
УДК 615.33.015.4:861/2/07

Л.М. Чуркiна, Л.В. Авдєєва, Л. В. Ярошенко

Ефективнiсть рiзних способiв зберiгання продуцента

антистафiлококового антибiотика батумiну,

перспективного для промислового виробництва

(Представлено членом-кореспондентом НАН України Б.П. Мацелюхом)

Вивчено мiнливiсть властивостей i антибiотичної активностi, а також виживанiсть
клiтин Pseudomonas batumici — продуцента антибiотика батумiну (антистафiлококо-
вого антибiотика) пiсля тривалого зберiгання як пiд шаром вазелiнового масла, так i
в лiофiлiзованому станi. Дослiдженi основнi морфологiчнi й фiзiолого-бiохiмiчнi власти-
востi мутантного штаму. Встановлено, що обидва способи зберiгання забезпечували
високий рiвень антибiотичної активностi штаму-продуцента — 160–170 мг/мл, при
цьому спосiб зберiгання в лiофiлiзованому станi забезпечував бiльш високий рiвень ви-
живання клiтин в популяцiї. Метод лiофiлiзацiї продуцента дозволить створити банк
культур з високою бiосинтетичною активнiстю, якi можуть протягом тривалого часу
забезпечувати виробництво гарантованим посiвним матерiалом.

Ключовi слова: Pseudomonas batumici, зберiгання, антибiотична активнiсть, життєздат-
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Антистафiлококовий антибiотик батумiн був видiлений зi штаму Pseudomonas batumici 3187
в Iнститутi мiкробiологiї i вiрусологiї iм. Д.К. Заболотного НАН України [1]. Недолiком
природного штаму-продуцента був низький рiвень бiосинтезу антибiотика (20–25 мг/л).
Комбiнованим мутагенезом (УФ-опромiненням i нiтрозогуанiдином) отримано мутантний
штам P. batumici 17 з пiдвищеною бiосинтетичною активнiстю [2], який використовувався
для напрацювання батумiну в умовах напiвпромислового виробництва.

Важливе значення для промислового напрацювання антибiотикiв — пiдбiр методiв зберi-
гання бiосинтетичної активностi i життєздатностi продуцентiв. Причинами зниження жит-
тєздатностi культур та їх активностi в процесi зберiгання є змiна структури мiкробної по-
пуляцiї пiд дiєю ряду факторiв зовнiшнього середовища та збiльшення в популяцiї проду-
центiв неактивних дисоцiантiв [3].

На сучасному етапi використовуються методи зберiгання продуцентiв антибiотикiв, якi
забезпечують їх довготривале перебування в активному станi. В основу цих методiв покла-
дений принцип затримки розвитку мiкроорганiзмiв, тобто принцип консервацiї. Для кож-
ного виду продуцента повинен бути пiдiбраний свiй, найбiльш оптимальний, метод такої
консервацiї, який був би здатний зберiгати штам-продуцент в активному станi.

Мета дослiдження — порiвняння ефективностi рiзних способiв довготривалого зберiган-
ня продуцента антибiотика батумiну.

Матерiали i методи. Об’єктом дослiдження слугували вихiдний штам P. batumici 3187
(УКМ В-303) i мутантний P. batumici 17. Штами зберiгали в лiофiлiзованому станi при тем-
пературi +5 . . . 10 ◦C, а також на 0,5% МПА (м’ясопептонний агар) пiд шаром вазелiнового
масла впродовж 5-ти рокiв. Вивчалися морфологiчнi й культуральнi властивостi штамiв,
наявнiсть оксидази, здатнiсть використовувати рiзнi органiчнi сполуки як єдине джерело
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вуглецю на агаризованому середовищi Козера [4, 5]. Вмiст джерел вуглецю в середовищi
становив 0,1%.

Визначення чутливостi до широкого спектра антибiотикiв вихiдного i мутантного шта-
мiв P. batumici перевiряли диск-дифузiйним методом Кербi–Бауера [6].

Життєздатнiсть клiтин пiсля 5-ти рокiв зберiгання визначали методом пiдрахунку
колонiй при розсiваннi на МПА. Мiнливiсть антибiотичної активностi бактерiї P. batumici
17/20 вивчали шляхом культивування продуцента (220 об/хв) у пробiрках при температу-
рi 25 ◦C (72 год) [2].

Активнiсть клонiв P. batumici в процесi синтезу батумiну перевiряли методом дифузiї
в агар, використовуючи як тест-культуру високочутливий до батумiну штам Staphylococcus
aureus 209Р (УКМ В-918, АТСС 6538Р). Залежно вiд дiаметра зони затримки росту стафi-
лококiв, клони P. batumici умовно роздiляли на малоактивнi (МА) — зона 5–20 мм, активнi
(А) — 20–30 мм, з пiдвищеною активнiстю (ПА) — 30–40 мм, високоактивнi (ВА) — 40–60 мм.

Концентрацiю антибiотика в культуральнiй рiдинi визначали кiлькiсно методом спект-
рофотометрiї [7].

Статистичний аналiз вiрогiдностi рiзницi мiж середнiми значеннями виконано за t-
критерiєм Стьюдента, рiвень значущостi вибрано за p = 0,05.

