CNR-698, виділений з острова Багама, та Streptomyces variabilis SNA-020, із Світінгс-Кей Багамських островів, містять піролохінолінові амозаміди А, В і D, які показали цитотоксичність проти HCT-116 (лінія раку товстої кишки людини). 
Глибоководний скринінг генів димеризації триптофану у Південно-Китайському морі дозволив виділити Streptomyces SCS10 03032, який продукує бісиндоловий алкалоїд з унікальним спіро-кільцевим спіроіндиміцином A–D. Виявилось, що алкалоїдивони  мають цитотоксичну активність щодо ліній ракових клітин MCF-7 (епітеліоподібна клітинна лінія), HepG2 (лінія гепатоцелюлярної карциноми людини), B16 (меланома), H460 (легенева лінія людини) та CCRF-CEM (лімфобластний лейкоз) [Kaysser et al., 2012]. 
Під час фракціонування метаболітів з морських штамів Streptomyces sp. CNS-284 (Палау) та CNY-90 (Соломонові острова) призвело до виділення бромованого терпеноїду – феназину 2-бром-1-гідроксифеназину, та двох нових бромованих феназинів (мариноціанін А і В) разом із лавандуціаніном (небромований феназин). Бромовані сполуки активні як протизапальні засоби та інгібують фактор некрозу пухлини-α (TNF-α), індукований ядерним фактором-kB. Мариноціанін А і В показали інгібування лінії ракових клітин HCT-116, а мариноціанін А ще має дію як протигрибковий засіб проти стійкої до амфотерицину Candida albicans [Asolkara et al., 2017].
Циклічні хлоровані гексадепсипептиди піперазиміцини A–C, які виділяли з етилацетатного екстракту культури Streptomyces sp. (Гуама),  мали значну цитотоксичність із середнім пригніченням росту 50 76 нг/мл проти HCT-16 (карцинома карциноми товстої кишки людини). Але серед них, піперазиміцин А був найпотужнішим і він в 3 рази більш активніший проти солідної пухлини, порівняно з іншими піперазиміцинами.
Streptomyces Sp080513GE-23 у симбіозі із губкою, дав два модифікованіих  тетрапептидом тетрапептидовані індоли: JBIR 34 і JBIR 35, що мають високий рівень поглинання радикалів.
Два нових протипухлинних антибіотика хінікоміцини А і В були виділені з морського штаму Streptomyces griseoauranticus M045 разом з мануміцином А. Хіникоміцин А виявив протипухлинну активність щодо клітинних ліній MAXF401 NL (молочна залоза), MEXF462 NL (меланома) та REX (рак нирки) Хіникоміцин B був активним проти MAXF401 [Kaysser et al., 2012].
З етилацетатного екстракту ферментаційного бульйону Streptomyces sp. виділені стрептохлориди хлорованої полікетидної сполуки (стрептохлориди А та В), які мають помірну антимікробну активність щодо P. aeruginosa, E. coli та S. aureus, але не мають активності щодо MRSA (метицилін-резистентний золотистий стафілокок) [Fu et al., 2013].
Вторинні метаболіти морських актиноміцетів продемонстрували величезний потенціал для відкриття та розробки нових антимікробних, вірусних, фунгіцидних, протиракових та інших засобів для боротьби з поточними загрозами резистентності до вже відомих антибіотиків. Передові технології дослідження та збору, виділення сполук, очищення, з’ясування структури, біоаналіз та високопродуктивний скринінг забезпечать та дозволять ідентифікувати потенційні сполуки з морських актиноміцетів на користь людства [Kasanah and Triyanto, 2019].


2. 
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1. Місце та матеріали дослідження
Роботу було виконано у Біотехнологічному науково-навчальному центрі при ОНУ імені І.І. Мечникова в рамках теми № 598 «Біологічна різноманітність актинобактерій Чорного моря, їх біотехнологічний потенціал та пошук продуцентів нових антимікробних сполук».
Об’єктом дослідження були 11 штамів актинобактерій, ізольованих із біологічних обростань бетону, зануреного у воду Чорного моря. Зразки з бетону відбирали в червні–липні 2020 р. в Одеській затоці Чорного моря біля Гідробіологічної станції Одеського національного університету імені І.І. Мечникова (Одеса, Україна, 46°27 ́01 ́ ́N 30°46 ́14 ́ ́E). За результатами попередньої ідентифікації за морфологічними ознаками штами були віднесені до роду Streptomyces [Страшнова та ін., 2021]. Опис морфології штамів наведено у табл. 1.
Таблиця 1
Морфологія колоній актинобактерій, ізольованих із бетону 
(середовище Гаузе 2)
	Штам
	Тип міцеліяю

