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Установлена способность продуцентов поверхностно-активных веществ (ПАВ) Acinetobacter calcoaceticus ІМВ 
В-7241, Rhodococcus erythropolis ІМВ Ас-5017 и Nocardia vacсinii IМВ В-7405 синтезировать внеклеточные фитогормо-
ны при культивировании на глицерине и этаноле. Концентрация ауксинов (84–140 мкг/л), цитокининов (3,5–364 мкг/л) 
и абсцизовой кислоты (0,9–3,6 мкг/л) зависела от природы источника углерода в среде культивирования штаммов 
и способа выделения (до или после экстракции ПАВ). 
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and Nocardia vaccinii IMV B-7405 to synthesize exocellular phytohormones was established. The concentration of auxin 
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Введение. Поверхностно-активные вещества (ПАВ) широко используются в различных отрас-
лях промышленности, в связи с чем спрос на синтетические ПАВ постоянно растет. Вместе с тем 
темпы развития биотехнологии на современном этапе и повышение внимания к сохранению 
окружающей среды обусловили большой интерес исследователей к микробным ПАВ как альтерна-
тиве химическим аналогам [1]. ПАВ микробного происхождения имеют ряд преимуществ перед 
синтетическими соединениями: биодеградабельность, стабильность свойств в широком диапа-
зоне рН и температуры, нетоксичность.

В последнее время в литературе стали появляться отдельные сообщения о том, что некоторые 
микроорганизмы в определенных условиях культивирования одновременно с ПАВ синтезируют 
и другие метаболиты (ферменты, бактериоцины, полисахариды, полигидроксиалканоаты) [2–6]. 
Так, в работе [2] авторы установили, что Bacillus subtilis SK.DU.4 образует два антимикробных 
пептида – бактериоциноподобный пептид и итуриноподобный липопептид. Комплекс ПАВ и бакте-



91

риоцина характеризовался более высокой антибактериальной и антифунгальной активностью, чем 
отдельные пептиды [2]. Авторы работ [2, 5] отмечают, что способность штаммов к синтезу комп- 
лекса метаболитов с различными биологическими свойствами значительно расширяет сферу их 
практического использования, в первую очередь в качестве эффективных антимикробных агентов.

Ранее из загрязненных нефтью образцов почвы нами были выделены нефтеокисляющие 
бактерии, идентифицированные как Acinetobacter calcoaceticus К-4 (IМВ В-7241), Rhodococcus 
erythropolis ЭК-1 (IМВ Ас-5017), Nocardia vaccinii K-8 (ІМВ В-7405), установлена способность 
штаммов синтезировать метаболиты с поверхностно-активными и эмульгирующими свойства-
ми, которые могут быть использованы в природоохранных технологиях и в качестве антимик- 
робных агентов [7–10]. 

В работе [10] нами установлено, что в некоторых случаях водная фаза, оставшаяся после экстрак-
ции ПАВ из супернатанта культуральной жидкости, активизировала рост клеток фитопатоген-
ных бактерий. Такие неожиданные результаты позволили предположить, что исследуемые нами 
штаммы-продуценты ПАВ кроме комплекса ПАВ синтезируют и другие биологически актив-
ные вещества, в частности фитогормоны.

Цель работы – исследовать синтез фитогормонов (ауксинов, цитокининов и абсцизовой кислоты) 
продуцентами ПАВ A. calcoaceticus IМВ В-7241, R. erythropolis IМВ Ас-5017 и N. vaccinii ІМВ 
В-7405.

Объекты и методы исследования. Объекты исследования – штаммы Rhodococcus erythropolis 
ЭК-1, Acinetobacter calcoaceticus К-4 и Nocardia vaccinii K-8, зарегистрированные в Депозитарии 
микроорганизмов Института микробиологии и вирусологии им. Д. К. Заболотного НАН Украи-
ны под номерами IМВ Ac-5017, IМВ В-7241 и IМВ В-7405 соответственно. 

R. erythropolis IМВ Ac-5017 выращивали в жидкой минеральной среде (г/л): NaNO3 – 1,3, 
MgSO4∙7H2O – 0,1, NaCl – 1,0, Na2HPO4 – 0,6, KH2PO4 – 0,14, FeSO4·7H2O – 0,01, рН 6,8–7,0. В ка-
честве субстрата использовали этанол в концентрации 1 % (по объему).

