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вПлив наФталіну та його ПоХідниХ на Чутливість 
CANDIDA PSEUDOTROPICALIS 44Пк до триХотеценовиХ 

мікотоксинів

Наявність у зерні та зернових продуктах Т-2 токсину та НТ-2 токсину визначають 
біоавтографічним методом або диск-дифузійним методом із використанням Candida pseudo-
tropicalis 44 пк. З метою підвищення чутливості методу до складу поживного середовища для 
C. pseudotropicalis 44 пк вносили Т-2 токсин, нафталін, 1-нафтол, 2-нафтол, 1-нафтилацетат, 
2-нафтилацетат, 1-нафтиламін і 1-нітрозо-2-нафтол. Додавання будь-якої з досліджених сполук, 
за винятком Т-2 токсину, призводило до потенціації токсичної дії Т-2 токсину та НТ-2 токсину. 
Внесення у середовище 1-нафтилацетату у концентрації 0,16 мг/мл дало змогу підвищити чутливісті 
біоавтографічного методу в 5 разів до Т-2 токсину та у 10 разів до НТ-2 токсину. Модифікований 
біоавтографічний метод дозволяє виявити від 10 нг Т-2 токсину та від 100 нг НТ-2 токсину. Синергізм 
трихотеценових мікотоксинів та похідних нафталіну підвищує ризик виникнення негативних ефектів 
при одночасній дії цих сполук на живі організми.

Ключові слова:  Candida pseudotropicalis 44 пк, біоавтографія, Т-2 токсин, НТ-2 токсин, 
нафталін, 1-нафтилацетат, синергізм.

Методи токсикологічного аналізу, що базуються на використанні чутливих організмів, 
є незамінним інструментом контролю якості зерна і зернових продуктів. Під токсичністю 
речовини розуміють ступінь її несумісності з життям. На відміну від фізико-хімічних 
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та імунологічних методів аналізу, які використовуються для дослідження відповідних 
характеристик речовин, біопроби дозволяють виявляти саме токсичність. Найбільш 
істотним недоліком, що часто є причиною звуження області застосування біологічних 
тестів, є відносно низька, порівняно з фізико-хімічними й імунологічними методами, 
чутливість [20]. Тому важливим етапом у розробці біологічних методів є пошук і селекція 
організмів, чутливих до даної групи токсичних речовин. Підвищити чутливість тест-
організмів можна шляхом зміни умов культивування, що призводить до зниження 
їх стійкості до токсинів. У ряді випадків цього можна досягти внесенням у поживне 
середовище додаткового токсичного фактору. Наприклад, органічні розчинники 
(ацетонітрил, диметилсульфоксид, етанол, метанол, ізопропанол) підвищують чутливість 
Vibrio harveyi до кадмію, ртуті і цинку [22], додавання до інкубаційного середовища 
сульфатів вважають перспективним методом підвищення чутливості ціанобактерій 
до мікроцистину-LR [26], а 100-кратне підвищення чутливості Clostridium butyricum до 
метронідазолу викликається включенням до складу середовища цієї самої речовини [19].

Ключова роль у забрудненні зернових продуктів належить мікотоксинам [11, 13]. 
В Україні значно поширені трихотеценові мікотоксини (ТТМТ) типу А – Т-2 токсин і 
НТ-2 токсин [7, 8]. Мікроорганізми, що використовуються як лабораторні тест-об'єкти в 
біологічних методах аналізу, відрізняються за чутливістю до цих мікотоксинів, межі якої 
варіюють від 10 нг/мл для Kluyveromyces marxianus [15] до 1 мг/мл для Chlorella pyrenoidosa 
[18]. Штами дріжджів, яким властива висока чутливість, знайшли широке застосування 
при створенні практичних біологічних методів детекції трихотеценових мікотоксинів 
[13, 15]. В Україні затверджено біоавтографічний метод визначення 12,13-трихотеценових 
мікотоксинів типу А, який базується на застосуванні у ролі тест-організму чутливого штаму 
C. pseudotropicalis 44 пк [5]. Метод дозволяє виявляти від 50 нг Т-2 токсину на пластинці 
для тонкошарової хроматографії, що відповідає 20–40 мкг/кг зерна або комбікорму, але 
характеризується досить низькою чутливістю до НТ-2 токсину – 1000 нг і вище (400–
800 мкг/кг).

