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АНОТАЦІЯ
В рамках цієї роботи досліджувалась здатність бактерій роду Bacillus, котрі були ізольовані з води біля узбережжя Чорного моря в м. Одесі, синтезувати біосурфактанти, як клас екзометаболітів. Дослідження були проведені згідно експериментів по визначенню індексу емульгування і дроп-тесту. В якості досліджуваних параметрів оптимізації були обрані температура, рівень рН та ступінь аерації середовища. За допомогою індексу емульгування отримано результати рівня оптимізації.
Роботу викладено на 49 сторінках друкованого тексту, вона включає 5 таблиць та 10 рисунків. В роботі наведено посилання на 50 публікацій (1 кирилицею та 49 латиницею).
Ключові слова: біосурфактанти, Bacillus, оптимізація, умови культивування.

This work investigated the ability of Bacillus bacteria isolated from water near the Black Sea coast in Odesa to synthesise biosurfactants as a class of exometabolites. The study was carried out according to the experiments to determine the emulsification index and drop test. The temperature, pH level and degree of aeration of the medium were chosen as the optimisation parameters under study. The emulsification index was used to determine the level of optimisation.
	The paper is presented on 49 pages of printed text, includes 5 tables and 10 figures. The paper cites 50 publications (1 in cyrillic and 49 in latinic).
Key words: biosurfactants, Bacillus, optimisation, cultivation conditions.
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Більшість поверхнево-активних речовин наразі виробляють з нафтопродуктів. Втім, такі речовини погано розкладаються мікроорганізмами, є досить токсичними і відносно дорогими. Європейське природоохоронне законодавство та занепокоєння користувачів щодо впливу на довкілля зумовили розробку природних поверхнево-активних речовин (ПАР) [Zhou et al., 2020]. 
Попри те, що вивчення біосурфактантів розпочалося на початку 1960-х років, за понад шістдесят років досліджень цього класу біологічно активних речовин було досягнуто значних результатів. Завдяки чому цей клас природніх сполук набув стрімкої популярності? Ці сполуки здатні зменшувати поверхневу густину, використовуються як емульгатори, розчинники та поверхнево-активні речовини, але, на відміну від синтетичних аналогів, вони швидко розкладаються в навколишньому середовищі, є малотоксичними.  Екологічна перевага біосурфактантів полягає в тому, що вони виробляються бактеріями, що дає змогу виробляти їх у великих кількостях і різноманітного складу у відносно короткі терміни та на дешевих носіях. Серед іншого, цей клас поверхнево-активних речовин набув популярності в нафтопереробній, харчовій, фармацевтичній та косметичній галузях промисловості [Shekhar et al., 2014; Adiandri et al., 2023].
На даний час існує досить багато статей іноземних авторів, які показують зацікавленість світової біотехнологічної спільноти цими сполуками та потенціал для розробки і дослідження біосурфактантів. Нині поверхнево-активні речовини користуються великим попитом у всьому світі. Глобальний ринок поверхнево-активних речовин склав 30,64 млрд доларів США у 2016 році і, прогнозується, що до 2023 року він зросте до 4,2 млрд доларів США. Тоді як ринок біоповерхневих речовин у 2022 році становив понад 2,5 млрд доларів США і, як очікується, досягне 4,2 млрд доларів США до 2023 року (600 тис. тонн до 2024 року), при цьому ринок рамноліпідів зросте більш ніж на 10% [Global Markets Insights, 2023]. Попит на біологічно активні поверхнево-активні речовини є відносно новим, але швидко зростає, приваблюючи покупців своїми перевагами над звичайними ПАР, такими як здатність до біологічного розкладання, екологічністю та ефективністю [Liu et al., 2014].
За мету даної роботи було встановлено підвищення виходу біосурфактантів, досягнути якого можна через оптимізацію поживних середовищ, зокрема, джерел вуглецю та азоту. У цій роботі досліджено виробництво біосурфактантів чотирма раніше виділеними штамами бактерій роду Bacillus. Біосурфактанти, що продукуються кожним штамом, були протестовані на здатність кожного з чотирьох штамів впливати на міжфазний натяг у системах вода/масло.
Метою цього дослідження було оптимізувати умови культивування бактерій Bacillus sp. з Одеської акваторії для якомога більшого виходу біосурфактантів.
Згідно до мети були поставлені наступні задачі:
· оцінити здатність штамів бацил з Одеської акваторії до синтезу біосурфактантів;
· визначити штам-продуцент з найвищим виходом біосурфактантів;
· оптимізувати вихід біосурфактантів;
· запропонувати технологічну схему вивчення і оптимізації здатності бактерій до синтезу біосурфактантів в лабораторних умовах.

Об'єктом цього дослідження є біосурфактантна активність морських бактерій роду Bacillus. 
Предметом є оптимізація поверхневих і емульгуючих властивостей біосурфактантів морських бактерій роду Bacillus.
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[bookmark: _Toc153924338]1.1. Загальні відомості про біосурфактанти і їхні властивості
Поверхнево-активними речовинами (ПАР) називають речовини, які після введення в неоднорідне середовище самостійно концентруються на межі поділу фаз і зменшують поверхневий натяг, виявляючи при цьому активність на поверхні [Мчедлов-Петросян та ін., 2009]. За своєю природою поверхнево-активні речовини мають амфіфільні властивості та існують на межі поділу між полярними та неполярними фазами. Акумуляція речовин на границі поділу двох фаз призводить до зниження сил взаємного відштовхування між різними фазами, що значно спрощує процес поєднання та взаємної дії між ними [Moya et al. 2015]. Біосурфактанти володіють здатністю знижувати поверхневий натяг, який є показником вільної поверхневої сили на одиницю площі, що необхідна для переносу молекули з основної фази на її поверхню. Біологічно активні речовини мають певні фізико-хімічні характеристики, зокрема вони можуть підвищувати уявну розчиненість гідрофобних сполук у водному середовищі, формувати водно-вуглеводні емульсії та зменшувати їх поверхневий натяг [Desai et al., 1997].
Показником ефективності біосурфактанта є здібність знижувати поверхневий натяг води з 72 до 30 мН/м, що робить його цінним для застосування в різних біотехнологічних процесах [Fracchia et al. 2012]. Виявилося, що частина біосурфактантів, зокрема сурфактин і рамноліпіди, є навіть ефективнішими у здатності зменшити показник поверхневого натягу води [Fracchia et al., 2012]. Збільшення концентрації ПАР викликає зниження як міжфазного, так і поверхневого натягу, до досягнення критичної концентрації міцелоутворення в системі. Досягнення критичної концентрації міцелоутворення не призводить до подальших змін у міжфазних властивостях. Досягнення критичної концентрації міцелоутворення стимулює спонтанне об'єднання мономерів ПАР з утворенням міцел, везикул і ламел. Механізм утворення відбувається шляхом взаємодії полярних і неполярних груп амфіфільних молекул ПАР за участю гідрофобних, ван-дер-ваальсових і водневих зв'язків [Soberon et al., 2010].
Амфіфільні властивості мікроорганізмів дозволяють їм взаємодіяти як з полярними, так і з неполярними поверхнями, а також із зарядженими поверхнями, які утворюють перший шар і діють як змочувальні матеріали. У природі більшість мікроорганізмів поширені на межі розділу фаз [Markande et al., 2019]. Тому здатність біосурфактантів робить їх ідеальними біомолекулами, які можуть бути корисними в багатофазному середовищі.
Важливим параметром біосурфактанта, окрім критичної концентрації міцелоутворення, є також число гідрофільно-ліпофільного балансу (ГЛБ). Визначення цього показника визначається співвідношенням гідрофільної та гідрофобної частин молекули біосурфактанту. Рівень HLB визначає гідрофільну або ліпофільну природу речовини. Біосурфактанти мають поверхневу активність, що робить їх ефективними в якості емульгаторів, піноутворювачів і диспергаторів. Зокрема, під час визначення ефективності біосурфактантів беруть до уваги їхню здібність покращувати міжфазну взаємодію, сприяти стабілізації емульсій та визначають параметр HLB [Bustamante et al., 2012; Souza et al., 2014].
У природі більшість мікроорганізмів присутні в міжфазних шарах у вигляді мікробних агрегатів, які називаються "біоплівками". Бактеріальне змочування поверхні розділу за допомогою поверхнево-активних речовин є основним критерієм адгезії для комплексу гетерогенних біоплівок. Ці біоплівки, підсилені біологічно активними речовинами, широко використовуються для мікробіологічного підвищення нафтовіддачі [Geetha et al., 2018]. Але останнім часом також планується створення мікробних паливних елементів - де мікробна біоплівка забезпечує перенесення електронів, що призводить до виробництва біоелектроенергії [Zhang et al., 2017]. Амфіфільна природа біологічно активних речовин також дозволяє використовувати їх для боротьби з біоплівками. Повідомляється, що багато небажаних біоплівок, що утворюються на поверхнях, які становлять інтерес для людини (екологічних, промислових або навіть біомедичних), ефективно видаляються після використання біологічно активних речовин (іноді в поєднанні з фізичними методами, такими як промивання рідиною та механічне стирання, залежно від ступеня утворення біоплівки). Kiran et al. [2010] повідомляють про антибіоплівкову активність, яка перешкоджає патогенним бактеріям утворювати вторинну біоплівку [Kiran et al., 2010].
Багато широко вивчених біосурфактантів, таких як сурфактин, ітурин, рамноліпіди та фенгізин, мають антимікробну активність. Хоча існує низка біосурфактантів з протигрибковою, антибактеріальною та антигельмінтною активністю, нещодавні дослідження цієї активності в контексті повідомлень про поширену антибіотикорезистентність підвищили їхню популярність. Хоча біосурфактанти можуть мати певну ранозагоювальну активність, є повідомлення про використання біосурфактантів для доставки ліків до вогнищ інфекції, фармакологічне використання і навіть як допоміжні речовини для вакцин [Sandeep et al., 2017]. 
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Біосурфактанти класифікуються в залежності вiд походження, будови та молекулярної маси. Кожний біосурфактант має щонайменше одну гідрофобну і одну гідрофільну частини, що є причиною амфільних властивостей цих сполук. Гідрофобна частина зазвичай представляє собою молекули ненасичених або насичених жирних кислот, спиртів або алкалоїдів з довжиною ланцюга від 8 до 18 атомів карбону. Гідрофільний залишок може складатися з моно-ди-полісахаридів, кислот або пептидів. Стосовно гідрофільного залишку ПАР поділяються на катіонні, аніонні, амфотерні та неіоногенні. 
До біосурфактантів можна віднести сполуки з такою ж або більшою молекулярною масою (порівняно з їхніми хімічними аналогами). Величина молярної маси біосурфактантів варіюється у діапазоні від 500 до 1500 Да [Santos et al., 2016].
Продуцентами біосурфактантів можуть бути гриби та різні роди бактерій: Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus, Corynebacterium та інші. У подальшому фокус роботи робитиметься на дослідженнях біосурфактантів грампозитивних бактерій роду Bacillus відповідно до теми магістерської дипломної роботи [Adiandri et al., 2023; Perfumo et al., 2010]. 
Серед вторинних метаболітів, що утворюються ізолятами бактерій роду Bacillus, переважна більшість становить група ліпопептидів, що належать до трьох родин: ітуринів, фунгіцинів та сурфактинів.
Перевагами штамів Bacillus над іншими мікроорганізмами біологічного контролю є їх спороутворювальна здатність та стійкість до екстремальних умов у теплицях та на полях [Adiandri et al., 2023].

