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Одеса – 2023
АНОТАЦІЯ
Відібрані три ізоляти бацил з найвищою продукцією вторинних метаболітів: Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 та Bacillus sp. KE9. Встановлена здатність вторинних метаболітів відібраних ізолятів бацил до пригнічення росту тест-штамів умовно-патогенних бактерій та формування ними  біоплівок. Доведена висока емульгувальна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману. Показано, що Bacillus sp. KE3 та Bacillus sp. KE7 є активними продуцентами позаклітинних протеаз. Визначено, що вміст у середовищі культивування 3% натрію хлориду є оптимальним для отримання найбільшої кількості вторинних метаболітів. Підвищенні вмісту NaCl до 12% призводить до суттєвого зменшення ефективності синтезу вторинних метаболітів та їх біологічної активності. Доведено, що найбільш перспективним для поглибленого дослідження є Bacillus sp. KE7.
Дипломну роботу викладено на 51 сторінці, вона містить 3 таблиці та 12 рисунків. Наведено посилання на 52 джерела літератури.
Ключові слова: вторинні метаболіти, позаклітинні протеази, Bacillus sp., біотехнологічний потенціал, Куяльницький лиман

SUMMARY
Three isolates of bacilli with the highest production of secondary metabolites were selected: Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 and Bacillus sp. KE9. The ability of secondary metabolites of selected bacillus isolates to inhibit the growth of test strains of opportunistic bacteria and their formation of biofilms was established. Proved high emulsifying activity of secondary metabolites of Bacillus sp. from the Kuyalnytsky estuary. It is shown that Bacillus sp. KE3 and Bacillus sp. KE7 are active producers of extracellular proteases. It was determined that the content of 3% sodium chloride in the culture medium is optimal for obtaining the largest number of secondary metabolites. Increasing the NaCl content to 12% leads to a significant decrease in the efficiency of the synthesis of secondary metabolites and their biological activity. It has been proven that Bacillus sp. KE7is the most promising for in-depth research. 
The thesis is presented on 51 pages, it contains 3 tables and 12 figures. References to 52 sources of literature are given.
Key words: secondary metabolites, extracellular proteases, Bacillus sp., biotechnological potential, Kuyalnytsky estuary
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ВСТУП

В наш час, продовжують активно досліджуватись мікроорганізми, які були виділені із різних природних середовищ, переважно водних. Ці мікроорганізми мають унікальні пристосувальні властивості, які допомагають їм вижити при найекстремальніших умовах: підвищена/понижена температури, лужне/кисле рН середовища, надмірна солоність, тощо. 
Галофіли – це мікроорганізми, які ростуть у розширеному діапазоні концентрацій солі (3–30% NaCl) і включають галотолерантні бактерії та облігатні галофільні археї. Вони зустрічаються в солончаках, морських екосистемах, солоному м’ясі, гіперсолоних водоймах, басейнах випаровування солі та соляних шахтах. Галотолерантні бактерії утворюють різноманітну групу; пристосовані до життя в нижньому діапазоні солоності, з можливістю швидкого пристосування до змін зовнішньої концентрації солей. Навпаки, виживання галофільних архей суворо залежить від постійної присутності високих концентрацій солі (3–4 М). Ця властивість галотолерантних бактерій робить їх кращими кандидатами для пошуку продуцентів корисних для людини продуктів, ніж їхні галофільні аналоги [Dutta, 2022].
Переважними жителями таких водойм є галофільні археї, представники родів  Halobacterium, Halococcus, Halodenitricant.  Високі концентрації хлориду натрію необхідні їм для підтримки структурної цілісності цитоплазматичної мембрани і функціонування пов'язаних з нею ферментних систем. При видаленні з солоного середовища, їх клітинна стінка розчиняється, а цитоплазматична мембрана розпадається на дрібні фрагменти. Для біотехнологій вони представляють високу цінність оскільки продукують біологічно активні вторинні метаболіти: антимікробні речовини, біосурфактанти, каротиноїди, екзоферменти (ліпази, протеази), бактеріодопсин, які активно використовуються [Donio, 2013]:
· в медицині для лікування, наприклад, шкірних захворювань, виробництва антибіотиків (галоцин);  
· косметична промисловість або виробництво барвників – бактеріоруберину, β-каротину;
· біосурфактанти, які володіють протипухлинною дією.
Не менш важливим є біотехнологічний потенціал галотолерантних бактерій, зокрема бацил. Їх екзопродукти та вторинні метаболіти можуть бути використані в промисловості,  у вирішенні екологічних проблем, біомедицині та різних біотехнологіях [Syed Shameer, 2016].
Куяльницьктй лиман – унікальна водойма відома на всю Україну як джерело цілющою грязі – мулових та донних відкладів – пелоїдів. Дослідниками доведені лікувальні властивості та склад води і ропи, а саме вони мають значну протизапальну та протинабрякову дію [Коберник та ін. 2011]. Вважається, що в утворенні пелоїдів важливо роль грають мікроорганізми.

Мета роботи: з’ясувати біотехнологічний потенціал Bacillus sp., виділених з Куяльницького лиману.

Для досягнення мети необхідно було вирішити наступні завдання: 
1. Визначити здатність бактерій, виділених з Куяльницького лиману, до синтез вторинних метаболітів та відібрати найбільш ефективні їх продуценти.
2. Дослідити антимікробну та антибіоплівкову активність вторинних метаболітів. 
3.  Оцінити здатність ізолятів Bacillus sp. до продукції біосурфактантів.
4.  Дослідити активність позаклітинних протеаз Bacillus sp., виділених з Куяльницького лиману.

Обʹєкт дослідження – продукція біологічно активних продуктів гало толерантними бактеріями.
Предмет дослідження – продукція вторинних метаболітів Bacillus sp., виділених з Куяльницького лиману та їх біологічна активність.

























1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1.  Загальний опис гіперсолоних водоймищ

Гіперсолоні водойми дуже розповсюджене природне явище, що існує на всіх континентах – це водойми, які не мають виходу до моря, але мають високу концентрацію мінеральних солей різного складу. Концентрація солей складає приблизно 3.5%, тобто 35 г на 1 літр. У таких середовищах живуть конкретні та не розповсюджені мікробні види, непридатні для життя в інших середовищах. В залежності від концентрації солей у водоймах, змінюється і мікробна різноманітність. Наприклад, відбирали проби із чотирьох різних джерел з концентраціями солей 4%, 6.5%, 19% та 37% відповідно і за допомогою метагеномного секвенування було показано (рис. 1) таксономічну розбивку. 
[image: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780123946263000065-f06-23-9780123946263.jpg]
Рис. 1.  Залежність різноманітності мікробіоти від концентрації солей у водоймах [Rohit Ghai et al., 2011]
 Вода, ропа та донні відкладення (пелоїди) – цінне джерело солей, мінералів та біологічно активних речовин. Відомими прикладами таких водойм є водойма Дон Жуан в Антарктиді (402%), Мертве море (358%), Солонець Тузли (359%), а також Куяльницький лиман (309%). На солоність та біорізноманіття даних водойм впливає багато факторів – погодні умови, клімат, вплив людини або природні катаклізми. 