Чутливість дріжджів до трихотеценових мікотоксинів залежить від таких умов 
середовища, як температура, тип і концентрація джерела вуглецю, наявність кисню, 
початкова концентрація клітин у посівному матеріалі тощо [24, 25]. Здається цікавим 
вивчення ефекту наявності додаткових токсичних речовин у складі середовища для росту 
дріжджів при ідентифікації ТТМТ.

У даній роботі досліджували вплив Т-2 токсину, нафталіну та деяких його похідних 
(1-нафтолу, 2-нафтолу, 1-нафтилацетату, 2-нафтилацетату, 1-нафтиламіну і 1-нітрозо-2-
нафтолу) на чутливість C. pseudotropicalis 44 пк до Т-2 токсину і НТ-2 токсину.

матеріали і методи. Мікроорганізми. Штам Fusarium sporotrichioides 2m-15, депонований 
у колекції культур мікроорганізмів Науково-дослідного інституту антибіотиків 
(м. Москва, вул. Нагатинська, 3-а). Штам C. pseudotropicalis 44 пк, депонований у колекції 
дріжджеподібних організмів Кіровоградського відділення Інституту експериментальної та 
клінічної ветеринарної медицини (м. Кіровоград, 316004, вул. Карла Лібкнехта, 92-а).

Одержання мікотоксинів. Т-2 токсин одержували з екстракту вирощеної на зерні 
культури F. sporotrichioides 2m-15 методом адсорбційної колонкової хроматографії [3]. 
НТ-2 токсин одержували методом лужного гідролізу Т-2 токсину шляхом змішування 
метанольного розчину Т-2 токсину з водним розчином аміаку [4]. Утворення продуктів 
реакції контролювали методом тонкошарової хроматографії у системі етилацетат/ацетон 
(4:1, об/об). З реакційної суміші НТ-2 токсин екстрагували хлороформом і очищали за 
методом розподільної колонкової хроматографії на оксиді алюмінію.

Приготування поживного середовища. Контрольне поживне середовище містило 1,5 % 
сухого агару і 50 % ячмінного сусла; сусло отримували з ячмінного солоду, як описано ра-
ніше [1]. З метою підвищення чутливості методу до поживного середовища вносили роз-
чини Т-2 токсину, нафталіну, 1-нафтолу, 2-нафтолу, 1-нафтилацетату, 2-нафтилацетату, 
1-нафтиламіну або 1-нітрозо-2-нафтолу в етанолі або ацетоні. 1-нафтилацетат та 
2-нафтилацетат одержували шляхом ацетилування 1-нафтолу та 2-нафтолу оцтовим ан-
гідридом у лужному середовищі й очищали дворазовою перекристалізацією з етанолу та 
фільтрацією.
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Аналіз мікотоксинів диск-дифузійним методом. На диски з фільтрувального паперу 
діаметром 5 мм наносили по 20–600 нг Т-2 токсину. Диски розміщали на поживному 
середовищ у чашках Петрі, засіяному культурою C. pseudotropicalis 44 пк та інкубували 
при температурі 32°С впродовж 17–24 год.

Біоавтографічне визначення мікотоксинів. Як вихідний метод використовували біоав-
тографічний метод визначення трихотеценових мікотоксинів [5]. Розчини зразків міко-
токсинів наносили на хроматографічні пластинки «Сорбфіл» (РФ), хроматографували у 
системі розчинників етилацетат/толуол (3:1, об/об), висушували і покривали шаром по-
живного середовища. Пластинки з застиглим середовищем засівали культурою дріжджів 
C. pseudotropicalis 44 пк та інкубували у вологій камері протягом 20 годин при температурі 
32°С, після чого реєстрували зони пригнічення росту. Статистичну обробку результатів 
проводили методом регресійного аналізу [9].