Для культивирования A. calcoaceticus IМВ В-7241 использовали питательную среду следую-
щего состава (г/л): (NH2)2CO – 0,35, MgSO4·7H2O – 0,1, NaCl – 1,0, Na2HPO4 – 0,6, KH2PO4 – 0,14, 
рН 6,8–7,0. В среду дополнительно вносили дрожжевой автолизат – 0,5 % (по объему) и раствор 
микроэлементов – 0,1 % (по объему) [9]. Источник углерода – этанол и глицерин в концентрации 
1 % (по объему).

Штамм N. vaccinii ІМВ В-7405 выращивали на синтетической питательной среде (г/л): NaNO3 – 
0,5, MgSO4∙7H2O – 0,1, СaCl2∙2H2O – 0,1, KH2PO4 – 0,1, FeSO4∙7H2O – 0,1, дрожжевой автолизат – 
0,5 % (по объему). Источник углерода и энергии – глицерин в концентрации 1,0 % (по объему).

В качестве инокулята использовали культуры в экспоненциальной фазе роста, выращенные 
на соответствующих жидких средах, содержащих 0,5 % (по объему) субстрата. Количество по-
севного материала (104–105 кл/мл) составляло 5–10 % от объема питательной среды. Культивиро-
вание бактерий осуществляли в колбах объемом 750 мл со 100 мл среды на качалке (320 об/мин) 
при 28–30 °С в течение 120 ч.

Фитогормоны определяли в супернатанте культуральной жидкости, а также в водной фазе, 
оставшейся после экстракции из супернатанта внеклеточных ПАВ смесью хлороформа и мета-
нола в соотношении 2:1 (смесь Фолча). Выделение ПАВ и определение их концентрации осу-
ществляли, как описано нами ранее [7–10]. Супернатант получали путем центрифугирования 
культуральной жидкости (5000 g) в течение 25 мин. 

Внеклеточные фитогормоны ауксины, цитокинины и абсцизовую кислоту (АБК) выделяли 
методом перераспределения фитогормонов в двух фазах растворителей, не смешивающихся 
между собой: этилацетате (для ауксинов и АБК), рН 3,0; н-бутаноле (для цитокининов), рН 8,0 [11]. 
Полученные экстракты упаривали под вакуумом при 40–45 °С, сухой остаток растворяли в эта-
ноле и использовали для физико-химического анализа фитогормонов.

Предварительную очистку и концентрирование фитогормонов проводили на пластинках с си-
ликагелем марки Silufol UV254 (Chemapol, Чехия) в смеси растворителей, применяемых последова-
тельно: хлороформ, 12,5 %-ный водный аммиак, этилацетат:уксусная кислота (20:1). Очищенные 
таким образом экстракты цитокининов, АБК и индольных соединений разделяли на пластинках 
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с оксидом алюминия и кремния (Merck, Германия), как описано в работе [12]. Количественное 
определение фитогормонов осуществляли с помощью сканирующего спектроденситометра 
«Сорбфил» (Россия), в качестве стандартов использовали синтетические фитогормоны фирм 
Sigma-Aldrich (Германия) и Acros Organics (Бельгия). Количество внеклеточных фитогормонов 
рассчитывали в мкг/л супернатанта.

Все опыты проводили в трех повторностях, количество параллельных определений в экспе-
риментах составляло от 3 до 5. Статистическую обработку экспериментальных данных прово-
дили, как описано ранее [7–10]. Различия средних показателей считали достоверными при уров-
не значимости р < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Известно, что фитогормоны являются важными регуляторами 
роста и развития растений [13–15]. Однако некоторые из них (например, представитель ауксинов – 
индолил-3-уксусная кислота, ИУК) были впервые выделены не из растений, а из мочи человека, 
а также дрожжей и грибов (цит. по [15]).