1.2.  Галофільні мікроорганізми

Галофіли – організми, які проводять свою життєдіяльність в умовах гіперсолоності. Концентрація солей для нормального росту таких мікроорганізмів становить в діапазоні від 20 до 30%. Для них характерна інша ніж у більшості мікробів структура клітинної стінки (відсутність пептидоглікану тощо), повільні темпи розмноження, мала щільність популяції, повільно протікаючі процеси біосинтезу і біодеградації. Мешкають в засолених ґрунтах, солоних озерах, морях, солоній рибі.
Серед галофільних мікроорганізмів є різноманітні гетеротрофні та метаногенні археї; фотосинтетичні, літотрофні і гетеротрофні бактерії; також фотосинтезуючі та гетеротрофні еукаріоти. Прикладами добре адаптованих і широко поширених галофільних мікроорганізмів є деякі археї виду Halobacterium (рис.2), ціанобактерії, такі як Aphanothece halophytica і зелена водорість Dunaliella salina. 
[image: Halobacterium archaea artwork Art Print by Science Photo Library - Fine Art  America]
Рис. 2. Мікроскопічне зображення Halobacterium [by Science Photo Library]
Галофіли можна умовно класифікувати як слабкі, помірні або надзвичайно галофільні, залежно від їх вимог до NaCl. Надзвичайно галофільні археї, зокрема, добре пристосовані до насичених концентрацій NaCl і мають деякі унікальні характеристики, серед яких:
· ферменти, які функціонують у насичених солях;
·  фіолетова мембрана, що дозволяє фототрофний ріст;
·  сенсорні родопсини, які опосередковують фототаксичну реакцію; 
·  газові везикули, які сприяють флотації клітин. 
Галофіли зустрічаються у всьому світі в гіперсолонених середовищах,  в посушливих, прибережних і навіть глибоководних місцях, а також у штучних соляних заводах, які використовуються для видобутку солі з моря [Романовська та ін., 2014]. Нові характеристики галофільних мікроорганізмів вважаються досить корисними для великомасштабного культивування і потенційно роблять їх цінними для біотехнології  
В природних умовах екстремальні галофіли живуть у дуже засолених озерах і затоках, у районах зі значною cонячною радіацією і жарким кліматом. Вперше солелюбні бактерії були виділені під час вивчення мікрофлори лиманної грязі, пізніше на них звернули увагу як на причину псування засоленої риби [Рубенчик, 1948]. З солоних субстратів з різною концентрацією солей
виділено 168 штамів галобактерій. Як правило, це помірно галофільні мікроорганізми, лише кілька штамів є екстремальними галофілами. Для помірно галофільних мікроорганізмів найбільш сприятлива температура росту 30°С, для екстремальних галофілів — 38-40°С. За існуючою класифікацією галобактерії об'єднують в сімейство Halobacteria, яке має два роди - Halococсus та Halobacterium. Рід Halobacterium має три види: Halobacterium halobium, salinarium, cutirubrum. Останні два види вважають тотожними першому. В останні роки, переважно в зв'язку з вивченням бактеріородопсину виявлені й описані нові види галобактерій. Найбільш повне досліджений галофіл Halobacterium halobium, всі пурпурові мембрани, з якими працюють у світі, виділяють з нього або з його штамів

1.3.  Механізми пристосування галофільних мікроорганізмів

Накопичений матеріал свідчить про існування різних факторів, що сприяють успішному виживанню мікроорганізмів у гіперосмотичних умовах. Найбільш вивченими у цьому аспекті виявилися помірні галофільні бактерії та екстремальні галофіли, представлені, в основному, археями, які виділялися  з Мертвого Моря. Показано, що крім архей до групи екстремальних галофілів відносяться деякі бактерії, наприклад, Salinibacter ruber. 
До механізмів виживання, що реалізуються мікроорганізмами на клітинному рівні, можна віднести:
1. Модифікація механізмів транспорту іонів через цитоплазматичну мембрану. Одним із прикладів такого механізму є ефективна система транспорту іонів, виявлена у екстремально галофільних архей, у яких іони Na+ активно виводиться з клітини в обмін на надходження іонів K+. Висока внутрішньоклітинна концентрація іонів K+ компенсує осмотичний тиск середовища та підтримує тургор клітини [Hafsa, 2023]. Подібна стратегію осмоадаптації було виявлено також у бактерій роду Salinibacter , що мають галотолерантність, порівнянну з екстремально галофільними археями.
Іншим способом осмоадаптації є зменшення проникності цитоплазматичної мембрани для іонів Стабілізація мембрани може відбуватися за рахунок збільшення вмісту кислих фосфоліпідів, описаних у більшості галотолерантних та галофільних бактерій. 
2. Стійкість внутрішньоклітинних структур та ферментів до високих
Концентрацій іонів. Цей механізм еволюційно склався в екстремальних галофілів. У клітині мікроорганізмів, що мешкають у гіперосмотичних умовах, вміст KСl може досягати 5 М, що перевищує концентрацію даної речовини у навколишньому середовищі більш ніж у 100 разів. Ферменти та рибосоми екстремальних галофілів не тільки не чутливі до солі, але й ефективно функціонують у насичених сольових розчинах . Навпаки, при зниження осмотичного тиску ферментативні системи галобактерій дестабілізуються.
3. Синтез та накопичення осмопротекторів – низькомолекулярних
осмотично активних речовин. Цей механізм є, мабуть, найбільш гнучкою відповіддю організмів. на проблему обмеженої доступності води. Сумісні розчинні речовини синтезуються у відповідь на підвищену осмолярність та накопичуються в цитоплазмі в концентраціях до 1 М для захисту клітин від дегідратації та підтримки внутрішньоклітинної активності біомолекул [Ventosa et al., 1998].
Осмопротектори, являючи собою кінцеві метаболіти, характеризуються загальними ознаками: висока розчинність, відсутність різнойменно заряджених центрів та впливу на ферментативну активність. Цей механізм підтримки тургорного тиску клітини в умовах зниженої активності води використовує більшість аеробних гетеротрофних галофільних бактерій, фотосинтетичних прокаріотів та еукаріотів, грибів, а також галофільних метаногенних архей. До осмопротекторних сполук відносяться сахароза, трегалоза, глікозилгліцерол, диметилсульфоніопропіонат, пролін, ектоїн, Nα-ацетилорнітин, гідроксиектоїн, Nδ-ацетилглутамілглутамінамід, Nδ-кабамоїлглутамінамід, Nα-ацетиллізин, D-манітол, D-глюцитол, L-таурин. Найбільш ефективними з них є трегалоза, бетаїн, ектоїн і пролін, вони створюють високий осмотичний тиск при порівняно низьких концентраціях. У цьому ряду виділяється трегалоза, що відноситься до убіквітарним дисахаридів біосфери, ізольованих із широкого кола організмів як еукаріотичних, так і прокаріотичних. Її протективний ефект пов'язаний зі стабілізацією зовнішніх мембран та запобіганням їх від ензиматичної активності [El-Hamshary et al., 2008]. Трегалоза, як і інші поліоли, може діяти за рахунок переміщення молекул води, залучених на підтримку третинної структури білків через безліч водневих зв'язків .
Бактерії в умовах підвищеної солоності накопичують азотовмісні речовини. Глутамінова кислота, пролін та бетаїн концентруються в клітинах галотолерантів та помірних галофілів. Описано, що глутамін найбільш характерний для Micrococcus varians та бактерій роду Planococcus, пролін – для галотолерантних стрептоміцетів та Staphylococcus aureus, у Halomonas elongata виявлено ектоїн [El-Hamshary et al., 2008]. 