результати та їх обговорення. Раніше було встановлено, що при концентрації Т-2 ток-
сину 0,4 мкг/мл і вище ріст C. pseudotropicalis 44 пк повністю пригнічується [6], тому 
Т-2 токсин вносили у поживне середовище у концентраціях від 0,05 до 0,3 мкг/мл. Зна-
чимих змін діаметрів зон пригнічення росту дріжджів на пластинках при цьому не відбу-
валося (рис. 1). Таким чином, Т-2 токсину не властива адитивність при комбінованій дії, 
тобто відсутній ефект сумації дії Т-2 токсину, нанесеного на хроматографічну пластинку, 
та внесеного до поживного середовища.

рис. 1. Залежність діаметрів зон пригнічення росту C. pseudotropicalis 44 пк від маси т-2 токсину за 
наявності у середовищі т-2 токсину у різних концентраціях: (– 40 нг; 9 – 60 нг; W – 80 нг

Нафталін і його похідні виявили різну токсичність для C. pseudotropicalis 44 пк. 
У порядку зростання здатності пригнічувати ріст культури дріжджів у чашках Петрі 
ці речовини можна розташувати в такій послідовності: нафталін<1-нафтилацетат<1-
нафтиламін≤2-нафтилацетат≤2-нафтол≤1-нафтол<1-нітрозо-2-нафтол (табл. 1).

та б л и ц я  1

вплив нафталіну і деяких його похідних (мг/мл) на ріст дріжджів C. pseudotropicalis 44 пк 
на суслі-агарі в чашках Петрі

концентрація,
мг/мл

речовина

нафта-
лін

1-нафтил-
ацетат

2-нафтил-
ацетат

1-нафтил-
амін

1-нафтол 2-нафтол 1-нітрозо-
2-нафтол

1 2 3 4 5 6 7 8

К + + + + + + +

0,01 + + + + + + +

0,02 + + + + + + —

0,03 + + + + + + —

0,05 + + + + + + —

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
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1 2 3 4 5 6 7 8

0,07 + + + + + + —

0,1 + + + + — — —

0,15 + + + + — — —

0,2 + + — — — — —

0,3 + — — — — — —

0,4 + — — — — — —

0,5 + — — — — — —

0,6 — — — — — — —

Примітка: «+» – ріст спостерігається; «—» – ріст відсутній.

Загальновідомо, що токсичність речовини залежить від її здатності вступати в хімічні 
реакції, накопичуватися в організмі та від механізму токсичної дії. При дослідженні 
впливу нафталіну та десяти його похідних на Coptotermes formosanus було показано, що 
токсичність цих сполук залежить від наявності та хімічної природи додаткових функ-
ціональних груп [17]. У клітині під дією монооксигеназ відбувається біоактивація на-
фталіну – утворюється епоксид, який є нестабільною сполукою, внаслідок чого актив-
но взаємодіє з біомолекулами або перетворюється в нафтол [10]. Відомо, що епоксиди 
нафталіну та нафтоли більш реакційно активні, ніж нафталін. Ці сполуки утворюють 
кон’югати з молекулами нуклеїнових кислот та білків. Токсичність 1-нафтилацетату для 
C. pseudotropicalis 44 пк виявилась нижчою, ніж у нафтолів, що можна пояснити екрану-
ванням атому кисню залишком оцтової кислоти, але вищою, ніж у нафталіну, ймовірно, 
через більш високу швидкість реакції гідролізу 1-нафтилацетату, порівняно з окислен-
ням нафталіну.

Токсичність сполук нафталінового ряду для C. pseudotropicalis 44 пк при культивуван-
ні на пластинках була майже аналогічною токсичності при вирощуванні в чашках Петрі, 
за винятком нафталіну; інтенсивний ріст дріжджів спостерігався навіть при початковій 
концентрації цієї сполуки в середовищі 1 мг/мл. Ймовірною причиною зниження ток-
сичності середовища з нафталіном на пластинках є його висока летючість, унаслідок 
чого концентрація цієї речовини в середовищі знижується, що в чашках Петрі відбува-
ється меншою мірою. Нестабільність концентрації нафталіну в поживному середовищі 
робить його непридатним для підвищення чутливості біоавтографічного методу визна-
чення трихотеценових мікотоксинів.