[bookmark: _Toc153924340]1.2.1. Ліпопептиди
Головним чином, синтез ліпопептидів здійснюється видами Bacillus, включаючи B. amyloliquifaciens KSU-109, котрий продукує сурфактин [Singh et al., 2011], та B. subtilis C9, котрий є активним продуцентом C9-BS при використанні дешевих поживних середовищ, зокрема нерафінованої рослинної олії, із активністю 0,097 г/л/год за оптимізованих умов синтезу.  Псевдомонади також відомі своїм виробництвом таких унікальних біосурфактантів [Kim et al., 1997; Bergey, 2009]. 
За нерибосомний синтез циклічних ліпопептидів відповідають NRPS (рибосомальна пептидсинтетаза) та PKS (полікетідсинтетаза). B. subtilis синтезує велику кількість антимікробних пептидів, які є або нерибосомальними, або рибосомальними та посттрансляційно модифікованими.
[bookmark: _gjdgxs]Зі зростанням бази даних унікальних ліпопептидів ведуться роботи з їх структурної класифікації. Ліпопептиди складаються з двох основних компонентів: гідрофобного ацильного хвоста і короткої лінійної гідрофільної олігопептидної послідовності. Гідрофільний компонент може бути циклічним олігопептидом, таким як сурфактин, або іншими варіантами. [Gutnick et al., 2011]. 

[bookmark: _Toc153924341]1.2.2. Сурфактини
Сурфактин А, найпотужніший біосурфактант, ідентифікований на сьогоднішній день, є циклічним ліпопептидом, синтезованим кількома штамами Bacillus subtilis. Відкриття сурфактину відбулося в B. subtilis [Rahman et al., 2008], а природні сурфактини містять різні ізоформи A, B, C і D, які відрізняються за складом пептидного компонента. Цей клас біосурфактантів загалом складається з 20 різних ліпопептидів, що відрізняються гідрофільними сегментами [Jacques et al., 2010].  
Він значно знижує поверхневий натяг води (до 27 мН/м) і міжфазний натяг, тим самим збільшуючи електростатичне відштовхування між краплями олії. Зниження міжфазного натягу на 83,26% до 4,21 ± 0,11 мН/м було задокументовано в дослідженні. Було також продемонстровано стабільність емульсії в діапазоні рН 6-9. Емульгуючі властивості поверхнево-активних речовин використовуються для ізоляції ксенобіотичних сполук, присутніх у забрудненому середовищі, підсилення їх біологічної деградації або спрощення видобутку нафти з карбонатних утворень. Не спостерігалося розшарування фаз або значної нестабільності емульсії при додаванні до 0,5М NaCl.
[bookmark: _30j0zll]Протягом останніх кількох років було відкрито кілька нових типів тензидів, які застосовуються в різних галузях промисловості [Yan et al., 2020].

[bookmark: _Toc153924342]1.2.3. Ітурини
Іншою категорією ліпопептидів є ітурини. Ітурини були отримані зі штаму Bacillus sp. wsm-1 під час дослідження S. Zhou (2020) щодо виділення бактерій з морського дна. На основі проведених досліджень було встановлено, що ітурини проявляють інгібуючий вплив на гриби Magnaporthe grisea, Fusarium solani, Colletotrichum fioriniae та інші [Zhou et al., 2020]. 
Порівняно з сурфактином, цей тип ліпопептидів майже не викликає гемолізу, проте зберігає істотні поверхневі властивості. Cozzolino [2020] встановлено, що ітурини володіють здатністю інгібувати Penicillium expansum, Botrytis cinerea та Alternaria, але проявляють лише мінімальну антибактеріальну дію [Cozzolino et al, 2020].  
[bookmark: _1fob9te]Ітуріни за будовою є циклічними гептапептиди з варіаціями у складі амінокислотних залишків між різними типами ліпопептидів. Власне, структура ліпопептиду складається з семи амінокислот: тирозину, аспарагіну, серину, глутаміну, проліну, глутамату і треоніну. Два залишки жирних кислот з довжиною ланцюга від 14 до 17 атомів вуглецю утворюють неполярну частину молекули. До першої амінокислоти приєднана жирна кислота, а циклізація індукується через амідний зв'язок між першою та останньою амінокислотами, подібно до сурфактину [Adiandri et al., 2023].