1.4. Будова клітини галобактерій на прикладі Halobacterium halobium

Фізіологія й біохімія Halobacterium halobium досить докладно вивчені. Весь набір «деталей» клітини цих галофілів — білки, ліпіди, ферменти і т. д. дуже специфічні. Наприклад, в їх клітинній стінці відсутні ліпопротеїни,
пептидоглікани, тейхоєві кислоти, які входять до складу стінки клітин прокаріот.  Галофіли — єдині бактерії, які витримують великі концентрації солі у навколишньому середовищі, тому в них практично немає природних ворогів.
Клітини галофілів за нормальних умов мають паличкоподібну форму, розмірами 0,6-1х1- 6 мкм, можуть бути поліморфними, особливо в неповноцінному середовищі. Розмножуються шляхом ділення навпіл.
Рухаються за допомогою полярних джгутиків, рух маятникоподібний. Зрілі клітини зберігають паличкоподібну форму в розчині натрію хлориду в концентрації 3,5-4 моль/л, при нижчій концентрації з'являються
поліморфні клітини, при концентрації NaCl 1,5 моль/л клітини стають сферичними внаслідок втрати стінки. За такої концентрації солі суспензія клітин має в'язку консистенцію внаслідок їх часткового лізису [Aparna et al., 2011]. Припускають, що осмотичний захист клітини моновалентними іонами залежить від проникності мембрани для іонів. За проникністю іони розміщують у такому порядку: Li, Na, K, амоній. Дещо іншу роль відіграють двовалентні
іони Ca та Mg. Концентрація цих солей 0,5 моль/л достатня для захисту мікроорганізмів і збереження ними нормальної форми. Під час культивування екстремальних галофілів в середовищі з низьким вмістом двовалентних іонів Mg нормальні паличкоподібні клітини перетворюються на овоїдні і кокові форми, які зберігають аномальну форму навіть після повернення клітини у середовище з оптимальним вмістом іонів Mg. Повне руйнування структури клітин відбувається негайно при концентрації NaCl менше 2 моль/л, МgCl2 - 20 моль/л. В середині клітини бактерії підтримується дуже висока концентрація катіонів, основним катіоном є
катіон калію, якого в клітині не менше 4 моль/л, тоді як в навколишньому середовищі - 0,5 - 3 моль/л. Навпаки концентрація Nа в середовищі росту 4 моль/л, а всередині 0,5 - 2,3 моль/л, залежно від віку культури. Така спорідненість галофілів до солей зумовлена тим, що білки, які входять до складу клітин, містять багато кислих амінокислот і мало неполярних амінокислот, що потребує високої концентрації солі для підтримки нативного стану. Вона також перешкоджає їх агрегації в соляних розчинах. Іони К+, Nа+, Сl+ потрібні для підтримки жорсткості клітини. За їх відсутності стінка клітини розчиняється, а плазматична мембрана - розпадається на малі фрагменти. Для підтримання відповідного іонного складу у клітин галобактерій існує потужна транспортна система. Основний внутрішньоклітинний іон калію необхідний для збереження структурної
цілісності рибосом, синтезу білка, підтримання активності клітинних ферментів .
За допомогою рентгеноструктурного аналізу встановлено, що оболонка клітини складається з клітинної мембрани і двох зовнішніх ліпідних шарів. Зовнішній білковий шар складається з правильно упакованих частинок білкової чи глікопротеїнової природи і ідентифікований як стінка клітини [Yeo, 1998]. Між зовнішнім шаром і мембраною міститься другий шар товщиною 2 мкм. Всі екстремальні галофіли значно пігментовані. Вони не виділяють барвників у навколишнє середовище, забарвлення водойм зумовлене наявністю забарвлених мікроорганізмів. Основними пігментами галофілів є каротиноїди. Вони захищають мікроорганізми від інтенсивної ультрафіолетової радіації, дії якої вони зазнають в умовах природного існування.

1.5.  Біотехнологічний потенціал гало бактерій

Галобактерії, також відомі як галоархеї, являють собою групу екстремофільних мікроорганізмів, які процвітають у високих концентраціях солі. Вони відомі своїми унікальними властивостями та потенційним застосуванням у біотехнології. Ось деякі з біотехнологічних застосувань і потенційних застосувань галобактерій:
1. Біоремедіація: Галобактерії можна використовувати в процесах біоремедіації, особливо в середовищах з високою концентрацією солі, де багато інших мікроорганізмів не можуть вижити. Наприклад, вони можуть допомогти в детоксикації відпрацьованих розсолів або соляних стоків.
2. Виробництво ферментів. Галобактерії виробляють різноманітні ферменти, такі як протеази, амілази та ДНКази, які є стабільними та функціональними в екстремальних умовах. Ці ферменти можуть бути використані в різних галузях промисловості, включаючи харчову, миючі засоби та фармацевтичну галузі [Cui et al., 2021].
3. Біоінформатика та зберігання ДНК. Галобактерії мають унікальні механізми відновлення та реплікації ДНК, які можуть запропонувати розуміння еволюційних процесів і потенційних застосувань у зберіганні даних.
4. Виробництво бактеріородопсину: одним із найбільш вивчених білків галобактерій є бактеріородопсин. Цей білок може поглинати світло і перетворювати його в хімічну енергію. Він має потенційне застосування в оптичних системах зберігання даних, фотоелектричних елементах і як компонент біосенсорів [Nabti et al., 2013].
Бактеріородопсин - мембранний білок бактерій, який діє як протонний насос. Його конформація є важливою для його функціонування. Загальна структура білка включає як альфа-спіралі (зелені), так і бета-листки (червоні) 
  Основним завданням мікробіологів є виведення штаму з максимальним вмістом бактеріородопсину і мінімальним - каротиноїдів. В дикому штамі занадто багато каротиноїдів і мало чистого бактеріородопсину. З іншого боку, існують штами, які взагалі не містять бактеріородопсину.
Галобактерії - це гетеротрофні аеробні мікроорганізми, які можуть розвиватися в темноті в присутності кисню та органічного субстрату як джерела енергії. За таких умов вони подібні до звичайних гетеротрофних бактерій. Проте за відсутності або недостатньої кількості кисню в середовищі під дією світла ці гетеротрофи в клітинній оболонці утворюють пурпурові мембрани, які містять бактеріородопсин, і, таким чином, перетворюються у фототрофи. Цю властивість використовують при штучному вирощуванні галобактерій для отримання оптимальної кількості пурпурових мембран. Максимальна кількість пурпурових мембран утворюється при освітленні і недостатності кисню. Пурпурові мембрани перетворюють сонячну енер
гію в енергію життєдіяльності галофілів. Це унікальна особливість гетеротрофних галофілів. Її можна назвати здатністю до фотосинтезу, проте його механізм не схожий з механізмом фотосинтезу рослин і водоростей чи
фотосинтезуючих бактерій, в яких для цього є бактеріохлорофіл.
5. Виробництво екстремолітів: Галобактерії виробляють органічні сполуки, такі як ектоїн і бетаїн, які допомагають їм виживати в екстремальних концентраціях солі. Ці сполуки, які називаються екстремолітами, мають потенційне застосування в косметиці та фармацевтиці завдяки своїм захисним властивостям для клітин від осмотичного стресу та зневоднення.
6. Біопаливо: деякі штами галобактерій можуть виробляти біоводень, який може служити альтернативним джерелом енергії.
7. Астробіологія та дослідження космосу: через їх екстремофільну природу галобактерії представляють інтерес для астробіології як потенційні моделі життя на інших планетах. Їхня здатність витримувати екстремальні умови робить їх предметом дослідження для потенційного життя на Марсі чи інших позаземних тілах [Das et al., 2008].
8. Натуральні барвники. Деякі галобактерії виробляють пігменти, такі як бактеріоруберин, які потенційно можуть використовуватися як природні барвники в харчовій та інших галузях промисловості.
9. Фармацевтика: унікальна біохімія галобактерій може призвести до відкриття нових біоактивних сполук із потенційними терапевтичними властивостями. Однією із таких сполук є галоцин -  антимікробний пептид (АМП), що складається з 12-100 амінокислот, α-спіральний, позитивно заряджений, амфіфільні молекули. Галоцини є типом антимікробних пептидів, який виробляється природним шляхом надзвичайно галофільними археями та викидається в навколишнє середовище [Dutta et al., 2022].  Бактеріоцини виявляють широкий спектр антимікробної активності проти кількох стійких до антибіотиків планктонних бактерій і мають широкий спектр спектр інгібування проти дріжджів, комах і ссавців.
10. Дослідження стійкості до солі: розуміння механізмів, за допомогою яких галобактерії переносять високі концентрації солі, може дати розуміння того, як вирощувати стійкі до солі культури, які будуть корисними в районах із засоленими ґрунтами.
Виробництво солі випаровуванням морської води в мілководних ставках в прибережних районах тропіків і субтропіків – це технологія, яка існує тисячі років. Коли розсіл наближається до насичення, сіль починає кристалізуватися, розсоли забарвлюються в червоний колір. Три типи галофільні мікроорганізми сприяють забарвленню:
· надзвичайно галофільні археї (родина Halobacteriaceae), які містять 50-вуглецеві каротиноїди (бактеріоруберин та похідні)
· багата β-каротином одноклітинна зелена джгутикова водорість Dunaliella salina
· червона галофільна бактерія Salinibacter ruber, яка містить унікальний С40-каротиноїд ацил глікозид.
11. Протигрибкова активність. Однією із головних проблем у сільському господарстві є ураження угідь шкідниками, грибкової природи. У вирішенні цієї проблеми приймають участь багато біопрепаратів, перспективними серед яких є використання біологічно-активних речовин, що продукують різноманітні штами бацил. Галофільні штами Bacillus licheniformis та Bacillus sp (RBA-E23 and RBA-E32) , ізольовані із морських ґрунтів Алжирського міста Беджая.
Штами Bacillus перевірено проти дев’яти фітопатогенних грибів - Verticillium dahliae (Vd),  Fusarium oxysporum (Fo),   Botryotinia fuckiliana (Bf), Phytophthora cinamomi (Pc), Phytophthoracactorum(Pca), Colletotrichumacutatum (Ca),  Botrytis cinerea (Bc), AspergillusNiger (An) and Aspergillusflavus(Af), які спричиняють значні збитки в сільському господарстві та знижують урожай. Два штами Bacillus демонструють добре пригнічення росту міцелію (>60%) більшості мішеней. Було запропоновано кілька механізмів для пояснення інгібування фітопатогенних грибів Bacillus sp, включаючи виробництво антибіотиків, синтез гідролітичних ферментів, конкуренцію за поживні речовини або комбінацію цих механізмів у синергії. Виробництво сидерофорів є основним механізмом, залученим до біоконтролю Bacillus sp. [Donio et al., 2013].
Крім сидерофорів деякі мікроорганізми синтезують хітинази, β-1,3-глюканази або целюлази. Ці ферменти пошкоджують компоненти клітинної стінки грибка, що призводить до лізису клітин [Demirjian et al., 2013]. Було показано, що целюлаза також бере участь у припиненні росту Phytophthoracactorum шляхом видалення ооспор з міцелію. Однак різні механізми можуть бути зібрані в синергії, включаючи виробництво антибіотиків і летких сполук [Donio et al., 2013]
Дослідження показало, що обидва штами Bacillus (RBA-E32 і RBA-E23) виробляють сидерофори та ензими, які є корисним для удобрення ґрунтів. Таким чином, ці штами можна застосовувати як біоконтролери через їх антагоністичну активність проти фітопатогенних грибів.