Для оцінки впливу нафталіну, 1-нафтилацетату, 2-нафтилацетату, 1-нафтиламіну, 
1-нафтолу, 2-нафтолу та 1-нітрозо-2-нафтолу на чутливість C. pseudotropicalis 44 пк до 
ТТМТ, ці речовини додавали до складу поживного середовища в різних концентраці-
ях (табл. 2). Т-2 токсин наносили на паперові диски у кількості 20–160 нг. Наявність у 
складі поживного середовища як нафталіну, так і його похідних, викликала збільшення 
діаметра зон відсутності росту дріжджів, порівняно з контрольним середовищем.

та б л и ц я  2

вплив нафталіну та деяких його похідних на пригнічення росту дріжджів т-2 токсином

речовина концентрація, мг/мл

т-2 токсин, нг/диск

20 40 80 160

діаметр зони, мм

1 2 3 4 5 6

Нафталін

0,1 0 0 10 12

0,2 0 0 11 14

0,3 0 10 12 15

0,4 0 12 13 16
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1 2 3 4 5 6

1-нафтилацетат 0,08 <7 12 15 20

0,10 10 12 16 23

0,12 11 12 15 23

0,14 10 15 19 22

0,16 10 15 20 25

2-нафтилацетат 0,08 0 14 17 20

0,10 11 16 15 23

0,12 9 12 15 23

0,14 12 19 22 26

1-нафтиламін 0,05 0 <7 13 17

0,075 0 10 11 17

0,100 0 13 15 18

0,125 0 10 15 18

0,150 9 11 16 19

1-нафтол 0,025 0 <7 10 15

0,050 <7 8 9 13

0,075 0 0 <7 13

2-нафтол 0,025 <7 8 10 16

0,050 7 8 13 17

0,075 0 0 14 19

1-нітрозо-2-нафтол 0,002 0 0 11 14

0,004 0 0 0 <7

0,006 0 0 0 12

0,008 0 0 0 0

0,010 0 0 0 11

Контрольне середовище 0 0 <7 10

Дані щодо впливу 1-нафтилацетату, 1-нафтиламіну, 1-нафтолу, 2-нафтолу і 1-нітрозо-
2-нафтолу на чутливість дріжджів до Т-2 токсину та НТ-2 токсину при постановці біо-
автографічного методу подані на рис. 2 у вигляді ліній регресії, які виражають залежність 
діаметрів зон пригнічення росту від кількостей Т-2 і НТ-2 токсинів. Найбільш ефектив-
ним для підвищення чутливості дріжджів до цих мікотоксинів виявився 1-нафтилацетат 
у концентрації 0,16 мг/мл. Менш ефективними виявилися 2-нафтол (0,05 мг/мл), 
1-нафтиламін (0,15 мг/мл) та 1-нафтол (0,05 мг/мл); додавання цих речовин до складу 
середовища призводило до зменшення кількостей як Т-2 токсину, так і НТ-2 токсину, 
необхідних для прояву ефекту пригнічення росту тест-мікроорганізму.

Включення до складу середовища 1-нітрозо-2-нафтола в концентрації 0,01 мг/мл 
не призводило до затримки росту C. pseudotropicalis 44 пк у вигляді чітких зон навколо 
дисків з Т-2 токсином, що перешкоджає застосуванню 1-нітрозо-2-нафтолу в біоавто-
графічному методі.

Таким чином, виявлено ефект синергізму токсичної дії ТТМТ типу А та похід-
них нафталінового ряду на дріжджі C. pseudotropicalis 44 пк, який виражається у збіль-
шенні діаметру зон пригнічення росту. Додаванням до складу поживного середовища 
1-нафтилацетату підвищує чутливість біоавтографічного методу до Т-2 токсину у 5 та до 
НТ-2 токсину у 10 разів (рис. 2).