	
	субстратний
	повітряний

	Conc 19
	кремово-рожевий з ореолом навколо колонії
	білий

	Conc 20
	гірчичний з ореолом навколо колонії
	білий

	Conc 21
	темно-бурий
	білий

	Conc 22
	темно-сірий
	білий

	Conc 24
	бордовий
	білий

	Conc 26
	темно-коричневий
	помаранчевий

	Conc 29
	чорний
	білий

	Conc 30
	брудно-сірий
	білий

	Conc 32
	болотний
	білий

	Conc 36
	темно-сірий
	сірий

	Conc 37
	болотний
	білий

	Conc 38
	болотний
	білий


Попереднє культивування штамів актиноміцетів проводили з використанням середовища Гаузе 2 [Практична мікробіологія, 2004].
Склад середовища Гаузе 2 (г/л): бульйон Хоттінгера – 30 мл, пептон – 5,0, хлорид натрію (NaCl) – 5,0, глюкоза – 10,0, агар-агар – 20, водогінна вода – 1,0 л. рН середовища довести до 7,2 – 7,4. Автоклавувати (15-20 хв при 121 ° C).

2.2. Визначення стійкості актинобактерій до солей важких металів
Резистентність штамів актинобактерій до солей важких металів визначали на середовищі крохмаль-казеїновий агар (ККА) [Білявська, 2018;  Sinal., et al., 2018] диско-дифузійним методом. 
Склад середовища крохмаль-казеїновий агар (ККА) (г/л): розчинний крохмаль розчинний – 10 г, гідроортофосфат калію (K2HPO4) – 2 г, нітрат калію (KNO3) – 2 г, казеїн – 0,3 г, сульфат магнію (MgSO4˟7H2O)  – 0,05 г, карбонат кальцію (CaCO3)  – 0,02 г, сульфат заліза (FeSO4 ˟7H2O) – 0,01 г, агар-агар – 15 15 г,  водогінна вода – 1,0 л.
Для дослідження резистентності до важких металів актинобактеріями щільно засівали поверхню середовища, після чого розкладали стерильні диски фільтрувального паперу, просочені розчинами солей важких металів у відповідних концентраціях. Використано солі міді (CuSO4×7H2O), кобальту (CоSO4×5H2O), нікелю (Ni(NO3)2×6H2O), кадмію (CdSO4×H2O) і цинку (ZnSO4×6H2O) у концентраціях 0,001 М, 0,01 М, 0,05 М, 0,1 М, 0,5 М і 1,0 М. Контролем були чашки, засіяні відповідними штамами актинобактерій. Посіви культивували при 30 °С. Облік результатів проводили через 5 (проміжні) і 10 (остаточні) діб, вимірюючи розміри зон відсутності росту штамів навколо дисків. 
За наявності зони відсутності росту ≤10 мм штам вважали помірно чутливим, від 11 мм до 20 мм – середньочутливим, ≥21 мм – високочутливим; при наявності росту навколо диску з металом штам вважали резистентним. 
Мінімальною інгібуючою (пригнічувальною) вважали концентрацію (МІК), при якій спостерігали відсутність росту штаму.
Дослідження проведено в трьох повторах. Достовірність отриманих результатів оцінювали за критерієм Стьюдента з вірогідністю p≤0,05 [Прилуцький та ін., 2017]. Статистичне опрацювання результатів здійснювали за допомогою програми Microsoft Office Exel-2016.

2.3. Технологічна схема визначення стійкості актинобактерій до солей важких металів
У результаті дослідження було створено технологічну схему визначення чутливості морських стрептоміцетів до солей важких металів. Процес включав наступні етапи: 
1. Приготування середовища Гаузе 2 для культивування Streptomyces spp.;
2. Засів Streptomyces spp. для отримання ізольованих колоній;
3. Інкубація засіяних колоній Streptomyces spp. при 30 оС, 5 діб;
4. Отримання ізольованих колоній;
5. Приготування середовища ККА та дисків з фільтрувального паперу, які змощені у розчинах солі міді, кобальту, нікелю, кадмію і цинку  у концентраціях 0,001 М, 0,01 М, 0,05 М, 0,1 М, 0,5 М і 1,0 М;
6. Посів стрептоміцетів по всій поверхні чашок Петрі методом «штриха»;
7. Розкладання та маркування дисків на поверхні чашок Петрі;
8. Інкубація в термостаті при 30 оС  протягом 5 діб;
9. Вимірювання зон затримки росту.