Результати та їхнє обговорення. Порiвняльне вивчення морфолого-культуральних
i фiзiолого-бiохiмiчнiх властивостей мутантного P. batumici 17/20 i вихiдного P. batumici
В-303 штамiв показало, що дослiджуванi штами на МПА утворюють круглi, прозорi колонiї;
клiтини — грамнегативнi палички (2,2·1,0 мкм), рухомi за допомогою кiлькох (частiше двох)
полярних джгутикiв, оксидазопозитивнi; строгi аероби, що використовують глюкозу лише
по окиснювальному шляху.

Аналiз первинного опису штаму-продуцента батумiну — нового антистафiлококового
антибiотика [8] показав наявнiсть пiгменту феназинової групи — феназин-1-карбонової кис-
лоти. В мутантного штаму P. batumici 17 була вiдсутня здатнiсть до пiгментоутворення.

На синтетичному середовищi Козера дослiджуванi штами як єдине джерело вуглецю
використовували органiчнi сполуки рiзної хiмiчної будови, у тому числi вуглеводи: d-глю-
козу, l-арабiнозу, d-манозу, d-галактозу, d-фруктозу, органiчнi кислоти, серед них метабо-
лiти циклу Кребса (бурштинову, малонову, l-кетоглутарову, яблучну), полiспирти й глiколi
(манiт, iнозит, глiцерин), амiнокислоти (аланiн, iзолейцин, валiн, орнiтин, цитрулiн, пролiн,
гiстидин), азотистi сполуки (саркозин). На вiдмiну вiд дикого штаму P. batumici В-303,
мутантний штам P. batumici 17/20 у процесi тривалого зберiгання в лiофiлiзованому станi,
а також пiд шаром вазелiнового масла втратив здатнiсть засвоювати фумарат, нiкотинову
кислоту, бензоат натрiю, капрат як єдинi джерела вуглецю.

Штами P. batumici (вихiдний i мутантний) при тривалому зберiганнi в лiофiлiзованому
станi, а також пiд шаром вазелiнового масла залишилися чутливими до амiноглiкозидних
антибiотикiв — стрептомiцин, канамiцин, неомiцин, тетрациклiн i резистентними до анти-
бiотикiв пенiцилiнового ряду — бензилпенiцилiн, ампiцилiн, рiстомiцин, а також до рифам-
пiцину, лiнкомiцину, полiмiксину (табл. 1).

Оскiльки стабiльнiсть рiвня синтезу антибiотикiв має важливе практичне значення, на-
ми проведено роботу по вивченню мiнливостi клонiв штаму-продуцента батумiну при його
зберiганнi на напiврiдкому МПА пiд шаром вазелiнового масла, а також в лiофiлiзованому
станi.

Ранiше [2] було встановлено, що популяцiя мутантного штаму P. batumici 17 має такий
розподiл клонiв за ступенем антибiотичної активностi: МА — (3,1±2,1)%, А — (9,3±2,5)%,
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Рис. 1. Розподiл клонiв по активностi у P. batumici 17 пiсля довготривалого зберiгання (16-ти рокiв) у лiо-
фiлiзованому станi.
Умовнi позначення: 1 — МА; 2 — А; 3 — ПА; 4 — ВА

ПА — (44,3 ± 1,4)%, ВА — (43,3 ± 2,8)%. Культура зберiгала рiвень синтезу батумiну 100–
120 мг/л. Звертають на себе увагу результати розподiлу клонiв за активнiстю пiсля 16-ти
рокiв зберiгання в лiофiлiзованому станi. В популяцiї домiнували клони з ПА (48±1,8)%, ВА
становили (37,5 ± 2,4)% (рис. 1). Культура зберiгала рiвень синтезу батумiну 87–100 мг/л.

Досить висока стабiльнiсть синтезу батумiну штамом-продуцентом пiсля його довготри-
валого зберiгання переконливо пiдтверджує ранiше отриманi результати про хромосомну
локалiзацiю генiв, вiдповiдальних за синтез антибiотика [9].

При багаторазових розсiвах мутантного штаму P. batumici 17 був видiлений високо-
активний варiант P. batumici 17/20. У популяцiї цього варiанта були вiдсутнi МА й А кло-
ни, а домiнували клони з ПА (30,8± 3,1)% й ВА (69,2± 3,4)%. Таке спiввiдношення клонiв
у популяцiї забезпечувало синтез батумiну на рiвнi 170–200 мг/л.

Надзвичайно важливим було пiдiбрати оптимальнi умови зберiгання високоактивного
варiанта 17/20.