[bookmark: _Toc153924343]1.2.4. Фенгіцини
Циклічні ліпопептиди, що виробляються переважно бактеріями роду Bacillus, відомі як фенгіцини. В роботах дослідників [González-Jaramillo et al., 2017; Medeot et al., 2020] вивчали ці сполуки як ефективний засіб проти грибкових патогенів рослин. Крім фунгіцидних властивостей, ці сполуки можуть зменшувати розмноження Staphylococcus aureus [Mantil et al., 2019].
Структура фенгіцинів наступна: гідрофільна частина молекули складається з 10 амінокислотних залишків, пов'язаних із залишками β-жирних кислот. Ці ланцюги жирних кислот складаються з 14-18 атомів вуглецю і можуть бути насиченими або ненасиченими. Амідні зв'язки пов'язують різні ланцюги жирних кислот із залишками амінокислот. Виявлено циклізацію між фенольним бічним ланцюгом амінокислоти в третьому положенні та С-кінцем амінокислоти в десятому положенні. Ідентифіковано ліпопептид, подібний до фунгіцидів, відомий як плістатин. Відмінність між фенгіцинами та пліпастатинами полягає в положенні двох амінокислот. Плістатини можуть перешкоджати розвитку патогенних грибів, які чутливі до альтернативних біосурфактантів. Більше того, бактерії, здатні продукувати як пліпастатини, так і сурфактини, демонструють майже повне пригнічення росту патогенів [Heiko et al., 2021].

[bookmark: _3znysh7][bookmark: _Toc153924344]1.2.5. Курстакіни
Родина курстакінів, нова група ліпопептидів, була відкрита на початку 21 століття. Три молекули з цієї категорії біосурфактантів були знайдені у бактерії B. thuringiensis subs. Kurstaki HD-1.
Курстакіни мають особливу властивість: сприяти утворенню біоплівки або захищати від вродженого імунітету чи мікробіоти хазяїна, що сприяє розширенню бактеріальної популяції. Вважається, що вони мають потенціал руйнувати прокаріотичні та еукаріотичні біологічні мембрани, подібно до інших відомих ліпопептидів [Gélis-Jeanvoine et al., 2017; Maksimov et al., 2020]. 
Курстакіни належать до класу частково циклічних гептапептидів із жирнокислотним ланцюгом змінної довжини (11-13 вуглецевих атомів), пов'язаним з унікальною послідовністю через першу амінокислоту [Jacques et al., 2010, Geissler et al., 2019].
Хоча лоциломіцини зустрічаються і в інших видах бактерій, клас лоциломіцинів був вперше ідентифікований у бактерії B. subtilis 916. Це нове сімейство ліпопептидів. Вони мають антибактеріальну та обмежену протигрибкову активність. Крім того, лоциломіцини та ітурини мають значно нижчу гемолітичну активність, ніж сурфактини. Це свідчить про те, що це сімейство біосурфактантів може бути перспективним варіантом терапевтичних засобів. Наразі проводяться початкові дослідження цієї групи речовин [Pajčin et al., 2020]. До них належать пептиди з амінокислотами Thr, Gln, Asp, Gly, Asn, Asp, Gly, Tyr і Val. [Luo et al., 2015].
У роботі не розглядаються інші категорії ліпопептидів, такі як віскозини та амфізини, оскільки вони виробляються грамнегативними бактеріями або грибами.

[bookmark: _Toc153924345]1.3. Використання біосурфактантів в різних галузях
[bookmark: _Toc153924346]1.3.1. Нафтодобування
Використання біосурфактантів у нафтовій промисловості широко висвітлюється і застосовується на практиці [Varjani, 2021]. Багато мікробних продуктів можуть застосовуватися для цих цілей, а саме: біомаса, біополімери, біорозчинники та біосурфактанти. Біосурфактанти демонструють стабільно високі результати для видобутку нафти. Технологія по збільшенню видобутку нафти із свердловин може бути застосована двома способами - in-situ та ex-situ. При застосуванні методом in-situ в нафтову свердловину закачують потенційні мікроби або вибрані поживні речовини, після чого проводять фази ізоляції та заводнення відповідно. Під час фази ізоляції мікробне навантаження в колоні збільшується для підвищення видобутку нафти. У методі ex-situ мікробні продукти виробляються ззовні і закачуються в нафтову свердловину, що призводить до збільшення нафтовилучення [Geetha et al., 2018]. 

[bookmark: _Toc153924347]1.3.2. Фармацевтика
Біологічно активні речовини, завдяки своїй здатності перемішувати гідрофобні суміші, знаходять застосування у фармацевтичній промисловості. Повідомлялося, що вони можуть застосовуватися для доставки, змішування та формування лікарських засобів. Ohadi et al. (2020) повідомили про функції та застосування біологічно активних речовин як мікроемульсій в системі доставки ліків. Вони повідомили, що неоднорідність звітів і природа біосурфактантів потребують кращого аналізу для використання в якості вдосконаленої системи доставки ліків [Ohadi et al., 2020]. 