Приготування середовища Гаузе 2 для культивування          Streptomyces spp.



Засів Streptomyces spp. для отримання ізольованих колоній



Інкубація 5 діб при 30 оС
Приготування середовища ККА  

Приготування дисків з фільтрувального паперу, які змочщені у розчинах солі міді, кобальту, нікелю, кадмію і цинку  у концентраціях 0,001 М, 0,01 М, 0,05 М, 0,1 М, 0,5 М і 1,0 М


Отримання ізольованих колоній
Посів стрептоміцетів по всій поверхні чашок Петрі методом «гштрихазона»




Розміщення дисків на поверхні середовища, засіяного стрептоміцетамиПосів стрептоміцетів по всій поверхні чашок Петрі методом «штриха»





Інкубація 5 діб при 30 оС



Вимірювання зон затримки росту



Рис. 1. Технологічна схема визначення стійкості актинобактерій до солей важких металів
У роботі використовували таке допоміжне обладнання:
1. Автоклав, забезпечує температуру нагрівання +112 оС при 0,5 атмосфер;
2. Сухожарова шафа, що забезпечує нагрів до температури (160 ±5) оС;
3. Термостат;
4. Бокс ламінарний; 
5. Пробірки;
6. 
7. Чашки Петрі біологічні;
8.  Дозатор механічний;
9.  Металеві петлі;
10.  Накінечники одноразові.































3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
При дослідженні стійкості актинобактерій, виділених із біологічних обростань бетону, виявлено, що майже усі штами високочутливі до солі міді (CuSO4×7H2O) у концентраціях 1,0 М-0,5 М. 
До концентрації 0,1 М високочутливими виявились 36,4% штамів, а більшість штамів (63,6%) виявились середньочутливими (рис. 21).

Рис. 21. Відсоткове співвідношення штамів актиноміцетів, ізольованих з поверхонь обростання бетону із різною чутливістю до Cu2+
До концентрації солі міді 0,05 М відсоткове співвідношення резистентних та високочутливих штамів було рівним – 36,4%, середньочутливими виявились 18,2% штамів, а помірночутливими лише 9,1% штамів (рис. 21).
До концентрації солі міді 0,01 М резистентними виявились 63,6% штамів, помірночутливими – 27,3%, середньочутливими – 9 ,1%.
До концентрації солі міді 0,001 М виявились резистентними усі штами (рис. 21).
Усереднені розміри діаметру зони інгібування росту досліджених актиноміцетів концентраціями солі міді від 1,0 М до 0,1 М складали 4,6 – 2,0 см.
Взагалі, штамами, резистентними до більшості концентрацій  міді виявились Conc32, Conc36 і Conc38 (рис. 32). Найбільш чутливими до впливи впливу солі міді виявились штами Conc20, Conc26 та Conc29.
На рисунку 2 наведені фотографії зон інгібування росту штамів актиноміцетів різними концентраціями солі міді.
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Рис. 32. Зони інгібування росту штамів Conc32 та  Conc29 різними концентраціями солі міді
По відношенню до солі кобальту (CоSO4×5H2O), який є необхідним кофактором деяких ключових ферментів та невід’ємним компонентом комплексу вітамінів В12 [Pepper et al., 2015; Leutou et al., 2015; Presentato et al., 2020] показано, серед досліджених штамів  є резистентні  до концентрації 1,0 М (18,2% штамів). Високочутливими виявились майже 72,7% штамів актиноміцетів, ізольованих із поверхонь біологічних обростань бетону до максимальній концентрації металу. 
До концентрації солі кобальту 0,5 М резистентними виявились 18,2% штамів, середньочутливими виявились 18,2% штамів, а високочутливими  63,6% штамів (рис. 43). 
До концентрації солі кобальту 0,1 М резистентними виявились 18,2% штамів, середньочутливими виявились 54,5% штамів, а високочутливими 27,3% штамів (рис. 43).