1.6.  Роль галофільних бацил у виробництві біосурфакткнтів та їх використання у біотехнології 

  Біосурфактанти є найважливішими та найціннішими продуктами біотехнології для промислового та медичного застосування. В останні роки також було виявлено, що ці біомолекули володіють кількома цікавими властивостями терапевтичного та біомедичного значення [Cui et al., 2021]. Вони мають декілька застосувань, включаючи сільське господарство, фармацевтику, харчову промисловість, дерматологію та косметику. У фармакологічній сфері біосурфактанти діють як антибактеріальні, протигрибкові, противірусні, протипухлинні засоби, імуномодулятори, антиадгезиви, антиоксиданти, стимулюють дермальні фібробласти, використовують як вакцини та як генну терапію.
Циклічний ліпопептидний сурфактин, що виробляється Bacillus subtilis, є одним із найпотужніших біосурфактантів, відомих сьогодні. Він активний при екстремальних температурах, рН і солоності, а також можеть вироблятися з промислових відходів і побічних продуктів.
Перспективним було дослідження Bacillus sp. BS3, виділеного із солончаків південної Індії [Donio et al., 2013], як основний виробник біосурфактантів, включаючи ліпопептиди, гліколіпіди, сурфактин, галобацилін тощо. Біосурфактант галофільних Bacillus sp. BS3 містить гліколіпіди, полімери та інші сполуки, включаючи 13-докозенамід, маннозамін,  та N,N,N,N-тетраметил, 1,2-етандиамін та ін. 
 N,N,N’,N’-тетраметил - є полімерним біосурфактантом, також присутнім у біосурфактанті Bacillus sp. BS3 у високих концентраціях, він мав широку фармакологічну дію, включаючи протипухлинну та протигрибкову дію [Williams, 2009]. Було показано, що він є мікробіцидним і запобігає адгезії бактерій. Ліпопептидний біосурфактант Bacillus subtilis також використовувався для боротьби з Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi і Aedes aegypti.
Ліпопептиди можуть діяти як антибіотики, противірусні та протипухлинні засоби, імуномодулятори або специфічні токсини та інгібітори ферментів. Ліпопептиди показали вищу активність проти грампозитивних коків, ніж проти грамнегативних бацил. Нинішні результати показали, що біоповерхнево-активні речовини, екстраговані з галофільної Bacillus sp. BS3, здатні пригнічувати бактеріальні мікроорганізми Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Psudomonas aeruginosa та Salmonella typhi у зоні інгібування більше ніж 10 мм [Yeo, 1998]. Біосурфактант може пригнічувати синтез клітинної стінки та пригнічувати синтез білка бактерій [Seghal Kiran et al., 2010]. 

1.7.  Гідробіолоічна характеристика вод та пелоїдів Куяльницького лиману

Куяльницький лиман – лиман на північному заході узбережжя Чорного моря (рис. 3). Відповідно до класифікації О. А. Алекіни (1970), води Куяльнику належать до класу хлоридних вод, натрієво-магнієвої групи. Головною особливість лиману – є його здатність до утворення ропи – насиченого сольового розчину, який не дозволяє лиману замерзати навіть в найлютіші морози. На дні Куяльнику залягають шари мулового бруду, що містять безліч різних біологічно активних речовин, які проходять складні біохімічні процеси та мають високу цінність для біотехнологічних досліджень [Ковальова та ін., 2017]. Поклади Куяльницького лиману – високо мінералізовані сульфідні полоїди; їх формуванням займається склад мікробіоти даних відкладень.
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Рис. 3 Акваторія Куяльницького лиману [Адобовський, 2013]

Основну цінність мінеральних ресурсів досліджуваної території складають родовища мінеральних вод. Переважають хлоридні води різного катіонного складу. До цього типу належить гідрокарбонатно-хлоридна вода Куяльнику з мінералізацією 3,1 г/дм3 [Еннан та ін., 2014]. Родовище лужних лікувальних грязей (мулуватих відкладів лиману) є одним з найбільших в Україні.

1.8. Характеристика мікробіоти Куяльницького лиману

Присутні у пелоїдах сапрофітні бактерії, мікроорганізми, які засвоюють органічний азот, олігокарботрофні, амілолітичні та жиророзщеплюючі бактерії, які підвищували свою чисельність у літній період, що впливало на біологічну активність пелоїдів. У пелоїдах висіювались тіонові бактерії (Thiobacillus thioparus), які також реагують на показник Еh і розвиваються активно в умовах окиснення. Їх ріст супроводжувався появою на поверхні поживного середовища плівки сірки та прояв гнилісного запаху пелоїдів
Медико-біологічні дослідження пелоїдів відбору даного періоду свідчать, що зовнішнє застосування пелоїдів на організм здорових щурів викликає активацію сечоутворювальної функції нирок, стимулює метаболічні перебудови в печінці, викликає активацію пігментного обміну, впливає на перерозподіл формених елементів крові та знижує відсоток загальних Т-лімфоцитів. в період активності пелоїди впливають на показники стану ЦНС: орієнтувально-дослідницьку поведінку, рухову та емоційну активність. Застосування пелоїдів викликає перебудову метаболічних процесів в організмі піддослідних тварин та інтенсифікує жовчовивідну функцію печінки [Коберник та ін., 2011].
Під час лікувальні процедури з використанням рапи в організмі людини активується каскад специфічних адаптивних реакцій, які характеризуються неодинаковими здвигами в активності гуморально-регульованих систем.
Мінеральний склад ропи, згаданий вище, також відіграє важливу роль у забезпеченні лікувального ефекту, т. я. при проведенні процедур іони різних неорганічні речовини дифундують із сольового розчину до поверхні тіла хворого. При цьому патологічний процес реагують на всі фізіологічні системи. Успішне цілеспрямоване застосування природних морських і лиманних ван можливо лише в умовах саніторно-курортного режиму
Мікробний ценоз ропи по акваторії лиману практично схожий. У складі мікробіоти присутні сапрофітні бактерії, олігокарботрофні бактерії, у незначній кількості висіювались мікроорганізми, які засвоюють органічний азот, жиророзщеплюючі бактерії, гетеротрофні бактерії тощо [Адобовський та ін., 2013]. Розвиток сульфат-відновлювальних бактерій спостерігали лише у ропі ділянки курорту Куяльник . Також з ропи висіяно тіонові бактерії (Thiobacillus thioparus), які окиснюють сірководень, сприяють утворенню сульфатів. Ропа лиману не містила актиноміцетів, стрептоміцетів. дріжджів, які здатні погіршувати органолептичні показники. 
Відповідно до літературних даних, в акваторії Куяльнику знайдено 87 видів водоростей відділів Cyanoprokaryota (18 видів - 20,7%), Bacillariophyta (60 видов - 68,9%) и Chlorophyta (9 видов - 10,3%).  Серед видового складу мікробіоти Куяльницького лиману, розвивалася зелена водорість Dunaliella salina [Oren, 2005]. Також зафіксували розвиток бентопланктонних діатомових водоростей  Amphipleura spp., Cocconeis pediculus Ehr., Gomphonema spp., Gyrosigma spenceri та ціанобактерії Aphanizomenon spp. і Oscillatoria spp. 