[bookmark: _Toc153924348]1.3.3. Сільське господарство
У сільському господарстві біосурфактанти довели свою ефективність у покращенні якості ґрунту та росту сільськогосподарських культур, боротьбі зі шкідниками та хворобами, а також у видаленні забруднювачів з ґрунту та води. Завдяки своїм властивостям біосурфактанти мають різноманітне застосування [Liu et al., 2019]. Вони можуть прискорювати біодеградацію забруднюючих речовин, тим самим покращуючи якість сільськогосподарських ґрунтів [Souza et al., 2014]. Біосурфактанти також мають антимікробну активність, що призводить до непрямої стимуляції росту рослин. Крім того, вони можуть сприяти взаємодії рослинно-мікробних симбіонтів, що, в свою чергу, приносить користь рослинам. Ці біосурфактанти мають потенціал для заміни хімічних аналогів та агресивних поверхнево-активних речовин, які наразі використовуються у виробництві пестицидів. Це пов'язано з тим, що природні ПАР слугують джерелом вуглецю для ґрунтових бактерій, не мають токсичної або мутагенної дії та мають високу швидкість розкладання. Софороліпіди, наприклад, можуть розкладатися на 90% в об'ємі протягом 30 хвилин [Sachdev et al., 2013].
Сучасне сільське господарство стикається з кількома проблемами, включаючи наявність органічних і неорганічних забруднювачів, які можуть викликати стрес у рослин. Для відновлення якості орних земель, що зазнали впливу вуглеводнів, важких металів або пестицидів, необхідно впровадити процес біоремедіації. Біосурфактанти можуть бути ефективно використані для зв'язування цих речовин і подальшого їх видалення [Akbari et al., 2018]. 
Біогенні поверхнево-активні речовини зазвичай застосовуються в сільському господарстві для покращення якості ґрунту [Mnif et al., 2016]. Основною перешкодою для включення біосурфактантів у промислове виробництво є їх обмежені виробничі потужності. Цю проблему можна вирішити шляхом оптимізації поживних середовищ та умов культивування. Необхідні додаткові дослідження для вивчення потенціалу використання агропромислових відходів для виробництва екологічно чистих поверхнево-активних речовин, які також можуть сприяти біодеградації вуглеводнів у ґрунті [Mnif et al., 2016; Liu et al., 2019].
До видів Bacillus spp. і Pseudomonas spp. належать так звані ризобактерії, що сприяють росту рослин, які виступають в якості "активного інгредієнта". Ці бактерії можуть або захищати рослини від хвороб, або сприяти росту рослин [Besset-Manzoni et al., 2018]. 
Дослідження вже продемонстрували, що ці бактерії живуть у біоплівках, а їхній спосіб дії залежить від різноманітних фізичних тригерів та мікробних метаболітів, таких як екскреція ліпопептидів.
	Щороку хвороби рослин, спричинені умовами навколишнього середовища або патогенними мікроорганізмами, призводять до значних втрат рослин у сільському господарстві. Щоб запобігти втраті врожаю від хвороб, дослідники вивчали можливість застосування біосурфактантів як альтернативи хімічним добривам завдяки їхньому екологічному, менш інвазивному та більш стійкому характеру [Campos et al., 2013]. 
Bacillus spp. приписують антагоністичні, інгібуючі, поширюючі та імуностимулюючі ефекти. Дослідження вже продемонстрували, що окремі сімейства ліпопептидів мають різні характеристики і, отже, відіграють різну роль у взаємодії з рослинами. Наприклад, сурфактину приписують багато властивостей, таких як антибактеріальна та протигрибкова дія. Інші впливи полягають у формуванні біоплівки, поширенні та сигналізації про хвороби рослин. Дії ітуріну полягають у поширенні та протигрибковій активності, а фенгіцин має протигрибкову активність, а також діє як сигнальна молекула для рослинних клітин. Cawoy et al. (2015) провели дослідження з метою оцінки протигрибкової активності ліпопептидів, синтезованих B. subtilis HC8, і виявили, що фенгіцин має найвищу протигрибкову активність. Штами, які не продукують ітурин, але продукують сурфактин і фенгіцин, а також штами, які не здатні продукувати жодного ліпопептиду, показали нижчу інгібуючу здатність. Результати показали, що ітурин є найбільш активним елементом, за яким йде фенгіцин. Повідомлялося, що сурфактин має синергічні ефекти, наприклад, підтримує колонізацію кореневих тканин і сприяє надходженню поживних речовин завдяки поверхневому змочуванню та мийним властивостям. Цей синергічний ефект сурфактину базується на його сильних поверхнево-активних властивостях, які спричиняють утворення біоплівки. Утворення біоплівки має важливе значення для поширення комах на тканинах рослин. Однак, хоча в цьому звіті вищу антимікробну активність продемонстрували ітурин і фенгіцин, сурфактину також приписують цей ефект через так званий детергентний вплив на мембрани. 
Dimkić [2017] використовували високоефективну тонкошарову хроматографію для розділення окремих ліпопептидних сумішей і тестування антимікробної активності проти P. syringae pv. aptata, Xanthomonas arboricola pv. juglandis і L. monocytogenes з використанням методу накладання на агар. Найефективнішою протигрибковою родиною виявилася родина ітуринових. Крім того, автори дійшли висновку, що антимікробна активність ітурину залежить від гомологів всередині родини [Dimkić et al., 2017]. Зони інгібування для гомологів сурфактину були досить низькими, що підтверджує гіпотезу про те, що сурфактин має синергічні ефекти і підтримує колонізацію рослин. Через важливість синергічних ефектів, які приносять користь рослинам, копродуценти сімейства ліпопептидів є дуже привабливими в аграрному секторі для захисту рослин від хвороб [Dimkić et al., 2017]. 
У нещодавньому дослідженні, проведеному Lemire [2018], було показано ефективність сурфактину для захисту пшениці до 70% від грибів Zymoseptoria tritici. Цікаво, що сам сурфактин не виявив жодної протигрибкової активності, але повідомлялося, що він стимулює залежні від саліцилової та жасмонової кислот сигнальні шляхи. Ці кислоти є важливими регуляторами захисту рослин від біотичних стресів. Також у дослідженні, проведеному Paraszkiewicz  [2017], ріст грибів був знижений для всіх протестованих штамів, які були єдиними продуцентами сурфактину; продуцентами сурфактину та ітуріну; а також копродуцентами сурфактину, ітуріну та фенгіцину. 
Харчова промисловість: широке використання хімічних поверхнево-активних речовин, особливо емульгаторів, може бути ефективно замінено екологічно чистими та безпечними для споживачів екологічно чистими поверхнево-активними речовинами мікробного походження. Завдяки своїй здатності утворювати стабільні емульсії, біосурфактанти можуть використовуватися як змочувачі або допомагати у змішуванні харчових матеріалів, можуть використовуватися як харчові добавки та консерванти завдяки своїй антимікробній активності, можуть використовуватися як миючі засоби та засоби проти біоплівок завдяки своїм поверхнево-активним властивостям. Потенційне використання біосурфактантів у харчовій промисловості було проаналізовано Gudina et al. (2020). 
Використання біоемульгаторів у харчовій промисловості пов'язане з їх основною здатністю утворювати емульсію харчових продуктів та їх можливостями у хлібопеченні. Емульгатори використовуються в хлібопеченні для покращення реологічних властивостей, водоутримуючої здатності, змішування інгредієнтів та обробки тіста. Вони використовуються в харчовій промисловості як ефективні добавки та консерванти [Gudina, 2020]. 
	Дослідження показують, що перетворення жирових відходів у біосурфактанти за допомогою бактерій Bacillus є життєздатною технологією виробництва [Drakontis et al., 2020]. Було продемонстровано, що біогенні поверхнево-активні речовини, вироблені за допомогою цього методу, можуть значно зменшити утворення біоплівки та усунути важкі метали. Видалення кадмію з овочів становило 73%, що свідчить про те, що ці поверхнево-активні речовини мають потенційне застосування в харчовій промисловості [Campos et al., 2013; Drakontis et al., 2020].

[bookmark: _Toc153924349]1.3.4. Медицина
Повідомляється, що багато біосурфактантів мають потенційне застосування в антимікробній (протималярійній, протигрибковій та антивірусній) та імуномодулюючій діяльності, діючи як адгезивні та антиадгезивні агенти, важливі ад'юванти для антигенів у вакцинах та генній терапії [Varjani et al., 2021b]. 
Повідомлялося про медичне застосування біосурфактантів для протипухлинної та протизапальної активності, а також як допоміжних речовин для вакцин та антиоксидантів. Біомедичне застосування біосурфактантів включає антимікробну та антибіоплівкову активність, загоєння ран, дерматологічні та покращені засоби для догляду за ротовою порожниною, протиракові засоби та системи доставки ліків [Yan et al., 2020]. Деякі з біосурфактантів, що вивчалися в цьому відношенні, є наступними: ліпопептиди - основними ліпопептидами, про які широко повідомляється про їх застосування в медицині, є сурфактин та ітурин А. Ці два ліпопептиди мають антибактеріальну, противірусну та протипухлинну активність, а також є імуномодуляторами специфічних токсинів та інгібіторами специфічних ферментів. Антимікробна та антибіотична активність інших біосурфактантів, таких як віскозин, віскозинамід, масетоліди A-H, циклічні депсипептиди, сфінголіпіди тощо, навіть проти видів Mycobacteiaum та Streptococcus, була вивчена недостатньо [Surfactants…, 2016].
Нещодавні дослідження продемонстрували антимікробну дію біосурфактантів, отриманих зі штамів Bacillus, проти різних антибіотикорезистентних бактерій, включаючи Acinetobacter baumannii, E. coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae і P. aeruginosa. Крім того, додаткове нещодавнє дослідження виявило антибактеріальні властивості біосурфактантів Bacillus amyloliquefaciens. Екстракти поверхнево-активних речовин демонструють антимікробні властивості проти ряду патогенних та умовно-патогенних мікроорганізмів, включаючи антибіотикорезистентні штами S. aureus та E. coli, а також патогенних дріждів Candida albicans. Цими дослідженнями вивчається медичне застосування біосурфактантів та їх численні активності, щоб розкрити можливості біосурфактантів як альтернативного терапевтичного методу для запобігання та лікування інфекцій або пригнічення патогенної мікробної адгезії в різних біомедичних застосуваннях. Значна частина досліджень біосурфактантів була зосереджена на ґрунтових бацилах. Однак дослідження морської мікробіоти дає багатообіцяючу можливість виявити нові біосурфактанти, які мають потужну протиракову активність завдяки різноманітним механізмам дії та мішеням [Drakontis et al., 2020].