Образование фитогормонов является неотъемлемой составляющей взаимодействия между 
растениями и ассоциированными с ними микроорганизмами (симбионты, эпифиты, обитатели ри-
зосферы и ризопланы) [16–18]. Так, например, Azotobacter spp., Rhizobium spp., Pantoea agglomerans, 
Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas fuorescens, Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa образуют 
цитокинины, а большинство представителей рода Rhizobium синтезируют ИУК [19]. Образова-
ние ауксинов распространено у представителей свободноживущих и симбиотических цианобак-
терий [20]. Кроме того, синтез микроорганизмами гормонов-стимуляторов и ингибиторов может 
рассматриваться как фактор патогенности, поскольку фитопатогены способны образовывать эти 
соединения в сверхвысоких количествах, что приводит к нарушению гормонального статуса 
растения и возникновению ряда заболеваний [13, 21, 22]. Работа [23] является одной из первых, 
в которых исследовали роль и пути биосинтеза ауксинов у грамположительных фитопатогенных 
бактерий Rhodococcus fascians. Кроме ауксинов R. fascians синтезирует также и цитокинины 
[24]. Если синтез фитогормонов у фитопатогенных микроорганизмов, а также у стимулирующих 
рост растений бактерий объясняется их участием во взаимодействии с растениями [16–23], то фи-
зиологическая роль таких соединений у метанотрофов, дрожжей-сахаромицетов, непатогенных 
микромицетов до конца не выяснена [20]. Кроме того, в доступной литературе нам не удалось 
обнаружить информации об образовании фитогормонов продуцентами ПАВ. 

Т а б л и ц а  1.  Синтез фитогормонов 
при культивировании A. calcoaceticus ІМВ В-7241 

и R. erythropolis ІМВ Ac-5017 на этаноле

Фитогормоны
Концентрация, мкг/л

ІМВ В-7241 ІМВ Ас-5017

Ауксины:
индолил-3-уксусная кислота 24,9 81,1
индол-3-карбоксиловая кислота 24,9 –
индол-3-масляная кислота 51,0 –
индол-3-уксусной кислоты гидразид 3,4 3,1
индол-3-карбоксальдегид – –

Общее количество ауксинов 104,2 84,2
Цитокинины:

кинетин – –
зеатин 3,5 –
зеатин-рибозид – –
изопентенил-аденин – –
изопентенил-аденозин – –

Общее количество цитокининов 3,5 –
Абсцизовая кислота 1,3 3,6

П р и м е ч а н и е. «–» – не обнаружено. То же в табл. 2, 3.

Т а б л и ц а  2.  Образование фитогормонов 
при выращивании A. calcoaceticus ІМВ В-7241 

и N. vaccinii ІМВ В-7405 на глицерине

Фитогормоны
Концентрация, мкг/л

ІМВ В-7241 ІМВ В-7405

Ауксины:
индолил-3-уксусная кислота 14,3 –
индол-3-карбоксиловая кислота 12,1 –
индол-3-масляная кислота 95,6 139,9
индол-3-уксусной кислоты
гидразид – –
индол-3-карбоксальдегид – –

Общее количество ауксинов 122,0 139,9
Цитокинины:

кинетин 214,0 –
зеатин 42,2 –
зеатин-рибозид 96,3 –
изопентенил-аденин – –
изопентенил-аденозин 11,4 –

Общее количество цитокининов 363,9 –
Абсцизовая кислота 0,9 3,1
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Состав внеклеточных фитогормонов, синтезированных A. calcoaceticus ІМВ В-7241, R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 и N. vacсinii IМВ В-7405 на гидрофильных субстратах представлен в табл. 1, 2. 
Установлено, что штамм ІМВ В-7241 при культивировании на этаноле синтезировал более ши-
рокий спектр ауксинов, чем штамм ІМВ Ас-5017, образующий практически одну ИУК и следо-
вые количества ИУК-гидразида (табл. 1). 

Отметим, что оба штамма при выращивании на этаноле практически не синтезировали фи-
тогормоны цитокининовой природы (штамм ІМВ В-7241 образовывал только небольшие количе-
ства зеатина). Количество АБК, синтезированной обоими штаммами, также было невысоким 
(1,3–3,6 мкг/л).

В то же время при выращивании A. calcoaceticus ІМВ В-7241 на глицерине, в отличие от куль-
тивирования этого штамма на этаноле, наблюдали синтез как ауксинов, так и цитокининов, а уро-
вень синтеза АБК был практически одинаковым на обоих субстратах (0,9–1,3 мкг/л) (табл. 1, 2). 
При культивировании на глицерине N. vacсinii IМВ В-7405 образовывал только индол-3-масляную 
кислоту (139,9 мкг/л) и незначительные количества АБК (табл. 2). Таким образом, A. calcoaceticus 
ІМВ В-7241 синтезирует более широкий спектр фитогормонов, чем два других исследованных 
штамма. 