Рис. 43. Відсоткове співвідношення штамів актиноміцетів, ізольованих з поверхонь обростання бетону, із різною чутливістю до Со2+
До концентрації солі кобальту 0,05 М  резистентними також залишились 18,2% штамів, середньочутливими виявились 72,4% штамів, а високочутливими  9,1% штамів (рис. 43).
До концентрації солі кобальту 0,01 М  резистентними виявились 54,2% штамів, середньочутливими виявились 36,4% штамів. Високочутливих штамів до цієї концентрації солі кобальту не було виявлено (рис. 3).
До концентрації солі кобальту 0,001 М усі штами виявились резистентними.
Усереднені розміри діаметру зони інгібування росту досліджених актиноміцетів концентраціями кобальту від 1,0 М до 0,1 М складали 3,5 – 1,8 см.
Штамами з максимальною резистентністю до впливу солі кобальту виявились Conc20 та Conc37. Найбільш чутливими до впливи впливу солі кобальту виявились штами Conc21, Conc22, Conc26  та Conc29.
На рисунку 54 наведені фотографії зон інгібування росту штамів актиноміцетів різними концентраціями солі кобальту.
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Рис. 54. Зони інгібування рості штамів Conc32 та  Conc30 різними концентраціями солі кобальту
За результатами дослідженні дослідження резистентності штамів актиноміцетів ізольованих із зон біологічного обростання бетону до солі нікелю (Ni(NO3)2×6H2O), було показано, що більшість штамів є високочутливими до концентрацій 1,0 М – 0,5 М (72,7% та 63,6%). Середньочутливими до цих концентрацій солі нікелю виявились 27,3% та 36,4% штамів,        відповідно (рис. 65).

