
 

УДК  631.461 (477.63) ©
К. В. Лаврентьєва, Н. В. Черевач, А. І. Вінніков  

 
ФІЗІОЛОГО-БІОХІМІЧНІ ОСОБЛИВОСТІ ШТАМІВ 
ҐРУНТОВИХ ФОСФАТМОБІЛІЗУЮЧИХ БАКТЕРІЙ 

 
Дніпропетровський національний університет ім. О. Гончара 

Проведено ідентифікацію двох штамів ґрунтових бактерій, здатних до мобілізації слаб-
корозчинного трикальційфосфату. На основі аналізу морфологічних, культуральних та фізіо-
лого-біохімічних ознак штам Б5 віднесено до виду Pseudomonas putida, а Т1 – до виду Entero-
bacter dissolvens. 
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ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ШТАММОВ ПОЧВЕННЫХ 

ФОСФАТМОБИЛИЗИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ 
Проведена идентификация двух штаммов почвенных бактерий, способных к мобилиза-

ции малорастворимого трикальцийфосфата. На основании анализа морфологических, культу-
ральных и физиолого-биохимических признаков штамм Б5 отнесен к виду Pseudomonas putida, 
а Т1 – к виду Enterobacter dissolvens. 
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OF SOIL BACTERIA STRAINS SOLUBILIZING TRICALCIUM PHOSPHATE 
It was identified of soil strains, mobilizing insoluble tricalcium phosphate. On the basis of mor-

phologic, cultural, physiologic and biochemical properties one of these strains (Б5) was related to 
Pseudomonas putida and the other (Т1) – to Enterobacter dissolvens. 
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Проблема фосфору – одна з головних у землеробстві, оскільки він є одним із найважли-

віших елементів живлення рослин (Гуляев, 2004). У ґрунті фосфор знаходиться у важкодосту-
пних для рослин мінеральних та органічних сполуках (Pradhan, Sukla, 2005). Тому розробка 
агроприйомів, які сприяють його мобілізації і раціональному використанню, особливо важлива 
для України. Це обумовлено перш за все дефіцитом для рослин розчинних сполук фосфору в 
ґрунті, а також малою кількістю в країні сировини для виготовлення фосфорних добрив. Вирі-
шити цю проблему можна за допомогою біопрепаратів на основі фосфатмобілізуючих бактерій 
(Рой, 2001).  

Метою роботи було дослідження морфологічних, культуральних та фізіолого-
біохімічних властивостей штамів фосфатмобілізуючих бактерій, здатних до розчинення слаб-
корозчинного трикальційфосфату і перспективних для створення біодобрив. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 
Об´єктами дослідження слугували штами Т1 та Б5 із колекції культур фосфатмобілізую-

чих бактерій, здатних до розчинення трикальційфосфату, виділених нами із різних типів ґрун-
тів Дніпропетровської області. З метою встановлення їх родової та видової належності прово-
дили ідентифікацію за вимогами 8-го та 9-го видань Визначника бактерій Бергі з використан-
ням морфологічних, культуральних та фізіолого-біохімічних ознак (Определитель бактерий 
Берджи, 1997; Краткий определитель бактерий Берги, 1980).  

Морфологія. Форму клітин вивчали при мікроскопії фіксованих та пофарбованих препа-
ратів у світловому мікроскопі, переглядаючи добові та 7-добові культури, вирощені на м’ясо-
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пептонному агарі (МПА) та елективному середовищі Менкіної (Рой, 2001). Фарбування за 
Грамом проводили, використовуючи найбільш поширений варіант методу в модифікації Хуке-
ра (Практикум по микробиологии, 1976). 

Культуральні ознаки. Колонії мікроорганізмів описували через три доби інкубації при 
температурі 28 0С на МПА та на елективному середовищі з Са3(РО4)2. Наявність пігменту ви-
значали візуально. 