[bookmark: _Toc153924350]1.3.5. Екологія
Біосурфактанти, завдяки своїм амфіпатичним властивостям, можуть утворювати стабільні міцели і, таким чином, підвищувати доступність вуглеводнів і сирої нафти для біодеградації; покращувати стан ґрунту та очищення води [Geetha et al., 2018]. Також повідомлялося, що біосурфактанти впливають на хмарні опади шляхом зміни поверхневого натягу крапель води. Повідомлялося, що біосурфактанти є важливими факторами деградації ксенобіотиків у бентичних організмах [Markande et al., 2014].  Повідомлялося, що біосурфактанти з різноманітних хмарних мікроорганізмів змінюють поверхневий натяг аерозолю, що призводить до зміни режиму випадання опадів. Біосурфактанти широко використовуються для покращення стану ґрунту шляхом посилення біоремедіації і можуть розглядатися як сучасний підхід до розвитку нано-біотехнологій для очищення ґрунту та води [Varjani, 2017; Schultz et al., 2020]. Schultz (2020) описали екстремофільні мікроорганізми, що продукують біосурфактанти, та біосурфактанти, вироблені мезофілами, стійкими до екстремальних умов. Серед інших застосувань біосурфактантів - використання їх як стабілізаторів при утворенні наночастинок та для загального очищення. Вони також вивчаються на предмет необхідних параметрів для утворення емульсій, мікроемульсій та наноемульсій. Природні та синтетичні поверхнево-активні речовини застосовуються в медицині залежно від шляхів введення, а також у косметичних засобах та харчових емульсіях. Geissler (2019) повідомляють, що найбільш вивчений біосурфактант - сурфактин - не матиме широкого застосування в осяжному майбутньому без подальших біотехнологічних удосконалень. Хоча до цього часу були отримані різні варіанти сурфактину, стабільний і надійний процес з високим виходом досі не реалізований [Geissler et al., 2019]. 
Виробництво ліпопептидних поверхнево-активних речовин, таких як сурфактин, залежить від стану диференціації (фізіологічного стану спороношення) цієї бактерії та її здатності синтезувати вторинний метаболіт. Припускають, що збільшення промислового використання біосурфактантів може бути досягнуто шляхом покращення штамів відомих продуцентів шляхом рекомбінації та мутації або шляхом оптимізації субстрату та ефективної багатоступеневої подальшої обробки чи оптимізації реактора. Використання підсилювачів, наночастинок, спільне виробництво, іммобілізація продуцентів та використання біоплівкових реакторів для регенерації, як повідомлялося, сприяють покращенню та економізації промислового виробництва біосурфактантів [Marcelino et al., 2020]. 
Незважаючи на велику кількість доступних звітів про біохімічну та геномну характеристику біосурфактантів, точних структурних даних не вистачає. В останніх звітах перераховані зусилля в рамках сучасного сценарію зеленого синтезу (хімічної трансформації/синтезу) біосурфактантів з використанням хімічної та біологічної інженерії. Необхідні міждисциплінарні дослідження, що охоплюють методи секвенування геному та інструменти біоінформатики, а також концепції синтетичної біології, що використовують біосинтетичні шляхи та метаболічну інженерію для отримання нових біосурфактантів, що можуть мати біотехнологічне застосування [Drakontis et al., 2020]. 


[bookmark: _Toc153924351]2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
[bookmark: _2et92p0][bookmark: _Toc153924352]2.1. Методика отримання штамів бактерій з морської води
Проби води відбиралися біля одеського узбережжя Чорного моря у період із грудня 2021 по січень 2022 року, Були обрані наступні місця відбору проб: біля порту (N1.1., N1.2., N1.3.), дачі Ковалевського (N2.1., N2.2., N2.3), дому Павлових (N3.1., N3.2., N3.3.). відповідно до позначень у дужках відбиралось по 3 проби морської води з кожного з трьох місць. 
У лабораторії проводився розсів води на поживне середовище МПА (МПБ 15 г/л, агар-агар 15 г/л) на чашки Петрі. Далі здійснювалась інкубація в термостаті при 37 о С впродовж 72 годин. Після інкубації із колоній робилися мазки, які фарбували за Грамом та Ожешко для ідентифікації приналежності колонії до грампозитивних бактерій, виявлення бацилярної форми та можливостей до спороутворення. Мазки досліджувалися під оптичним мікроскопом з імерсійним об'єктивом.
[bookmark: _tyjcwt]Для нарощування культур бактерій роду Bacillus обрані колонії розсівали у м'ясо-пептонний бульйон в пробірках об'ємом 5 мл. Далі пробірки із середовищем пастеризували протягом 30 хвилин при температурі 80 °C. Після цього суміш охолоджували до кімнатної температури і інкубували при 37 °C у термостаті протягом 48 годин. Від отриманих колоній бактерій, відбирали 0,1 мл суспензії і висівали на чашки Петрі з м'ясо-пептонним агаром. Після цього чашки Петрі інкубували до моменту отримання чистої культури бактерій. 

[bookmark: _Toc153924353]2.2. Тестування на поверхневі властивості
Для аналізу біосурфактантної активності культури бактерій їх вирощували у середовищі LB (зі складом: дріжджовий екстракт 5 г/л, NaCl 10 г/л, триптон 10 г/л) з кінцевим рН 7,5. Для визначення цієї активності проводили дроп-тест і тест на емульгування для представників роду Bacillus.
У дроп-тесті використовували 1 мл 24-годинної бактеріальної культури з оптичною густиною 0,6 OD (600 нм), що інокулювали в середовище мінеральних солей (зі складом: K2HPO4 1,8 г/л, NH4Cl 4,0 г/л, MgSO4⋅7H2O 0,2 г/л, FeSO4⋅7H2O 0,01 г/л, NaCl 30,0 г/л, pH 7,0 ± 0,2) з додаванням соняшникової олії 1,0 г/л. Систему інкубували протягом 48 годин, після чого на поверхню мікроскопа наносили мінеральне масло, а 250 мкл культурального супернатанту (клітини відокремлювали центрифугуванням при 8000g протягом 5 хв) поміщали на вкриту маслом поверхню. Результат був визначений через 1 хвилину, вважаючи його позитивним у разі збільшення діаметра краплі на 1 мм. Також був проведений паралельний експеримент з дистильовою водою як негативним контролем.
Нижче наведена технологічна блок-схема проведення дослідження культури у рамках дроп тесту.
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Рис 1. Технологічна схема визначення поверхневої активності біосурфактантів за допомогою дроп-тесту
[bookmark: _3dy6vkm][bookmark: _Toc153924354]2.3. Тестування на емульгуючі властивості
Тестування на емульгуючі властивості визначалося за індексом емульгування (ЕІ24). Для проведення цього тесту, 2 мл 24-годинної бактеріальної культури з оптичною густиною 0,6 OD (600 нм) безклітинного супернатанту (клітини відокремлювали центрифугуванням при 8000g протягом 5 хв) додають до 2 мл соняшникової олії і струшують протягом 2 хвилин до однорідного перемішування. Оцінка емульгуючої активності проводиться через 24 години, і результат розраховується за вказаною формулою:


Для кращого розуміння методики отримання значень була побудована схема визначення індексу емульгування (EI24, %) (рис. 2).
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Рис 2. Технологічна схема визначення поверхневої активності біосурфактантів за допомогою індексу емульгування (EI24, %).
Для дослідження впливу температури, рівня рН та аерації на біосрфактантну активність використовувався метод попарного тестування. 
Кожен з трьох факторів мав три різних рівні: для температури – 25, 30 та 37 °С, для рН – 6,0 (слабко-кисле), 7,0 (нейтральне) та 8,0 (слабко-лужне), а для рівня аерації – відсутнє, 150 об\хв та 200 об\хв. Загалом, це призвело до 27 можливих комбінацій, які потрібно було протестувати.
Щоб зменшити кількість необхідних тестів, був використаний метод попарного тестування. Для цього використовувався онлайн ресурс «https://pairwise.teremokgames.com/». Стовпчики у програмі були позначені відповідними факторами, а їх значення вписувалися в однаковій послідовності від більшого до меншого. Застосовувався алгоритм "Generate Pairwise". Отриманий набір комбінацій був інтегрований у дослідження у форматі Excel.


[bookmark: _Toc153924355]3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
[bookmark: _Toc153924356]3.1. Технологічна схема оптимізації культури бактерій задля підвищення біосурфактантної активності
Послідовність етапів вивчення синтезу біосурфактантів виділеними штамами бактерій Bacillus sp., яка схематично описана нижче у вигляді технологічної схеми, була наступною (рис. 3).
 (
Визначення здатності до емульгування якісно за допомогою дроп тесту 
Визначення здатності до емульгування кількісно за допомогою індексу емульгування
Відбір перспективних культур для подальшої роботи
Постановка експерименту з оптимізації виходу біосурфактантів
Отримання значень індексу емульгування для кожного сценарію
Оцінка покращення емульгуючої здатності
)
Рис. 3. Технологічна схема вивчення і оптимізації здатності бактерій до синтезу біосурфактантів в лабораторних умовах

За такою схемою тестували рівень синтезу біосурфактантів  за різних умов: температури, рН та аерації.