Суммарная концентрация ауксинов, синтезированных A. calcoaceticus ІМВ В-7241 на обоих 
субстратах, была практически одинаковой (104,2–122 мкг/л). Однако при выращивании на глице-
рине количество цитокининов, образуемых этим штаммом, было на два порядка выше, чем при 
выращивании на этаноле (363,9 и 3,5 мкг/л соответственно). Отметим, что концентрации фито-
гормонов ауксиновой природы, синтезированных A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и R. erythropolis 
ІМВ Ас-5017 на этаноле, существенно не отличались (84,3–104,2 мкг/л), как и концентрации обра-
зуемых на глицерине A. calcoaceticus ІМВ В-7241 и N. vacсinii IМВ В-7405 (122–139,9 мкг/л) 
(табл. 1, 2).

Таким образом, исследуемые штаммы, кроме внеклеточных метаболитов с поверхностно- 
активными и эмульгирующими свойствами, как установлено нами ранее [7–10], синтезируют 
и фитогормоны. Поскольку в таком случае возможно образование комплекса микробных метабо-
литов, то вполне вероятно, что в зависимости от способа выделения состав фитогормонов может 
быть различным. Поэтому на следующем этапе анализировали фитогормоны, выделенные из 
супернатанта до и после экстракции ПАВ N. vacсinii IМВ В-7405. 

Установлено, что после удаления ПАВ из супернатанта штамма IМВ В-7405 спектр ауксинов 
и цитокининов расширялся. Общая концентрация ауксинов, выделенных после экстракции ПАВ, 

Т а б л и ц а  3.  Качественный и количественный состав фитогормонов, синтезированных 
N. vaccinii ІМВ В-7405 на глицерине, до и после экстракции ПАВ

Фитогормоны
Концентрация, мкг/л

до экстракции ПАВ после экстракции ПАВ

Ауксины:
индолил-3-уксусная кислота – 17,8
индол-3-карбоксиловая кислота – 18,2
индол-3-масляная кислота 139,9 226,3
индол-3-уксусной кислоты гидразид – –
индол-3-карбоксальдегид – –

Общее количество ауксинов 139,9 262,3
Цитокинины:

кинетин – –
зеатин – 2,8
зеатин-рибозид – 22,5
изопентенил-аденин – –
изопентенил-аденозин – 4,5

Общее количество цитокининов – 29,8
Абсцизовая кислота 3,1 –

П р и м е ч а н и е.  Концентрация ПАВ, синтезируемых штаммом ІМВ В-7405, составляла 1,6 г/л.
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увеличивалась в 1,9 раза по сравнению с таковой до извлечения ПАВ (262,3 и 139,9 мкг/л соот-
ветственно). Отметим, что после экстракции ПАВ из супернатанта в нем не удалось обнару- 
жить АБК, однако были выявлены фитогормоны цитокининовой природы, хотя и в невысокой 
концентрации (29,8 мкг/л). Такие результаты могут быть обусловлены рядом факторов: образова-
нием комплексов фитогормонов с ПАВ, снижением эффективности экстракции фитогормонов 
в присутствии ПАВ, одновременной экстракцией смесью Фолча вместе с ПАВ некоторых фи- 
тогормонов (в частности, АБК). Выяснению этих вопросов и будет посвящена наша следующая 
работа.

Заключение. Таким образом, в результате проведенной работы впервые установлена способ-
ность продуцентов ПАВ синтезировать внеклеточные фитогормоны. Полученные данные являются 
подтверждением наших предыдущих выводов [10] о возможности реализации безотходной тех-
нологии с использованием A. calcoaceticus ІМВ В-7241, R. erythropolis ІМВ Ас-5017 и N. vacсinii 
IМВ В-7405, позволяющей получить в одном процессе микробные препараты с различными био-
логическими свойствами. Так, при извлечении препаратов ПАВ осажденные клетки могут быть 
использованы для очистки воды от нефти [7, 8], а полученный супернатант культуральной жид-
кости – для дальнейшего выделения ПАВ с антиадгезивными и антимикробными (в том числе 
и по отношению к фитопатогенным бактериям) свойствами [7, 10]. Учитывая, что в водной фазе, 
оставшейся после экстракции ПАВ, содержатся фитогормоны ауксиновой и цитокининовой при-
роды, ее можно использовать для стимуляции роста микроорганизмов и растений. 

Кроме того, полученные результаты указывают на необходимость проведения исследований 
по влиянию условий культивирования продуцентов на биологические свойства синтезированных 
целевых продуктов микробного синтеза.
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