2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Експериментальні дослідження властивостей галотолерантних бацилл, виділених з Куяльницького лиману, було проведено у Біотехнологічному науково-навчальному центрі (БННЦ) Одеського національного університету імені І. І. Мечникова. 

2.1. Галотолерантні бактерії та умови їх культивування

У роботі були використані 10 штамів Bacillus sp., що були виділені з води Куяльницького лиману і зберігалися у колекції мікроорганізмів БННЦ.
Культивування проводили у скляних колбах об’ємом 300 мл, що містили по 120 мл поживного середовища. Посівна доза бактерій становила 6 мл добової культури з оптичною густиною 0,2 при 540 нм. Культивування проводили при 30 °C протягом 72 годин в умовах перемішування при 150 об/хв. Через 3 доби спектрофотометрично визначали кількість клітин у кожному варіанті і центрифугували культури 20 хв при 12000 об/хв для одержання безклітинних супернатантів. 
Як базове застосовували середовище LB наступного складу, г/л: пептон – 15; дріжджовий екстракт – 10; NaCl – 5; дистильована вода – 1 л. Також були використані середовища з підвищеним до 3%, 6% та 9% вмістом натрію хлориду.

2.2. Методи екстракції вторинних метаболітів та визначення їх маси

	З без клітинних екстрактів відбирали по 100 мл супернатантів та додавали до них по 100 мл етилацетату та інтенсивно струшували. Після розшарування водного та етилацетатного шарів органічну фазу відбирали у чисті колби. Водний шар екстрагували ще двічі тим самим об’ємом етилацетату. Усі порції розчинника з одного зразка об’єднували та випарювали етилацетат при 40 оС до об’єму 2 мл, який переносили у попередньо зважені на аналітичних вагах поліетиленові пробірки епендорф з пробками. Далі випарювання залишків етилацетату, пробірки знов зважували та по різниці маси чистих пробірок та пробірок з вторинними метаболітами визначали масу останніх. Після цього пробірки щільно закривали пробками та зберігали у холодильнику при -20 оС .

2.3. Визначення антимікробної та антибіоплівкової активності

Антимікробну активність одержаних вторинних метаболітів оцінювали щодо тест-штамів бактерій Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853, Bacillus subtilis АТСС 6633 та Staphilococcus aureus 536 з колекції культур кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології. 
Вторинні метаболіти використовували у концентраціях 62,5, 125, 250 та 500 мкг/мл.  Розчини вторинних метаболітів стерилізували фільтрацією у стерильні пробірки через шприцеві фільтри Minisart SyringeFilterNML, 28 mm, 0.2 µm, та залишали для подальшого дослідження.
Культивування тест штамів у стандартному середовищі LB проводили у суспензійних культурах в пробірках в обʹємі 1мл. Інкубацію здійснювали при 37 оС впродовж 24 годин при перемішування при 150 об/хв. Кількість клітин визначали спектрофотометрично. 
Для визначення впливу вторинних метаболітів на утворення біоплівок тест-штами культивували у плоскодонних 96-лункових планшетах за тих самих умов, що і суспензійні культури, за виключенням перемішування. По закінченні інкубації визначали масу біоплівок, сформованих на дні лунок планшету.



2.4. Визначення маси біоплівок

По закінченні інкубації з лунок ретельно відбирали неприкріплені клітини. Біоплівки, утворені на дні лунок, промивали фізіологічним розчином і фіксували 96% етанолом впродовж 10 хв, висушували і забарвлювали 1% розчином кристалічного фіолетового. Через 15 хв барвник видаляли, лунки промивали і після висушування додавали по 1,5 мл лікуючого розчину, що містив 0,1 М NaOH і 1% додецилсульфату натрію. Оптичну густину вимірювали при довжині хвилі 592 нм [Christensen et al., 1985]. Масу біоплівок виражали в одиницях оптичної густини, ОГ592.

2.5. Дослідження емульгувальної активності

Емульгувальну активність оцінювали за методом [Cooper et al., 1987]. У градуйовані пробірки вносили 2 мл соняшникової олії і додавали 2 мл водного розчину вторинних метаболітів.  Проби інтенсивно струшували впродовж 2 хвилин і залишали при кімнатній температурі на добу. Через 24 год вимірювали висоту емульсії і розраховували емульгувальний індекс – Е24, по формулі: 
	 (
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Е24 = ×100%.







2.6. Визначення пептидазної активності

По закінченні культивування та видалення клітин супернатанти перевіряли на наявність  протеолітичної активності з використанням методу аналізу на чашках Петрі з поживним агаром, що містив 1% знежиреного сухого молока. В агарі вирізали лунки в які вносили по 100 мкл 72-годинного супернатанту [Bharat et al., 1989].   Чашки інкубували при 30 oC впродовж 24 год. Далі вимірювали діаметри прозорих зон, утворенних навколо лунки. Протеолітичну активність виражали  у мм. 
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Спектрофотометричні вимірювання проводили на приладі SmartSpec Plus (Bio-Rad, Hungary) при відповідних довжинах хвиль.
Усі експерименти проводили у 3 незалежних дослідах з 3 повторами у кожному.
               		Статистичну обробку результатів досліджень проводили з використанням загальноприйнятих методів варіаційного аналізу. Розраховували середні значення показників (Х¯) та їх стандартну помилку (SХ¯). Достовірність відмінностей між середніми визначали за критерієм Стьюдента, оцінюючи вірогідність отриманих результатів на рівні значимості не менше 95%  (р ≤ 0,05). Математичні розрахунки проводили за допомогою комп’ютерної програми Excel. 



3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Технологічна схема одержання біологічно активних продуктів, синтезованих штамами Bacillus sp. з Куяльницького лиману
Технологічна схема отримання біологічно активних продуктів бактерій, виділених з  Куяльницького лиману, складається з низки етапів  (рис. 4). 