Синергічний ефект, що виникає внаслідок комбінованої дії трихотеценових міко-
токсинів та похідних нафталіну, привертає увагу та потребує детальнішого вивчення з 
огляду на можливість одночасної контамінації цими сполуками харчових продуктів і 
кормів. Нафталін та похідні сполуки відносяться до групи поліциклічних ароматичних 
вуглеводнів (ПЦАВ), які являються небезпечними антропогенними факторами забруд-

З а к і н ч е н н я  т а б л .  2
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нення навколишнього середовища [21]. Джерелом забруднення навколишнього серед-
овища ПЦАВ можуть бути відходи нафтодобувної та нафтопереробної промисловості, 
що актуально і для України [2], а також креозот, вихлопні гази автомобілів, сигаретний 
дим тощо [16]. Забруднення ПЦАВ актуальне як для наземних, так і для водних еко-
систем. Ці речовини характеризуються високою біоакумуляційною спроможністю через 
низьку розчинність у воді та низьку летючість. Сполуки нафталінового ряду, які тим чи 
іншим шляхом потрапляють до водоймищ, у тому числі до світового океану, здатні на-
копичуватися у м’язах та внутрішніх органах (наприклад, печінці) промислових видів 
риби, а також у морепродуктах [14]. Концентрація ПЦАВ у морепродуктах та рибі іно-
ді на декілька порядків перевищує водорозчинність цих сполук і варіює від 100 мкг/кг 
у віддалених та глибоководних районах світового океану до 100 000 мкг/кг в урбанізо-
ваних естуаріях річок [23]. Якщо концентрація забруднювачів нафтового походження 
у рибі чи морепродуктах не перевищує максимально допустиму, то вони використову-
ються для виготовлення харчових продуктів або кормів. У той же час, у раціоні людини 
та сільськогосподарських тварин можуть бути наявні зернові продукти чи корми, що 
містять Т-2 токсин або НТ-2 токсин у допустимих межах. Синергізм (або потенціація) – 
це ефект одночасного діяння на організм декількох сполук, що перевищує суму ефектів 
ізольованого діяння тих самих сполук за тих самих умов. За наявності в раціоні людини 
та тварин ТТМТ типу А та водночас похідних нафталінового ряду у кількостях, при яких 
не перевищується допустиме добове надходження, існує ймовірність порушення нор-
мального фізіологічного стану організму.

рис. 2. Залежність діаметрів зон пригнічення росту C. pseudotropicalis 44пк від маси т-2 токсину та 
нт-2 токсину за наявності у середовищі нафталіну та його похідних:Ï – нт-2 токсин, контроль; 

¿– нт-2 токсин, 1-нафтол; � – нт-2 токсин, 1-нафтиламін; ¢ – нт-2 токсин, 2-нафтол; �– нт-2 
токсин, 1-нафтилацетат; + – т-2 токсин, контроль; ( – т-2 токсин, 1-нафтол; W – т-2 токсин, 

1-нафтламін; 9 – т-2 токсин, 2-нафтол; 0 – т-2 токсин, 1-нафтилацетат

Таким чином, нафталін, 1-нафтол, 2-нафтол, 1-нафтилацетат, 2-нафтилацетат, 
1-нафтиламін і 1-нітрозо-2-нафтол підвищують чутливість дріжджів C. pseudo-
tropicalis 44 пк до трихотеценових мікотоксинів типу А – Т-2 токсину та НТ-2 токси-
ну. Найбільш вираженим ефектом синергізму з цими мікотоксинами характеризується 
1-нафтилацетат, додавання якого до поживного середовища для дріжджів у концентрації 
0,16 мг/мл призводить до значного підвищення чутливості біоавтографічного методу ви-
значення Т-2 токсину та НТ-2 токсину. Потенціація токсичної дії трихотеценових міко-
токсинів нафталіном та його похідними збільшує ризик виникнення негативних ефектів 
при одночасному діянні цих сполук на живі організми.
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Институт птицеводства УААН, с. Борки, Змиевской р-н., Харьковская обл.