Фізіолого-біохімічні ознаки. Проведено вивчення 55 фізіолого-біохімічних ознак віді-
браних штамів. Здатність синтезувати каталазу, ліпазу, лецитиназу, утворювати індол, аміак, 
рости при температурах 37 0С, 41 0С, 4 0С, рости на агарі з сахарозою (мукоїдний ріст), нако-
пичувати β-гідроксиполібутират, гідролізувати казеїн та крохмаль, утворювати ацетилметил-
карбінол (ФП-тест) досліджували за загальноприйнятими методами (Практикум по микробио-
логии, 1976). Здатність синтезувати пігменти (піоцианін та піовердин), ферменти – уреазу, 
дезоксирибонуклеазу, гідролізувати желатин, використовувати різні речовини як джерела вуг-
лецю, утворювати сірководень на TSI-агарі та редукуючі речовини із сахарози, відновлювати 
нітрати до нітритів, розщеплювати глюкозу в аеробних та анаеробних умовах (O/F тест), зни-
жувати рН менше ніж 4,2 у середовищі з глюкозою (проба з метиловим червоним), утворювати 
β-галактозидазу (ОНПГ-тест) вивчали за Герхардтом (Методы общей бактериологии, 1984). 
Крім того, вивчали здатність синтезувати аргініндегідролазу, лізиндекарбоксилазу, фенілала-
ніндезаміназу, оксидазу, орнітиндекарбоксилазу (Методы почвенной микробиологии и биохи-
мии, 1980); використовувати валін, аланін, аргінін, тартрат, малонат, оксалат, сукцинат, ацетат, 
малат, фумарат, рости на агарі Симонса з цитратом (Методы почвенной микробиологии и био-
химии, 1980, Справочник по микробиологическим .., 1982). 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
Морфологія. Клітини обох штамів незалежно від часу культивування фарбувалися за 

Грамом негативно, були рухомими, не утворювали спор. 
Мікроскопія 24-годинних культур, вирощених на МПА, показала, що клітини штаму Б5 

мали вигляд прямих середніх за розміром паличок із округлими кінцями, розташованих по-
одиноко, штаму Т1 – тонких прямих поодиноких паличок. 

Культуральні ознаки. Форму та властивості колоній вивчали на елективному середовищі 
з Са3(РО4)2 та на МПА. При вирощуванні на МПА штами утворювали округлі колонії розміром 
2-3 мм з гладенькою блискучою поверхнею, рівним краєм. Колонії штаму Т1 мали жовтувато-
білий колір, а колонії штаму Б5 характеризувалися наявністю жовто-зеленого флуоресціюючо-
го пігменту. При вирощуванні на елективному середовищі штам Т1 утворював непрозорі глян-
цеві колонії діаметром 1-1,5 мм, тістоподібної консистенції з рівним краєм, а штам Б5 – точко-
ві, прозорі глянцеві колонії водянистої, рідкої консистенції з рівним краєм.   

Фізіолого-біохімічні ознаки. Значна частина ознак була ідентичною для обох штамів 
(табл. 1–5). Вони добре росли на МПА при температурах 28 0С і 37 0С та при 28 0С на середо-
вищі із цитратом Сімонса, утворювали аміак, відновлювали нітрат; синтезували каталазу та  
 

Таблиця 1 
Фізіолого-біохімічні ознаки фосфатмобілізуючих бактерій 
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T1 + – – – – – + – – + + + + + – – 

Б5 – – + – + – + – + – + – – – + + + – – – 

Примітка .  «+» – позитивна реакція, «–» – негативна реакція. 
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орнітиндекарбоксилазу, як джерело вуглецю використовували етанол, ацетат, малат, сукцинат, 
фумарат; утворювали кислоту з глюкози, арабінози, ксилози та галактози, а штам Т1 катаболі-
зував ці вуглеводи ще й з утворенням газу. Штами не росли при температурі 4 0С на МПА, не 
утворювали індолу та сірководню на TSI-агарі, не накопичували β-гідроксиполібутирату, не 
здійснювали денітрифікації, як джерело вуглецю не використовували тартрату та оксалату, не 
гідролізували крохмалю, не синтезували ферментів: фенілаланіндезамінази та ліпази. Тести – 
гідроліз желатини, казеїну та проба з метиловим червоним – були негативними для обох штамів. 

Друга частина ознак штамів відрізнялась: ріст на МПА при температурі 41 0С спостеріга-
вся в штамі Т1. На відміну від нього Б5 проявляв оксидазну, дезоксирибонуклеазну активності 
та утворював відновлюючі речовини із сахарози. Штам Т1 був позитивним, а Б5 – негативним 
за такими ознаками: використання сахарози, рафінози, дульцитолу, інозитолу, сорбітолу, α-
метил-Д-глюкозиду, саліцину, лактози, мальтози, трегалози, манітолу як джерело вуглецю,  
синтез лецитинази, ФП-тест, О/F-тест, ОНПГ-тест. Штам Т1 утворював уреазу та аргініндегід-
ролазу, а Б5 – лізиндекарбоксилазу та аргініндегідролазу. Для штаму Б5 були поставлені дода-
ткові тести. Він утворював піовердин, як джерело вуглецю використовував L-валін, L-аргінін, 
β-аланін, не потребував органічних факторів росту та не утворював піоцианін. 