[bookmark: _Toc153924357]3.2. Дослідження за методикою попарного аналізу
Метод попарного аналізу є стратегією в комбінаториці, що використовується для ранжування або вибору серед групи альтернатив. Цей метод полягає в порівнянні альтернатив по дві одночасно, де особа приймає рішення, визначаючи виграшну альтернативу в парі або їхню рівність.
Процес попарного порівняння полягає у порівнянні одних альтернатив з усіма іншими альтернативами в парах. За наявності n альтернатив існує n(n−1)/2 можливих порівнянь. Під час порівнянь особа ранжує альтернативи, визначаючи, яка має вищий рейтинг.
Попарне ранжування використовується для визначення загального рейтингу альтернатив чи вибору найкращої комбінації. Цей процес повторюється з різними парами альтернатив до завершення всіх можливих порівнянь. Результати попарних ранжувань об'єднуються для отримання остаточного рейтингу або виявлення найбажанішої альтернативи [Hnasen et al, 2009]. 
Метод попарного аналізу є надзвичайно корисним для спрощення та підвищення точності процесу прийняття рішень. Його ефективність виходить з того, що загальний рейтинг альтернатив формується тільки тоді, коли відомі всі попарні рейтинги, при умові, що ці рейтинги взаємно узгоджені. Але це не стосуується ситуацій, коли складність методу буде впливати на його точність [Belton et al., 2002].
Зараз відзначають тенденцію до застосування гнучких методів у розробці біотехнологічних продуктів, технологій та процесів. Це дозволяє подолати обмеження проекту та значно підвищує цінність продукту. В цьому контексті методи тестування, зокрема попарне тестування, активно адаптуються для досліджень з метою досягнення високої якості при мінімізації зусиль. Попарне тестування спрямоване на перевірку численних комбінацій вхідних даних, використовуючи скорочений набір тестових випадків, що оцінює лише всі можливі пари. Цей підхід базується на гіпотезі, що більшість дефектів є одномодовими або двомодовими, і виявився успішним в розробці біотехнологічних препаратів [Cassiano et al., 2014].
Для відбору оптимальних тестових випадків використовують два різних підходи: ортогональні масиви та алгоритми генерації пар, такі як allPairs [Saaty et al., 2009].
Ортогональний масив володіє властивістю, що в будь-яких двох його стовпцях містяться всі можливі попарні комбінації значень. Це дає можливість легко створювати попарні тестові випадки, просто асоціюючи значення з кожного стовпця з можливими значеннями для кожної змінної.
Якщо порівнювати 2 підходи, використання ортогональних масивів надає "збалансований" розподіл тестових випадків, оскільки всі пари перевіряються однакову кількість разів. Однак, складні сценарії із великою кількістю змінних роблять використання цього методу майже неможливим, через використання великих масивів [Black, 2016; Saaty et al., 2009].
allPairs в свою чергу може генерувати попарні тестові випадки для будь-яких складних сценаріїв. Навіть за відсутності "збалансованості" його тестові випадки фактично перевіряють всі можливі пари, що є ключовою метою цього методу. Проте досі відсутні наукові дослідження, що вичерпно порівнюють ефективність одного підходу з іншим [Cassiano et al., 2014].
Попарний аналіз є методом систематичної комбінаторики тестів, де для кожної можливої пари вхідних параметрів системи перевіряються всі унікальні комбінації цих параметрів. Методика базується на статистичному припущенні, що для виявлення більшості дефектів системи або для отримання достовірних результатів щодо оптимальної комбінації факторів у біодеградації достатньо перевірити усі можливі значення пар вхідних параметрів.
Для проведення попарного аналізу використовується алгоритм усіх пар або ортогональні масиви, що ґрунтуються на теоретичних дослідженнях в області алгоритмів дискретної математики та латинських квадратів [Black, 2016].
Для правильного застосування методу потрібно було виконати кілька етапів:
1. Визначити функціональність перевірки і розділити її на компоненти (функції, сценарії) — наприклад, температуру, кислотність та аерацію (рис. 4).
2. Вивчити кожну функцію і виокремити значення всіх параметрів, такі як температура (25, 30, 37 °C), рН (6, 7, 8), аерація (відсутня, 150 об/хв, 200 об/хв).
3. Застосувати алгоритм, який оптимізує кількість тестів для повного перебору всіх можливих пар [Kuhn et al., 2004].
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Рис. 4. Прикладне застосування методики PairWise для максимізації виходу біосурфактантів

Цей метод має обмежену область застосування та невелику гнучкість в різних випадках, особливо при наявності багатьох залежностей між параметрами. Однак, не дивлячись на це, він допомагає прискорити дослідження та досягти ефективних результатів. Результати алгоритму доступні за посиланням "https://pairwise.teremokgames.com/" .
Завдяки методики PairWise вдалось скоротити число варіантів сценаріїв експерименту з двадцяти семи до дев’яти. Ці дев’ять комбінацій є найбільш унікальні пари, які дозволяють найбільше оптимізувати процес дослідження без значної втрати у точності (табл. 1).
[bookmark: _Toc153924358]
3.3. Оптимізація виходу біосурфактантів

	Внаслідок застосування методики для максимізації виходу біосурфактантів, описаної у попередньому розділі, нами було отримано наступний перелік сценаріїв (Табл. 1).
Таблиця 1
Список сценаріїв до перевірки, згенерований за допомогою алгоритму попарного аналізу PairWise
	Номер сценарію
	Температура °С
	pH
	Аерація об\хв

	1
	25
	6
	0

	2
	25
	7
	100

	3
	25
	8
	200

	4
	30
	7
	200

	5
	30
	8
	0

	6
	30
	6
	100

	7
	37
	8
	100

	8
	37
	6
	200

	9
	37
	7
	150



Під час дослідження відібраних зразків морської води із одеського узбережжя Чорного моря були виявлені культури B. subtilis N1.1 (з припортової зони), B. subtilis N1.3. (з припортової зони), B. subtilis N2.2. (з дачі Ковалевського), B. subtilis N3.1. (з дому Павлових), які в подальшому аналізувались на біосурфактантну активність.
За результатами дроп-тесту отриманих культур бактерій виявились позитивними тільки три з чотирьох: B. subtilis N1.1., N1.3., N2.2. Був зроблений  висновок, що метаболіти певних трьох штамів можуть знижувати поверхневий натяг рідин. 
Після дроп-тесту був проведений кількісний аналіз на здатність до емульгування рідин — індекс емульгування, за яким припортові штами мали більший вихід біосурфактантів у порівнянні із штамом із такої локації, як «дім Павлових».
Загалом, культури, отримані з області порту, виявили вищу емульгуючу активність у порівнянні із штамами, отриманими з інших джерел. Отримані результати вказали, що B. subtilis N1 та B. subtilis N2 можуть виділяти більші обсяги біосурфактантів, або їхні біосурфактанти можуть створювати більш стійкі емульсії (рис. 5). Це може бути пов'язано з більшою забрудненістю водойми біля морського порту, що спричинило розвиток мікроорганізмів з більшою здатністю до деградації вуглеводнів.
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Рис 5. Рівень емульгуючої здатності біосурфактантів культур Bacillus sp.
Дані по визначенню індексу емульгування для кожного вилученого штаму показано у наступній таблиці (Табл. 2):
Таблиця 2
Дослідження факторів оптимізації біосурфактантної активності  морськими штамами бацил
	Культура
	Дроп-тест
	%EI

	B. subtilis N1.1.
	+
	71± 2.7

	B. subtilis N1.3.
	+
	67± 2.5

	B. subtilis N2.2.
	+
	57± 1.6

	B. subtilis N3.1.
	-
	50± 2.7



Для оптимізації умов культивування задля збільшення виходу біосурфактантів морськими штамами бактерій роду Bacillus досліджувались фізичні параметри, а саме температура (в градусах Цельсія), рівень рН та аерація суспензії (обертів на хвилину). 
Найпродуктивніші штами бактерій, які були визначені у попередніх дослідженнях, обрані для подальшої оптимізації процесу синтезу біосурфактантів, а саме B. subtilis N1.1., B. subtilis N1.3., B. subtilis N2.2.
Досліджено, що оптимальна комбінація факторів включає температуру 37 градусів Цельсія, рН 7,0 та аерацію при 150 обертань на хвилину. Це чітко проілюстровано у наступному описі результатів. 
Подібні параметри синтезу відзначалися Ferdausi Ali та іншими авторами, які в своїй роботі виявили такі ж самі показники температури для збільшення ефективності біосинтезу біоПАР [Ferdausi Ali et al., 2021].
Результати для штаму B. subtilis N1.1. показано у таблиці 3:

Таблиця 3
Вплив температури, рН і аерації на ефективність біосинтезу біосурфактантів B. subtilis N1.1. (похибка ±5%)
	Комбінація факторів оптимізації
	EI24, %

	B. subtilis N1.1. 25 °C pH 6,0 0 об\хв
	25,4

	B. subtilis N1.1. 25 °C pH 7,0 150 об\хв
	43,7

	B. subtilis N1.1. 25 °C pH 8,0 200 об\хв
	30,2

	B. subtilis N1.1. 30 °C рН 8,0 0 об\хв
	43,5

	B. subtilis N1.1. 30 °C pH 8,0 200 об\хв
	44,1

	B. subtilis N1.1. 30 °C pH 6,0 150 об\хв
	39,6

	B. subtilis N1.1. 37 °C pH 8,0 150 об\хв
	58,2

	B. subtilis N1.1. 37 °C pH 6,0 200 об\хв
	56,7

	B. subtilis N1.1. 37 °C pH 7,0 150 об\хв
	74,4



	Можемо побачити з результатів, що найбільше повпливало на вихід біосурфактантів саме значення pH, за ним значення температури і тільки потім швидкість ротації. Оптимальним значенням для максимізації виходу біосурфактантів є наступні: pH = 7, температура = 37 °С, і швидкість ротації 150 об\хв (рис. 6).