Рис. 65. Відсоткове співвідношення штамів актиноміцетів, ізольованих з поверхонь обростання бетону із різною чутливістю до Ni2+
Із зменшенням концентрації  Ni2+ від 0,1 М до 0,01 М частка резистентних штамів закономірно збільшувалась, натомість зменшувалась частка середньокочутливих  (з 36,4%  до  27,3%) та помірночутливих (з 18,2%  до 9,1%) штамів. Взагалі, до концентрації солі нікелю 0,01 М резистентними виявились  90,9% штамів (рис. 56).
Усереднені розміри діаметру зони інгібування росту досліджених актиноміцетів концентраціями солі нікелю  від 1,0 М до 0,1 М складали 3,7 – 1,8 см.
Штамами з максимальною резистентністю до впливу солі нікелю виявились Conc37,  Conc32, Conc20 та Conc38. Найбільш чутливими до впливу солі нікелю виявились штами Conc21, Conc22, Conc19  та Conc36.
На рисунку 6 наведені фотографії зон інгібування росту штамів актиноміцетів різними концентраціями солі нікелю.
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 Рис. 67. Зони інгібування рості штамів Conc32 та  Conc29  різними концентраціями солі нікелю
Взагалі у актинобактерій формується резистентність до Co2+ та Ni2+ завдяки їх здатності до біоакумуляції, біосорбції, еффлюксу [Mangold et al., 2013]. Також, ці мікроорганізми зменшують токсичність важких металів  завдяки їх зв’язуванню за участю специфічних та неспецифічних сполук, які є продуктами метаболізму актинобактерій [Leutou et al., 2015]. Специфічні сполуки включають металотіонеїни, а неспецифічні – низькомолекулярні органічні кислоти, спирти та високомолекулярні полісахариди [Lin et al., 2013]. 
Цинк, є незамінним у каталітичній і структурній функції білків і відіграє важливу окисно-відновлювальну та регуляторну роль. Бактерії включають його до складу 5 – 6% всіх своїх білків, які беруть участь, наприклад, у реплікації ДНК, регуляції рН та гліколізі. Цинк є другим за важливістю іоном металу в живих організмах після заліза [Timková et al., 2018]. З іншого боку, цинк є висококонкурентним двовалентним металом, який, без певного регулювання, витісняє більш слабко зв’язані перехідні метали в активних центрах металоферментів. В такому випадку утворюється надлишок цинку, що є токсичним для мікроорганізмів  [Capdevila et al., 2016;  Presentato et al., 2020].
За даними літератури, актиноміцети можуть бути високо пристосованими до цинку і спроможними його біоакумулювати у значних концентраціях [Presentato et al., 2020].
За результатами наших досліджень, до концентрації солі цинку 1,0 М  високочутливими виявились 63,6%  усіх штамів, середньочутливими – 27,3% усіх штамів, резистентним – 9,1%  усіх штамів (рис. 87).
Рис. 87.  Відсоткове співвідношення штамів актиноміцетів, ізольованих з поверхонь обростання бетону із різною чутливістю до Zn2+
До концентрації солі цинку 0,5 М середньочутливими виявились 81,8% усіх штамів. Резистентними та високочутливими виявились 9,1% від усіх штамів.
До концентрації солі цинку 0,1 М резистентними були 45,5% усіх штамів, середньочутливими – 45,5%, а високочутливими виявились – 9,1% від усіх штамів.
До концентрації солі цинку 0,05 М резистентними були 63,6% усіх штамів, середньочутливими – 18,2%, а високочутливими  залишились – 9,1%  від усіх штамів.
До концентрації солі цинку 0,01 М резистентними були  72,7% усіх штамів, середньочутливими – 9,1%, а помірночутливими – 18,2% від усіх штамів (рис. 87).
До концентрації солі цинку 0,001 М резистентними були усі штами (рис. 8).
Усереднені розміри діаметру зони інгібування росту досліджених актиноміцетів концентраціями солі цинку  від 1,0 М до 0,5 М складали 2,4 – 1,86 см.
Штамом з максимальною резистентністю до впливу солі цинку виявились Conc24, з декілька меншою резистентністю штами Conc19, Conc20, Conc21 та Conc22. Найбільш чутливим до впливи впливу солі цинку виявися штам Conc32.
На рисунку 98 наведені фотографії зон інгібування росту штамів актиноміцетів різними концентраціями солі цинку.
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Рис. 98. Зони інгібування рості штамів Conc20 та  Conc32  різними концентраціями солі цинку
Слід відмітити, що деякі штами (Conc21 та Conc24) проявили не тільки резистентність до ZnSO4×6H2O у діапазоні концентрацій 0,001 М – 1,0 М, а й продемонстрували підсилення інтенсивності росту (рис. 109). 
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Рис. 109. Ріст штаму Conc21 в присутності солі цинку
В нашому досліджені досить цікавими виявились результати по визначенню резистентності актиноміцетів Чорного моря до кадмію. Кадмій не має ніякої біологічної цінності і досить токсичний для мікроорганізмів навіть у дуже малих концентраціях. Кадмій, а також свинець, пошкоджують клітинні мембрани і руйнують/змінюють структуру ДНК, внаслідок витіснення металів з їх нативних місць зв’язування або взаємодії лігандів, що викликає функціональні порушення [Igiri et al., 2018].
Так, за отриманими результатами,  майже усі штами були чутливими до концентрацій солі кадмію (CdSO4×H2O)  від 1,0 М  до 0,01 М. Єдиний штам Conc21 виявився високочутливим до цих концентрацій солі кадмію.
До концентрації  солі кадмію 0,01 М високочутливими виявилось три штама (Conc21, Conc38 та Conc29), що складає 27,3% від усіх штамів.
До концентрації  солі кадмію 0,001 М високочутливими виявилось 36,4% від усіх штамів, а два – середньочутливими (18,2%).
Взагалі відомомо, що актинобактерії є стійкішими до солей кадмію, у порівнянні з іншими групами мікроорганізмів [Singh et al., 2014; Abbas et al., 2018; Junpradit et al., 2021; Pathom-aree et al., 2021; Singh et al., 2014]. З одного боку, стійкість до кадмію може бути результатом продукування великої кількості індол-3-оцтової кислоти і сідерофорів, які можливо зумовлює зумовлюють стійкість [Kobayashi K. et al., 2015], з іншого – результатом мікроеволюцийного мікроеволюційного процесу, що привів до стійкості.
Штамом з максимальною резистентністю до впливу солі кадмію виявився Conc21. Штами Conc38 та Conc29 виявились набагато чутливими, однак вони також демонстрували здатність рости в присутності солі кадмію.
На рисунку 1110 наведені фотографії зон інгібування росту штамів актиноміцетів різними концентраціями солі кадмію.
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Рис. 110. Зони інгібування рості штамів Conc21, Conc19, Conc32 та  Conc38  різними концентраціями солі кадмію
Взагалі, аналізуючи отримані результати, рівнів чутливості, розмірів зон відсутності росту, у порядку зменшення токсичної дії важких металів на досліджені актинобактерій, використані солі важких металів можна розташувати у наступний ряд: CdSO4×H2O > CuSO4×7H2O > CоSO4×5H2O > Ni(NO3)2×6H2O > ZnSO4×6H2O.
Визначення профілей чутливості досліджених актинобактерій підтвердило таке ранжування солей важких металів за токсичністю дії і дозволило встановити МІКи для кожного штаму (табл. 2). 