Рис. 4. Технологічна схема отримання вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману 

Стадії основного технологічного процесу (ТП) складаються з:
ТП 4. Вибір штамів-продуцентів вторинних метаболітів. Для роботи обираються штами бактерій виділені з мідій Чорного моря. Підбирають подвійні консорціуми з грам-негативних та грам-позитивних бактерій.
ТП 5. Культивування бактерый, процес накопичення біомаси бактерій на приготованому середовищі. Культивування проводили при 30 °C протягом 72 годин в умовах перемішування при 150 об/хв.
ТП 6. Визначення кількості клітин у культурі спектрометричним методом (540 нм). Стандартизація культур за кількістю клітин.
ТП 7. Отримання супернатанту бактерій. Отримання надосадової рідини за допомогою методів центрифугування. Безклітинні супернатанти одержували центрифугуванням культур впродовж 20 хв при 12000 об/хв. Відбір 20 мл супернатанту для визначення протеазної активності.
ТП 8. Екстракція вторинних метаболітів. З 100 мл отриманого супернатанту екстрагували вторинні метаболіти етилацетатом.
ТП 9. Отримання осаду вторинних метаболітів. Випаровування залишків етилацетату, зберігання осаду вторинних метаболітів у пробірці.
ТП 10. Обробка результатів вимірювання. Виконується фіксування та аналіз отриманих результатів. Зокрема, проводиться вимір маси синтезованих вторинних метаболітів. Створюються відповідні характеристики штамів. 
До стадій допоміжних робіт відносяться:
ДР 1. Санітарна підготовка аераційного повітря. Проводиться очистка повітря в лабораторних приміщеннях. Здійснюється контроль його чистоти.
ДР 2. Санітарна та технологічна  підготовка роботи. 	Проводиться підготовка  лабораторного обладнання, стерилізація посуду, прибирання приміщень. Виконується перевірка чистоти.
ДР 3. Приготування розчинів реагентів. Відбувається підготовка хімічних реагентів. Готуються їх розчини необхідні для подальших стадій роботи.
ДР 4. Приготування поживного середовища для культивування. Готується середовище LB необхідне для культивування обраних бактерій продуцентів (пептон – 15 г/л; дріжджовий екстракт – 10 г/л; NaCl – 5 г/л; дистильована вода – 1 л), та його модифікації, що містять 3%, 6% або 12% NaCl.
На рис. 5 наведені окремі стадії технології одержання вторинних метаболітів, які були використані у даному дослідженні, проведеному у лабораторних умовах.
 (
Визначення антимікробної, антибіоплівкової та емульгувальної активностей
) (
Визначення протезної активності
)
Рис. 5. Стадії технологічної схеми, що були використані у дослідженні: отримання біомаси бактерій.

Детальний опис кожної зі стадій наведений у розділі «Матеріали та методи дослідження».

3.2. Синтез вторинних метаболітів бактеріями Bacillus sp. з Куяльницького лиману

	На першому етапі роботи була встановлена здатність десяти штамів бацил, виділених з Куяльницького лиману, до синтезу вторинних метаболітів. Культивування проводили у середовищі LB та його модифікаціях з різним вмістом NaCl (3%, 6% та 12%) впродовж 72 годин при температурі 30 оС. По закінченні культивування зразки стандартизували  за вмістом клітин та проводили екстракцію вторинних метаболітів з 100 мл без клітинного середовища. Результати представлені у табл. 1.

Таблиця 1
Вміст вторинних метаболітів (мг) у 100 мл стандартизованих культур 
Bacillus sp.
	
	Середовище
LB (0,5% NaCl)

	3% NaCl
	6% NaCl
	12% NaCl

	Bacillus sp. KE1
	22,6
	30,2
	24,7
	19,5

	Bacillus sp. KE2
	18,8
	23,7
	23,5
	16,8

	Bacillus sp. KE3
	34,8
	54,6
	49,5
	23,7

	Bacillus sp. KE4
	29,2
	31,3
	26,7
	20,1

	Bacillus sp. KE5
	30,9
	41,5
	40,1
	22,9

	Bacillus sp. KE6
	24,6
	30,5
	27,4
	19,4

	Bacillus sp. KE7
	42,1
	61,3
	56,8
	30,5

	Bacillus sp. KE8
	17,3
	25,2
	24,8
	19,6

	Bacillus sp. KE9
	31,3
	50,6
	45,9
	28,4

	Bacillus sp. KE10
	19,5
	23,6
	22,4
	17,5



Одержані дані свідчать, що у порівнянні з кількістю вторинних метаболітів у стандартному середовищі LB підвищення концентрації NaCl до 3-6% призводить до зростання вмісту вторинних метаболітів. За концентрації NaCl 12% кількість синтезованих вторинних метаболітів знижується. Таким чином, досліджувані штами бацил відносяться до галотолерантних бактерій. Серед досліджених штамів три виявилися найбільш ефективними продуцентами вторинних метаболітів: Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 та Bacillus sp. KE9.

3.3. Антимікробна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману

Антимікробну активність одержаних метаболітів оцінювали за впливом на ріст культур тест-штамів мікроорганізмів: Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853, Bacillus subtilis АТСС 6633 та Staphilococcus aureus 536, утворення ними біоплівок та руйнування зрілих біоплівок. У роботі були досліджені метаболіти Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 та Bacillus sp. KE9, які використовували у концентраціях 62,5; 125; 250 та 500 мкг/мл. Як контроль (100%) використовували результати активності вторинних метаболітів, одержаних у стандартному середовищі LB.   
Отримані результати наведені на рис. 6-8.
Встановлено, що вторинні метаболіти Bacillus sp. KE3 більш ефективно пригнічують ріст грам-позитивних бактерій: B. subtilis АТСС 6633 та S. aureus 536 (рис. 6). Але також реєструється помітне інгібування росту  грам-негативної P. аeruginosa АТСС 27853.
До загальних тенденцій впливу досліджуваних вторинних метаболітів на ріст тест-штамів відносяться:
1. Вторинні метаболіти Bacillus sp. KE3, одержані за культивування у присутності NaCl в концентраціях 0,5%,, 3% та 6%, продемонстрували більш значну антимікробну активність ніж метаболіти, синтезовані за присутності 12%  натрію хлориду.
2. Відносно усіх тест-штамів спостерігається пряма залежність концентрація–ефект. Більш суттєве інгібування росту усіх тест-штамів відбувається за концентрацій вторинних метаболітів 250 та 500 мкг/мл: на 20-50% та 10-50%, відповідно. Хоча і менші концентрації виявляють помітну антимікробну активність.
3. Більш високий рівень антимікробної дії спостерігається у метаболітів, одержаних за культивування Bacillus sp. KE3 в середовищі, що містило 3% NaCl.

	Bacillus subtilis АТСС 6633
	Staphilococcus aureus 536

	
	

	Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853
	

	
	Концентрація вторинних метаболітів:
           0 мкг/мл                 62,5 мкг/мл
           125 мкг/мл             250 мкг/мл     
           500 мкг/мл   

Концентрація NaCl в середовищі культивування Bacillus sp.:
1. 0,5% (стандартне середовище LB)
2. 3%
3. 6%
4. 12%


Рис. 6. Вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ3 на ріст тест-штамів бактерій
		
		На рис. 7 наведені результати дослідження антимікробної активності вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ7. За їх дії спостерігаються ті самі тенденції, що були знайдені у метаболітів Bacillus sp. KE3. Але вони у більшості випадків продемонстрували більш високий рівень активності. Особливо це було характерно для метаболітів, що були одержані за культивування Bacillus sp. КЕ7 у середовищі з 3% NaCl.
	Bacillus subtilis АТСС 6633
	Staphilococcus aureus 536

	
	

	Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853
	

	
	Концентрація вторинних метаболітів:
           0 мкг/мл                 62,5 мкг/мл
           125 мкг/мл             250 мкг/мл     
           500 мкг/мл   

Концентрація NaCl в середовищі культивування Bacillus sp.:
5. 0,5% (стандартне середовище LB)
6. 3%
7. 6%
8. 12%


Рис. 7. Вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ7 на ріст тест-штамів бактерій

У концентрації 500 мкг/мл вони на 90% пригнічували ріст S. aureus 536 та P. аeruginosa АТСС 27853  і фактично повністю – ріст B. subtilis АТСС 6633. Найменша з досліджених концентрацій (62,5 мкг/мл) вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ7 інгібувала ріст тест-штамів на 50-60%. Дещо вищу активність також продемонстрували у найбільших концентраціях метаболіти, які були одержані за культивування Bacillus sp. КЕ7 при 12% концентрації натрію хлориду. Але в цілому вони поступаються за антимікробними властивостями метаболітам, одержаним в присутності менших концентрацій NaCl.
На рис. 8 представлені дані щодо антимікробної дії вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ9.
	