Рис. 6. Вихід біосурфактантів штаму B. subtilis N1.1.  за різних значень температури, рН та швидкості ротації

Результати для штаму B. subtilis N1.3. показано у таблиці 4. 
За штамом B. subtilis N1.3. можна побачити аналогічну тенденцію до штаму B. subtilis N1.1., але можна помітити, що на даний штам меншою мірою впливає pH середовища, але все одно цей параметр має вирішальне значення на вихід біосурфактантів. 

Таблиця 4
Вплив температури, рН і аерації на ефективність біосинтезу біосурфактантів B. subtilis N1.3. (похибка ±5%)
	Комбінація факторів оптимізації
	EI24, %

	B. subtilis N1.3. 25 °C pH 6.0 0 об\хв
	28,2

	B. subtilis N1.3. 25 °C pH 7.0 150 об\хв
	40,5

	B. subtilis N1.3. 25 °C pH 8.0 200 об\хв
	32,9

	B. subtilis N1.3. 30 °C рН 8.0 0 об\хв
	40,3

	B. subtilis N1.3. 30 °C pH 8.0 200 об\хв
	40,9

	B. subtilis N1.3. 30 °C pH 6.0 150 об\хв
	38,4

	B. subtilis N1.3. 37 °C pH 8.0 150 об\хв
	58,0

	B. subtilis N1.3. 37 °C pH 6.0 200 об\хв
	56,5

	B. subtilis N1.3. 37 °C pH 7.0 150 об\хв
	71,2



Загалом ідеальні параметри для отримання найбільшої біосурфактантної активності залишаються такими ж як і у штаму B. subtilis N1.1. (рис. 7).

Рис. 7. Вихід біосурфактантів штаму B. subtilis N1.3.  за різних значень температури, рН та швидкості ротації

Результати дослідження штаму B. subtilis N2.2. представлено у таблиці 5.
	Таблиця 5
Вплив температури, рН і аерації на ефективність біосинтезу біосурфактантів B. subtilis N2.2. (похибка ±5%)
	Комбінація факторів оптимізації
	EI24, %

	B. subtilis N2.2. 25 °C pH 6.0 0 об\хв
	17,6

	B. subtilis N2.2. 25 °C pH 7.0 150 об\хв
	30,5

	B. subtilis N2.2. 25 °C pH 8.0 200 об\хв
	21,9

	B. subtilis N2.2. 30 °C рН 8.0 0 об\хв
	29,1

	B. subtilis N2.2. 30 °C pH 8.0 200 об\хв
	30,5

	B. subtilis N2.2. 30 °C pH 6.0 150 об\хв
	27,7

	B. subtilis N2.2. 37 °C pH 8.0 150 об\хв
	47,8

	B. subtilis N2.2. 37 °C pH 6.0 200 об\хв
	45,7

	B. subtilis N2.2. 37 °C pH 7.0 150 об\хв
	60,8



За штамом B. subtilis N2.2. можна побачити аналогічну тенденцію до попередніх штамів. Загалом ідеальні параметри для отримання найбільшої біосурфактантної активності залишаються такими ж, як і у штаму B. subtilis N1.1. (рис. 8).

Рис. 8. Вихід біосурфактантів штаму B. subtilis N2.2.  за різних значень температури, рН та швидкості ротації
Хоч і штам був вилучений з іншого місця узбережжя, але завдяки тому, що рух водних мас інтенсивніший взимку, коли проводився забір зразків морської води, не можна виключати, що штам імовірно був занесений із припортової зони узбережжя.
Для наочної демонстрації результатів отриманих досліджень дані будуть показані у вигляді гістограм по трьох основних параметрах. 
Виходячи з оптимальних умов, було проведено додаткове тестування культури задля кращої оптимізації умов культивування найперспективнішого штаму, B. subtilis N1.1. Оскільки було помічено, що значення індексу емульгування при pH=8 було трохи вищим при pH=6 і виходячи з цього емпіричним шляхом було підібрано більш точніший рівень pH, тестуючи рівень індексу емульгування при зміні pH на 0,2 при інших рівних показниках.
Завдяки цьому вдалось досягти максимуму емульгування при pH = 7,2 (рис. 9).


Рис. 9. Вихід біосурфактантів штаму B. subtilis N1.1.  за різних значень рН при температурі 37°С та швидкості ротації 150 об/хв
І також оптимізовано температуру, протестувавши значення індексу емульгування у діапазоні +-1 з кроком 0,5 при інших рівних показниках. За яким найкращий результат було отримано при температурі 37,5 °С (рис. 10).

Рис. 10. Вихід біосурфактантів штаму B. subtilis N1.1.  за різних температури при рН=7,2 та швидкості ротації 150 об/хв

Отже, за умов pH = 7,2, швидкості обертання 150 об/хв і температури 37,5 °С було отримано найбільше значення індексу емульгування на рівні 78,6%.
Виходячи з отриманих даних можна зробити висновок про однорідність паттерну відповіді трьох отриманих штамів бактерій роду Bacillus на вплив трьох обраних показників: температури, pH і швидкості обертання. Але у кожного зі штамів є свої особливості у впливі певного фактору, але загалом за впливом pH>температури>швидкості ротації отримані висновки співпадають з висновком дослідників Liu et al. [2014], Moshtagh et al. [2018], які в результаті своїх експериментів довели, що, як мінімум на вплив виходу біосурфактантів бактерій роду Bacillus відтворюється наступна послідовність факторів за впливом на вихід даного класу вторинних метаболітів [Liu  et al., 2014; Moshtagh et al., 2018].
	При обговоренні рівня рН слід відзначити, що, подібно до інших систем кислот і лугів, біологічні макромолекули виступають як кислоти та луги, здатні віддавати та приймати протони. Відзначимо, що через розмір цих молекул вони часто включають кілька різних груп, які можуть взаємодіяти з протонами, замість взаємодії однієї такої групи. Таким чином, ми розглядаємо макромолекули як сукупність кислотних та лужних груп, а не окремі кислоти та луги. Ці кислотні та лужні групи виконують роль слабких кислот і лугів, і їхні значення кислотної дисоціації визначають ступінь дисоціації групи в залежності від рН системи. Таким чином, зміни рН навколо макромолекули визначатимуть, які групи є протонованими, а які ні, і це, в свою чергу, впливатиме на властивості молекули. Це особливо важливо для ферментів, які виступають як білки-каталізатори важливих біологічних реакцій. Більшість ферментів працюють ефективно лише в певному діапазоні рН. Згідно зі статистичним аналізом, рівень рН визнано ефективним фактором розпаду фенолу, що може бути пов'язано з його впливом на стимуляцію ферментативної активності, транспорт та розчинність поживних речовин [Khleifat et al., 2016].
Було показано, що аерація середовища, яка сильно впливала на ріст, регулювала синтез біосурфактантів клітиною-продуцентом. Низька або висока аерації призводять до зниження виходу біосурфактантів. Швидкість перемішування є визначальним фактором у змішуванні водної та олійної фаз, а також у масообміні кисню в культурах. Таким чином, швидкість перемішування може впливати на вироблення біосурфактанту штамом, сприяючи змішуванню фаз та/або адекватній швидкості перенесення кисню для більш ефективного вироблення біосурфактантів, що було також показано іншими дослідниками [Durval et al., 2018].
	На мою думку, не вдалось спостерегти значної відмінності у властивостях штамів, бо, хоч проби води і відбирались з різних місць узбережжя м. Одеси, але місця були у рамках одного міста і через постійне перемішування водних мас бактеріальна композиція буде залишатися подібною. 
	Але якщо розбирати відмінності у оптимальних умовах культивування на більш детальному рівні – можна побачити, що бактерії, отримані із зразків води припортової зони мали більший потенціал максимізації виходу біосурфактанту, бо, навіть за умов дотримання міжнародних норм, рівень забруднення вуглеводнями припортової зони буде вищим, ніж в зонах, куди не заходять судна. Завдяки частішим викидам вуглеводнів у воду відбулась позитивна селекція бактеріальних штамів, які мали більшу здатність до утилізації вуглеводнів. Також можна зробити висновок, що саме з припортової зони вдалось виділити два з трьох штамів бактерій роду Bacillus, які володіють здатністю до синтезу біосурфактантів, що свідчить, що саме в цій зоні більше бактерій, які здатні їх виділяти, що додатково підтримує висновок про позитивну селекцію штамів, які здатні використовувати вуглеводні у якості джерела вуглецю.
	Найкращою комбінацією факторів, які впливали на синтез біосурфактантів була наступна: pH = 7,2, температура = 37,5 °С, і швидкість ротації 150 об\хв. Ці значення приблизно співпадають із даними дослідників, які також займалися оптимізацією умов культивування бактерій роду Bacillus. Для подальшої оптимізації середовища вбачається також використання такого тесту, як ANOVA, який дозволить більш чітко дати відповідь наскільки кожен фактор впливає на біосурфактантну активність.
	В майбутніх роботах можна застосовувати ці дані при вивченні нових параметрів оптимізації (наприклад, склад поживного середовища), включення більшого числа штамів до аналізу в тому числі не тільки морських задля порівняння відповіді на різні параметри умов культивування на вихід бісурфактантів, а також в промисловості для виготовлення очищувальних систем місць розливу нафтопродуктів. 