 
Таблиця 2 

Синтез ферментів досліджуваними штамами бактерій 
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Т1 – + + – – + + – – – + + + – – 
Б5 + + – – + + + – + – – – – – 

Примітка .    «+» – позитивна реакція; «–» – негативна реакція. 

Таблиця 3 
Використання органічних кислот як єдиного джерела вуглецю 

Органічні кислоти 
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Т1 – + + – + + + 
Б5 – + + – + + + 

Примітка .    «+» – позитивна реакція;   «–» – негативна реакція.  
 

Аналіз морфологічних, культуральних та фізіолого-біохімічних ознак досліджених культур 
показав, що штам Т1 може бути віднесений до роду Enterobacter, виду dissolvens на підставі та-
ких характеристик: він був факультативним анаеробом; активно рухався при вирощуванні в 
МПБ; в аеробних та анаеробних умовах катаболізував глюкозу та інші вуглеводи з утворенням 
кислоти і газу; давав позитивну реакцію на ацетилметилкарбінол; не синтезував оксидазу, дезо-
ксирибонуклеазу, лізиндекарбоксилазу, фенілаланіндезаміназу ліпазу; утворював аргініндегідро-
лазу, орнітиндекарбоксилазу, сірководень та індол. Штам Б5, який утворював флуоресціюючий 
пігмент; в аеробних умовах розщеплював глюкозу, арабінозу, ксилозу, манітол; активно рухався 
при вирощуванні в МПБ; характеризувався дихальним метаболізмом; синтезував аргініндегідро-
лазу, оксидазу; не накопичував полі-β-гідроксібутирату, не здійснював денітрифікацію, не давав 
росту на МПА при температурі 41 0С, віднесено до роду Pseudomonas, виду putida. 
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Таблиця 4 
Використання вуглеводів як єдиного джерела вуглецю 
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Т1 к, г к, г к, г к, г к, г к, г к, г к, г к, г к, г 
Б5 к – – – – – к к к – 

Примітка . «+» – позитивна реакція; «–» – негативна реакція; «г» – газоутворення; «к» – кис-
лотоутворення 
 

З літературних джерел відомо, що фосфатмобілізуючі бактерії зустрічаються серед бага-
тьох систематичних груп. Серед грамнегативних бактерій, здатних до розчинення неорганічних 
фосфатів, описані бактерії родів Achromobacter (Токмакова, 1997), Azotobacter, Erwinia (Ivanova, 
Bojinova, Nedialkova, 2006), Xanthobacter, Kluyvera (Phosphate solubilizing microorganisms .., 2000), 
Acetobacter, Arthrobacter (Phosphate solubilizing bacteria .., 2006), Azospirillum, Rhizobium, Bradyr-
hizobium (Storkanova, 1999). Але найбільшу фосфатмобілізуючу активність по відношенню до 
трикальційфосфату встановлено у бактерій родів Pseudomonas (Сидоренко, 2002, Pseudomonas 
cepacia .., 1999) та Enterobacter (Мікробні препарати .., 2004, Пархоменко, 2003). 

 
Таблиця 5 

Використання спиртів в якості єдиного джерела вуглецю 
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Примітка . «+» – позитивна реакція; «–» – негативна реакція; «г» – газоутворення; «к» – кис-
лотоутворення 

 
У попередніх дослідах нами встановлено, що досліджені штами Pseudomonas putida за 5 

днів, а Enterobacter dissolvens за 1 добу культивування розчиняли відповідно 66 % та 57 % три-
кальційфосфату при його початковій концентрації в середовищі 5 г/л. Ці показники є досить 
високими, щоб розглядати досліджені штами як перспективні для створення біодобрив.  

ВИСНОВКИ 
У результаті ретельного моніторингу штамів – представників ґрунтової мікрофлори, ви-

ділено та відібрано найбільш активні культури, здатні до мобілізації слабкорозчинного трика-
льційфосфату. На основі аналізу морфологічних, культуральних та фізіолого-біохімічних ознак 
штам Б5 віднесено до виду Pseudomonas putida, a Т1 – до виду Enterobacter dissolvens.  
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