влияние наФталина и его ПроиЗводнЫХ на Чувствительность CAn-
DIDA PseUDotRoPICALIs 44 Пк к триХотеценовЫм микотоксинам

Р е з ю м е
Наличие в зерне и зерновых продуктах Т-2 токсина и НТ-2 токсина определяют био-

автографическим методом или методом бумажных дисков с использованием Candida pseudotropicalis 
44 пк. С целью повышения чувствительности метода в состав питательной среды для C. pseudotro-
picalis 44 пк вносили Т-2  токсин, нафталин, 1-нафтол, 2-нафтол, 1-нафтилацетат, 2-нафтилацетат, 
1-нафтиламин и 1-нитрозо-2-нафтол. Добавление любого из исследованных соединений, за 
исключением Т-2 токсина, приводило к потенциации токсического действия Т-2 токсина и НТ-2 
токсина. Внесение в среду 1-нафтилацетата в концентрации 0,16 мг/мл повышает чувствительности 
биоавтографического метода в 5 раз к Т-2 токсину и в 10 раз к НТ-2 токсину. Модифицированный 
биоавтографический метод позволяет обнаружить от 10 нг Т-2 токсина и от 100 нг НТ-2 токсина. 
Синергическое действие трихотеценовых микотоксинов и производных нафталина повышает риск 
возникновения негативных эффектов при одновременном воздействии этих соединений на живые 
организмы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Candida pseudotropicalis 44 пк, биоавтография, Т-2 токсин, НТ-2 токсин, 
нафталин, 1-нафтилацетат, синергизм.

O.V. Trufanov

Poultry Breeding Institute, Ukrainian Academy of Agrarian Sciences

InFLUenCe oF nAPHtHALene AnD Its DeRIVAtIVes 
on CANDIDA PSEUDOTROPICALIS 44 PK sensItIVItY to 

tRICHotHeCene MYCotoXIns

S u m m a r y
Availability of T-2 toxin and HT-2 toxin in cereals and grain-crops is determined by a bioauthography 

or the method of paper disks using yeast Candida pseudotropicalis 44 pk. With the purpose of increasing the 
method sensitivity the culture medium for C.pseudotropicalis 44 pk was enriched by T-2 toxin, naphtha-
lene, 1-naphthol, 2-naphthol, 1-naphthylacetate, 2-naphthylacetate, 1-naphthylamine and 1-nitroso-2-
naphthol. The addition of any studied compounds, except for T-2 toxin, resulted in potentiation of toxic 
effect of T-2 toxin and HT-toxin. Introduction of 1-naphthylacetate in concentration of 0.16 mg/ml in the 
culture medium resulted in the 5-fold increase of sensitivity of bioauthographic method to T-2 toxin and 
its 10-fold increase to HT-2 toxin. The modified bioauthographic method allows determining from 10 ng 
of T-2 toxin and from 100 ng of HT-2 toxin. Synergic action of trichothecene mycotoxins and naphthalene 
derivatives enhances the risk of appearing of negative effects at simultaneous influence of these compounds 
on living organisms.

The paper is presented in Ukrainian.

K e y  w o r d s: Candida pseudotropicalis 44 pk, bioauthography, T-2 toxin, HT-2 toxin, naphthalene, 
1-naphthylacetate, synergism.
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моносаХариднЫй состав ЭкЗоПолимерного 
комПлекса бактерий-деструкторов 

ЗаЩитнЫХ ПокрЫтий

Изучен моносахаридный состав экзополимерного комплекса (ЭПК) бактерий-деструкторов 
защитных покрытий Pseudomonas sp. Т/2, Pseudomonas sp. 109, Arthrobacter sp. 102. Установлено, что 
моносахаридный состав экзополимерного комплекса бактерий различен и зависит от модели роста 
бактерий. Он представлен в основном пентозами и гексозами. Доминирующими моносахаридами 
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