Таблиця 2
Мінімальні інгібуючі концентрації металів (М) для штамів актинобактерій, виділених із біологічних поверхонь обростань бетону
	Штам
	Cd2+
	Cu2+
	Cо2+
	Ni2+
	Zn2+

	Streptomyces sp.Conc19
	0,001
	0,01
	0,01
	0,05
	0,5

	Streptomyces sp.Conc20
	-
	0,01
	R
	0,1
	0,5

	Streptomyces sp.Conc21
	0,001
	0,05
	0,01
	0,05
	0,5

	Streptomyces sp.Conc22
	-
	0,05
	0,01
	0,05
	0,5

	Streptomyces sp.Conc24
	0,001
	0,1
	0,05
	0,05
	R

	Streptomyces sp.Conc26
	-
	0,001
	0,01
	0,1
	0,1

	Streptomyces sp.Conc29
	0,001
	0,01
	0,01
	0,05
	0,1

	Streptomyces sp.Conc32
	-
	0,1
	0,05
	0,1
	0,01

	Streptomyces sp.Conc36
	0,001
	0,1
	0,05
	0,01
	0,01

	Streptomyces sp.Conc37
	-
	0,05
	R
	0,1
	0,05

	Streptomyces sp.Conc38
	0,001
	0,1
	0,05
	0,05
	0,01


Примітка: R – резистентність

Актинобактерії давно відомі як цінне джерело біологічно активних речовин. Однією з основних груп сполук, отриманих за допомогою актиноміцетів, є антибіотики. Метаболічна активність грунтових актиноміцетів досить детально вивчена, в той час як морські актинобактерії вивчені мало. Враховуючі унікальність їх природного середовища існування, морські актиноміцети можуть бути продуцентами раніше не відомих біологічно активних сполук. Останнім часом активно досліджується можливість застосування актинобактерій для біоконтролю патогенів у сільському господарстві, а також для біоремедіації грунтів та водного середовища. Ці об'єкти часто бувають забруднені важкими металами. У такій ситуації стійкість біотехнологічних штамів до цієї групи полютантів є значною перевагою, оскільки забезпечує збереження життєздатності та метаболічної активності мікробних препаратів в умовах забруднення та досягнення необхідного біологічного ефекту Про вплив важких металів на продукцію пігментів зазначено у публікації Sharma P. et al. (2018), у якій показано, що Co, Cu і Pb у концентраціях 0,1 mМ підвищують синтез меланіну, у той же час як Mn має зворотній ефект [Sharma et al., 2018]. В інших дослідженнях наводяться дані щодо пригнічення пігментоутворення стрептоміцетами за дії Cd, Co і Cu в концентраціях, нижчих за МІК [Jastaniah and Aburas, 2016]. 






ВИСНОВКИ
1. У результаті дослідження встановлено стійкість клітин штамів Streptomyces sp. Conc20, Conc32 та Соnc38 Перспективними штамами стрептоміцетів, що мають резистентність до більшості застосованих солей металів, можна вважати штами Conc20, Conc32 та Conc38. Серед них штам Conc38 виділявся найбільше, оскільки не мав високої чутливості до жодного із металів (Cu2+, Cо2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+), на відміну від. Conc20 (мідь) та Conc32,  (цинк).які були чутливими до солей міді та цинку відповідно. Клітини штаму Streptomyces sp. Conc26 були чутливими до всіх використаних металів.
2. Найменш перспективним штамом вивився Conc26, оскільки він не проявив резистентності до жодного з використаних металів.
3. При аналізі токсичної дії металів на мікроорганізми виявилось, що найбільшого руйнування клітин завдає кадмій, в той час як найменш токсичним виявився цинк. 
4. Мінімальні інгібувальні концентрації солей Cu2+, Cо2+, Ni2+, Zn2+ для більшості актиноміцетів лежали в діапазоні  0,01-0,1 М, а для Cd2+– 0,001 М. Це свідчить про доволі сильну чутливість майже всіх штамів до солей кадмію та його високу токсичну дію на них.
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