[bookmark: _4d34og8][bookmark: _17dp8vu][bookmark: _Toc153924359][bookmark: _Toc153924360]УЗАГАЛЬНЕННЯ
Біосурфактанти стали привабливими мікробними продуктами в біотехнологічній промисловості, що розвивається, завдяки своїм перевагам над синтетичними поверхнево-активними речовинами з точки зору екологічної стійкості, глобальної охорони здоров'я та занепокоєння промисловості щодо виробництва екологічно чистих товарів. Амфіфільна структура біо ПАР з гідрофільними та гідрофобними фрагментами дозволяє цим молекулам відігравати ключову роль в емульгуванні, піноутворенні, мийних властивостях та диспергуванні нафти, що є бажаними характеристиками в різних галузях промисловості [Shekhar et al., 2014].  
Завдяки широкому спектру застосувань цих сполук тема оптимізації є актуальною. Зараз хімічні ПАР, хоч і мають низку недоліків, але є дешевшим аналогом біосурфактантів, тому дослідження оптимальних умов культивування є ключовою проблемою, над якою працюють безліч науковців [Geetha et al., 2018]. Були обрані саме бактерії роду Bacillus, бо на даний момент цей рід бактерій є однією з найперспективніших груп мікроорганізмів, продуцентів нових груп біосурфактантів, які мають різні спектри властивостей, які знаходять своє використання у галузях, зазначених раніше [Liu et al., 2014]. 
Цим дослідженням були визначені оптимальні умови, а саме pH, температура, та аерація поживного середовища задля максимізації біосурфактантної активності виділеними штамами бактерій роду Bacillus з води Чорного моря.
Напочатку дослідження оцінювали здатність до синтезу біосурфактантів у чотирьох штамів B. subtilis, виділених з акваторії Одеської затоки. Виражений синтез біосурфактантів демонстрували три штами, а саме - B. subtilis N1.1., B. subtilis N1.3., B. subtilis N2.2.  
При порівнянні властивостей даних штамів для подальших досліджень було обрано штам B. subtilis N1.1, хоча не вдалось спостерегти значної відмінності у властивостях штамів, бо, хоч проби води і відбирались з різних місць узбережжя м. Одеси, але місця були у рамках одного міста і через постійне перемішування водних мас бактеріальна композиція буде залишатися подібною. 	Але якщо розбирати відмінності у оптимальних умовах культивування на більш детальному рівні – можна побачити, що бактерії, отримані із зразків води припортової зони мали більший потенціал максимізації виходу біосурфактанту, бо, навіть за умов дотримання міжнародних норм, рівень забруднення вуглеводнями припортової зони буде вищим, ніж в зонах, куди не заходять судна.
 Саме на прикладі штама B. subtilis N1.1 оптимізували умови культивування морських бацил з акваторії Чорного моря для найкращого виходу біосурфактантів. 
Порівнювали наступні параметри: рН, швидкість обертів (аерація культури) та температуру. 
Значення pH мало вирішальний вплив на біосурфактантну активність, наступним фактором була температура і наприкінці  - ступінь аерації середовища. 
[bookmark: _2s8eyo1]Найкращою комбінацією параметрів для біосинтезу біосурфактантів стали 37,5 С°, pH 7,2 та аерація при 150 об/хв, що власне корелює з дослідженнями, проведеними іншими авторами [Liu  et al., 2014; Moshtagh et al., 2018]. Значення pH мало вирішальний вплив на біосурфактантну активність, наступним фактором була температура і наприкінці  — ступінь аерації середовища. 
Запропоновано технологічну схему вивчення і оптимізації здатності бактерій до синтезу біосурфактантів в лабораторних умовах.
В майбутніх роботах можна застосовувати ці дані при вивченні нових параметрів оптимізації (наприклад, склад поживного середовища), включення нових виявлених штамів, а також в промисловості для задоволення різноманітних виробничих потреб.
[bookmark: _3rdcrjn]ВИСНОВОК
1. З чотирьох досліджених штамів бацил, виділених з акваторії Одеської затоки, виражений синтез біосурфактантів демонстрували три штами, а саме - B. subtilis N1.1., B. subtilis N1.3., B. subtilis N2.2.  
2. Продуцентом з найбільшим виходом біосурфактантів після проведеної оптимізації був штам B. subtilis N1.1. з максимумом індексу емульгування 78,6%.
3. [bookmark: _26in1rg]Визначено оптимальні умови культивування отриманого штаму, а саме pH = 7,2, швидкості обертання 150 об/хв і температури 37,5 °С.
4. Запропоновано технологічну схему вивчення і оптимізації здатності бактерій до синтезу біосурфактантів в лабораторних умовах.

5. 
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Ky IbTHEYBatHs GakTepiity cepenorHmi LB 37°C,
24r0n

THOKysmist 1 M Ky TBTypH3 0,6 OD (600 BM) y
CepeIOBHINe MiHepaTBbHHX CoMef Ha 48 oI

BixGip cycnersiiy npoipky Epindorf

Lertpuyrysaza 8000 06/XB IPOTATOM 5 XB

'PO2MIIeHHS 250 MKT Ky TBTy PATBHOTO
CyNepHaTaHTy i 100 MKT MiHepaTBHOTO MacTa Ha
TIpe/IMeTHe CKI0 MPOTATOM 1 XB

BH3HAeRNA HATBROCT GioCy pdaKTanTi 3a
PpoaMipo kpam
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Ky IbTHEY BatHs GakTepilt y cepexopHmi LB 37°C,
24r0n

THOKy s 1 M Ky T6TypH3 0,6 OD (600 BM) y
cepeIOBHIIIe MiHepaThbHHX collelf Ha 48 rox

BixGip cycnersiiy npoipky Epindorf

U

Lertpuyrysaza 8000 06/XB IPOTATOM 5 XB

U

J{OXIABAHES 2 MI Ky TBTY ATHOTO Cy IEPHATARTY
10 2 M CORSIIHAKOBOT O | CTpyIIyBaHmS
IDOTArOM2 XB

Tlicis 24 roinKy Garii siMatH pesyTsTaTH i
THepepaxoBysaTH ik 3a pOpMyI0K0