Bacillus subtilis АТСС 6633
	
Staphilococcus aureus 536

	
	

	Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853
	

	
	Концентрація вторинних метаболітів:
           0 мкг/мл                 62,5 мкг/мл
           125 мкг/мл             250 мкг/мл     
           500 мкг/мл   

Концентрація NaCl в середовищі культивування Bacillus sp.:
9. 0,5% (стандартне середовище LB)
10. 3%
11. 6%
12. 12%


Рис. 8. Вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ9 на ріст тест-штамів бактерій

Одержані результати свідчать про те, що вторинні метаболіти Bacillus sp. КЕ9 поступаються за антимікробною активністю екзопродуктам двох інших штамів, виділених з води Куяльницького лиману – Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus sp. КЕ7. 

3.3. Вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману на утворення біоплівки тест-штамами бактерій

Враховуючі, що здатність умовно патогенних бактерій до утворення біоплівок погіршує протікання інфекційних хвороб та ускладнює антимікробну терапію, було вивчено вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману на утворення біоплівки тест-штамами бактерій. Оскільки B. subtilis АТСС 6633, S. aureus 536 та P. аeruginosa АТСС 27853 у контролі (вирощування без додавання вторинних метаболітів) формують біоплівки з різною біомасою (табл. 2), вплив вторинних метаболітів наведений на рис. 9-10 у відсотках. 
Таблиця 2
Маса біоплівок тест-мікроорганізмів у контрольних умовах, ОГ592
	Варіант
	B. subtilis АТСС 6633
	S. aureus 536
	P. аeruginosa АТСС 27853

	Маса біоплівки
	0,905±0,073
	0, 684±0,086
	1,350±0,237



Попередня оцінка впливу вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману на утворення біоплівки показала, що метаболіти Bacillus sp. КЕ9 не впливають на цей процес, а метаболіти інших двох ізолятів чинять достовірну дію тільки у концентраціях 250 та 500 мкг/мл. Крім того, антибіоплівкова дія була виявлена тільки за культивування Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus sp. КЕ7 у присутності NaCl в концентраціях 0,5%, 3% та 6%. Вторинні метаболіти цих двох ізолятів, одержані при 12% вмісті натрію хлориду інгібували формування біоплівки не більш, ніж на 10%. Тому на наступних рисунках ці дані не наведені.
Вплив вторинних метаболітів Bacillus sp. КЕ3 на формування біоплівок представлений на рис. 9.

	Bacillus subtilis АТСС 6633
	Staphilococcus aureus 536

	
	

	Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853
	

	
	Концентрація вторинних метаболітів:
           0 мкг/мл                250 мкг/мл     
           500 мкг/мл   

Концентрація NaCl в середовищі культивування Bacillus sp.:
1. 0,5% (стандартне середовище LB)
2. 3%
3. 6%



Рис. 9. Антибіоплівкова активність вторинних метаболітів 
Bacillus sp. КЕ3 
	
Одержані результаті показали, що у концентраціях 250 та 500 мкг/мл вторинні метаболіти Bacillus sp. КЕ3 затримують процес формування біоплівок усіма тест-штамами бактерій. Найбільший інгібувальний ефект спостерігався у разі метаболітів, одержаних за культивування в присутності 3% натрію хлориду. При концентрації 250 мкг/мл він досягав 40-45%, а при концентрації 500 мкг/мл – 60-65%. 
Вторинні метаболіти Bacillus sp. КЕ7, як і у разі антимікробної дії, виявилися більш ефективними інгібіторами біоплівкоутворення (рис. 10).

	Bacillus subtilis АТСС 6633
	Staphilococcus aureus 536

	
	

	Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853
	

	
	Концентрація вторинних метаболітів:
           0 мкг/мл                250 мкг/мл     
           500 мкг/мл   

Концентрація NaCl в середовищі культивування Bacillus sp.:
4. 0,5% (стандартне середовище LB)
5. 3%
6. 6%



Рис. 10. Антибіоплівкова активність вторинних метаболітів 
Bacillus sp. КЕ7
За впливу концентрації 250 мкг/мл маса біоплівок зменшувалася на 25-62%, а у присутності вторинних метаболітів у концентрації 500 мкг/мл – на 45-80%. 
Важливе прикладне значення для медичної практики може мати здатність  вторинних метаболітів бацил Куяльницького лиману пригнічувати формування біоплівок такими бактеріями, як S. aureus та P. аeruginosa, оскільки ці збудники утворюють біоплівки в дихальних шляхах хворих на муковісцидоз, що значно погіршує стан пацієнтів [Ciszek-Lenda et al., 2023 ].

3.4. Емульгувальна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману

Серед вторинних метаболітів мікроорганізмів важливе значення мають поверхнево-активні сполуки – біосурфактанти. Вони є поліфункціональними речовинами, що володіють, зокрема, антимікробною активністю. Представники Bacillus є відомими продуцентами біосурфактантів, які мають широке застосування урізних галузях: від фармацевтики до нафтовидобування [Donio et al., 2013]. Тому була досліджена присутність цих речовин у складі  вторинних метаболітів бацил, виділених з Куяльницького лиману (рис. 11, табл. 3).
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1. Bacillus subtilis АТСС 6633
2. Bacillus sp. КЕ7 
3. Bacillus sp. КЕ9 
4. Bacillus sp. КЕ3




Рис. 11. Емульгувальна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. (500 мкг/мл), одержаних за культивування в присутності 3% NaCl
	Присутність у складі вторинних метаболітів біосурфактантів оцінювали за їх здатністю утворювати емульсії у системі вода–соняшникова олія. Були досліджені екзометаболіти бацил з Куяльницького лиману та референтного штаму Bacillus subtilis АТСС 6633. Концентрація вторинних метаболітів становила 500 мкг/мл.
Таблиця 3
Емульгувальна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. (Е24 %)
	
	Концентрація NaCl у середовищі культивування

	
	0,5%
	3%
	6%
	12%

	
Bacillus sp. КЕ3

	33,6 ± 2,5
	49,2 ± 3,1
	28,7 ± 3,0
	5,9 ± 0,6

	
Bacillus sp. КЕ7

	62,3 ± 5,1*
	78,0 ± 5,4*
	60,8 ± 4,8*
	10,5 ± 1,0

	
Bacillus sp. КЕ9

	9,3 ± 1,5
	12,2 ± 1,6
	10,0 ± 0,9
	  4,2 ± 0,5

	Bacillus subtilis АТСС 6633
	20,7 ± 2,1
	32,4 ± 2,9
	21,1 ± 2,7
	   7,1 ± 0,5


Примітка: * - різниця достовірна у порівнянні з референтним штамом

Одержані результати свідчать про те, що	 Bacillus sp. КЕ7 є найбільш ефективним продуцентом біосурфактантов за умов культивування в присутності натрію хлориду в концентраціях від 0,5% до 6%. Їх емульгувальний індекс був у 1,5-3 рази вищим ніж у Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus subtilis АТСС 6633. Найнижчою здатністю до утворення емульсій володіють вторинні метаболіти Bacillus sp. КЕ9. Також встановлено, що продукція біоемульгаторів різко знижується за присутності у середовищі 12% NaCl.


3.5 .  Екзопротеазна активність Bacillus sp. з Куяльницького лиману

Численні бактерії синтезують низку позаклітинних ензимів: протеази, ліпази, естерази, ДНКази та інші [Kamalanathan et al., 2020]. Вони є необхідним фактором взаємодії мікроорганізмів з оточуючим середовищем та є біотехнологічно привабливими продуктами мікробного біосинтезу.
У даній роботі був оцінений потенціал бацил з Куяльницького лиману щодо продукції позаклітинних протеаз. На рис. 12 наведене зображення чашки Петрі з результатами визначення протезної активності безклітинних екстрактів культур Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus sp. КЕ7, що вирощувалися у середовищі з 3% NaCl, та контроль середовища.
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Рис. 12. Протеазна активність безклітинних екстрактів культур 
Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus sp. КЕ7

Кількісні значення наведені у табл. 4. Як видно з отриманих даних усі три ізоляти бацил з Куяльницького лиману здатні продукувати у культуральне середовище протеолітичні ензими. За активністю екзопротеаз їх можна розташувати у наступний ряд:  Bacillus sp. КЕ7 ˃ Bacillus sp. КЕ3 ˃ Bacillus sp. КЕ9. За культивування в присутності 3% NaCl протеолітична активність Bacillus sp. КЕ7 була вищою за Bacillus sp. КЕ3 та Bacillus sp. КЕ9 у 2 та 2,8 рази, відповідно.
Таблиця 4
Протеазна активність безклітинних екстрактів культур Bacillus sp. (діаметр зони гідролізу казеїну, мм)
	
	Концентрація NaCl у середовищі культивування

	
	0,5%
	3%
	6%
	9%

	
Bacillus sp. КЕ3

	20 ± 3
	25 ± 3
	24 ± 3
	0

	
Bacillus sp. КЕ7

	35 ± 3
	51 ± 4
	42 ± 5
	0

	
Bacillus sp. КЕ9

	12 ± 1
	18 ± 2
	14 ± 2
	  0



Таким чином, галотолерантні бактерії роду Bacillus з Куяльницького лиману мають певний біотехнологічний потенціал як продуценти антимікробних сполук, біосурфактантів та позаклітинних протеолітичних ензимів. З даної точки зору, найбільшу увагу заслуговує Bacillus sp. КЕ7










УЗАГАЛЬНЕННЯ

Більшість публікацій про галотолерантні бактерії зосереджується на молекулярній філогенії, доступні лише кілька робіт про розробку біотехнологій, які покращують умови росту, що позитивно впливає на продуктивність біомаси, ферментів або вторинних метаболітів.
Мікробіота Куяльницького лиману і, особливо, її біотехнологічний потенціал практично не вивчені. Хоча галотолерантні бактерії можуть бути продуцентами корисних речовин, які можуть використовуватися у різних галузях: від фармацевтиці та харчової промисловості до нафтовидобування та біоремедіації.
Метою даної роботи було вставлення здатності представників роду Bacillus, виділених з Куяльницького лиману, до синтезу екзопродуктів та дослідження біологічної активності останніх.
У роботі було використано 10 ізолятів Bacillus sp. які були перевірені на здатність до синтезу вторинних метаболітів за присутності різних концентрацій натрію хлориду: 0,5%, 3%, 6% та 12%. Встановлено, що найбільша кількість вторинних метаболітів синтезується за наявності у середовищі 3% NaCl. Для дослідження біологічної активності з них було відібрано три ізоляти: Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 та Bacillus sp. KE9, які продукували за оптимального вмісту натрію хлориду 50-60 мг вторинних метаболітів на 100 мл середовища.
Відомо, що представники бактерій роду Bacillus синтезують численні антимікробні сполуки: сурфактин та його аналоги, бациломіцин, макролактини та інші [Mondol, 2016].  Тому було досліджено антимікробну та антибіоплівкову дію вторинних метаболітів відібраних ізолятів відносно трьох тест-штамів умовно-патогенних збудників: Pseudomonas аeruginosa АТСС 27853, Bacillus subtilis АТСС 6633 та Staphilococcus aureus 536. Виявлено інгібування росту усіх тест-штамів за впливу вторинних метаболітів, одержаних за культивування у присутності NaCl в концентраціях 0,5%,, 3% та 6%. Вторинні метаболіти, що були синтезовані у присутності 12% NaCl, продемонстрували значно меншу антимікробну дію. 
Враховуючи, що багато збудників інфекцій здатні утворювати в організмі хворих біоплівки, у складі яких мікроорганізми стають стійкими до антибіотиків, антимікробні засоби, що можуть руйнувати біоплівки, мають пріоритетне значення. В роботі показано, що у концентраціях 250 та 500 мкг/мл вторинні метаболіти Bacillus sp. затримують процес формування біоплівок усіма тест-штамами бактерій. Найважливіше значення має інгібування біоплівкоутворення таким збудниками, як S. aureus та P. аeruginosa. Саме вони найчастіше утворюють біоплівки в організмі людини  [Ciszek-Lenda et al., 2023 ]. Слід зазначити, що антибіоплівкова активність дуже рідко вивчається при дослідженні нових антимікробних засобів, тому  відомостей про здатність інгібувати процес формування біоплівок продуктами галотолерантних мікроорганізмів обмаль. Але є одна цікава публікація, в якій було встановлено інгібування плівкоутворення Pseudomonas aeruginosa та Streptococcus mutans метаболітами гало толерантних бацил,  та доведено один з механізмів цієї дії. Він повʹязаний з синтезом AHL-лактонази, яка руйнує гомосерин лактони, що є ауто індукторами системи міжклітинної комунікації у грам-негативних бактерій, активація якої необхідна для утворення біоплівок [El Aichar et al., 2022].  
Бактерії роду Bacillus  продукують численні  ліпопептидні  біосурфактанти [Zhu, 2019]. Найбільш відомим з них є сурфактин, що володіє  винятковою емульгуючою здатністю, та піноутворенням [Valentini, 2013].  Ліпопептиди бактеріального походження широко досліджуються з огляду на їх біотехнологічне застосування: вони можуть бути емульгаторами та стабілізаторами в харчовій промисловості, входити у рецептури в косметичній засобів, агентами біоконтролю у сільському господарстві, а також біодеградаційними та біоремедиаційними засобами в системі охорони навколишнього середовища [Roelants, 2019]. Виявлений у роботі високий рівень емульгувальної активності вторинних метаболітів  Bacillus sp. KE3 та Bacillus sp. KE7: 50% та 78%, відповідно, також може бути обумовлений наявністю в їх складі сурфактину та/або його аналогів. 
Важливою властивістю досліджених у роботі бацил є здатність до продукції позаклітинних протеаз.  Протеази є однією з найважливіших груп промислових ферменті з широким застосуванням, включаючи м'ясо переробку, виробництво мийних засобів, сироваріння, зневолосіння шкір, випічку, управління відходами та вилучення срібла [Gupta et al., 2002]. На мікробні протеази припадає приблизно 60% від загального обсягу продажів ферментів у світі. Підвищена продукція протеаз бацилами з Куяльницького лиману може бути повʹязана з активним синтезом ними поверхнево-активних сполук, оскільки показано, що сурфактин викликає модифікацію продуктивності ферментів [Godfrin et al., 2018].
Підводячи підсумки проведеному дослідженню можна визнати, що гало толерантні бацили Куяльницького лиману мають широкий потенціал біотехнологічного застосування.  Серед досліджених ізолятів бацил найбільші перспективи для подальшого вивчення має Bacillus sp. KE7, який виявився найефективнішим продуцентом вторинних метаболітів та екзопротеаз, які відрізняються високим рівнем біологічної активності. Також встановлено, що максимальна продукція досягається за присутності у середовищі 3% натрію хлориду. 
У подальших дослідження є доцільним встановити детальний склад вторинних метаболітів, та виявити найбільш ефективні речовини.


ВИСНОВКИ

1. Побудовано технологічну схему одержання біологічно активних продуктів, синтезованих штамами Bacillus sp. з Куяльницького лиману.

2. Відібрані три ізоляти бацил з найвищою продукцією вторинних метаболітів: Bacillus sp. KE3, Bacillus sp. KE7 та Bacillus sp. KE9.

3. Встановлена здатність вторинних метаболітів відібраних ізолятів бацил до пригнічення росту тест-штамів умовно-патогенних бактерій та формування ними  біоплівок. 

4. Доведена висока емульгувальна активність вторинних метаболітів Bacillus sp. з Куяльницького лиману. 

5. Показано, що Bacillus sp. KE3 та Bacillus sp. KE7 є активними продуцентами позаклітинних протеаз.

6. Визначено, що вміст у середовищі культивування 3% натрію хлориду є оптимальним для отримання найбільшої кількості вторинних метаболітів. Підвищенні вмісту NaCl до 12% призводить до суттєвого зменшення ефективності синтезу вторинних метаболітів та їх біологічної активності.

7. Доведено, що найбільш перспективним для поглибленого дослідження є Bacillus sp. KE7.
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