Через рiк зберiгання пiд шаром вазелiнового масла спiввiдношення клонiв за активнi-
стю в популяцiї штаму-продуцента залишалося незмiнним. Використаний метод зберiган-
ня на цьому етапi не впливав на стабiльнiсть синтезу антибiотика. Проте через 24 мiс.
було виявлено тенденцiю до незначного зменшення питомої ваги високоактивних клiтин.
Спостерiгалося подальше розщеплення клiтин у популяцiї за антибiотичною активнiстю:
(67,1±2,1)% зберiгали здатнiсть затримки росту тест-культури до 50–60 мм (дiаметр зони),

Таблиця 1. Чутливiсть до антибiотикiв вихiдного i мутантного штамiв Pseudomonas batumici
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Рис. 2. Мiнливiсть ступеня активностi клонiв P. batumici 17/20 за рiзних термiнiв зберiгання пiд шаром
вазелiнового масла.
Умовнi позначення: 1 — ПА; 2 — ВА

в (32,9 ± 1,9)% клонiв до 35–40 мм. Пiсля 60 мiс. зберiгання перевiрка клонiв P. batumici
17/20 показала рiзний рiвень бiосинтезу антибiотика окремими клiтинами. У популяцiї, як
i ранiше, домiнували ВА клони (64,9± 3,1)%, хоча тенденцiя до зменшення їх питомої ваги
очевидна. Клони з ПА становили (35,1 ± 2,4)% (рис. 2).

Таким чином, рiвень антибiотичної активностi P. batumici 17/20 незначно змiнився пiсля
5-ти рокiв зберiгання пiд шаром вазелiнового масла i становив 150–160 мг/л. Тому даний
метод може бути використаний для збереження рiвня активностi продуцента батумiну.

Результати дослiджень дають змогу сформулювати умови пiдтримки штаму: при довго-
тривалому зберiганнi пiд шаром вазелiнового масла високоактивного варiанта P. batumici
17/20 слiд використовувати напiврiдкий МПА, а посiвний матерiал готувати лише iз попе-
редньо вiдiбраних ВА колонiй з дiаметром зони затримки росту тест-культури 60 мм.

При зберiганнi P. batumici 17/20 в лiофiлiзованому станi нами отримано аналогiчнi ре-
зультати. Пiсля 12 мiс. зберiгання спiввiдношення клонiв за активнiстю в популяцiї шта-
му-продуцента залишалося незмiнним, через 24 — в популяцii домiнували ВА клони —
(66,2±2,4)%, клони з ПА становили (33,8±2,4)%. Через 60 мiс. виявилася незначна тенден-
цiя до зменшення питомої ваги ВА клонiв — (64,4±1,4)% (рис. 3). Бiосинтетична активнiсть
штаму 160–170 мг/л.

Наступний етап нашої роботи — визначення життєздатностi клiтин P. batumici 17/20
за рiзних способiв зберiгання.

При зберiганнi в лiофiлiзованому станi впродовж 60 мiс. кiлькiсть життєздатних клiтин
становила (247 ± 0,45) · 106 кл/мл, у той самий час пiд шаром вазелiнового масла — (21 ±
± 0,23) · 106 кл/мл (рис. 4).

Таким чином, обидва способи зберiгання як пiд шаром вазелiнового масла, так i в лiофi-
лiзованому станi забезпечували високий рiвень антибiотичної активностi штаму-продуцента
P. batumici 17/20, при цьому спосiб зберiгання в лiофiлiзованому станi забезпечував бiльш
високий рiвень виживання клiтин у популяцiї. Спираючись на власний досвiд, а також
на данi лiтературних джерел [10], вважаємо, що метод лiофiлiзацiї культури є сучасним,
надiйним та може бути рекомендований для гарантованого зберiгання штаму-продуцента
при виробництвi батумiну. До того ж лiофiлiзацiя продуцента дозволить створити банк
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Рис. 3. Мiнливiсть ступеня активностi клонiв P. batumici 17/20 за рiзних термiнiв зберiгання в лiофiлiзова-
ному станi.
Умовнi позначення: 1 — ПА; 2 — ВА

Рис. 4. Кiлькiсть життєздатних клiтин P. batumici 17/20 пiсля довготривалого зберiгання пiд шаром вазе-
лiнового масла та в лiофiлiзованому станi.
Умовнi позначення: 1 — вазелинове масло; 2 — лiофiлiзацiя

активних культур — культур з високою бiосинтетичною активнiстю, якi можуть протягом
тривалого часу забезпечувати виробництво гарантованим посiвним матерiалом.
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Л.Н. Чуркина, Л.В. Авдеева, Л. В. Ярошенко

Эффективность разных способов хранения продуцента
антистафилококкового антибиотика батумина, перспективного
для промышленного производства

Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К. Заболотного НАН Украины, Киев

Изучена изменчивость свойств и антибиотической активности, а также выживаемость
клеток Pseudomonas batumici — продуцента антибиотика батумина (антистафилококково-
го антибиотика) после длительного хранения как под слоем вазелинового масла, так и в ли-
офилизированном состоянии. Исследованы основные морфологические и физиолого-биохими-
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ческие свойства мутантного штамма. С использованием микробиологического и спектро-
фотометрического методов установлено, что оба способа хранения обеспечивали высокий
уровень антибиотической активности штамма-продуцента — 160–170 мг/мл, при этом
способ хранения в лиофилизированном состоянии обеспечивал более высокий уровень выжи-
вания клеток в популяции. Метод лиофилизации продуцента позволит создать банк куль-
тур с высокой биосинтетической активностью, которые могут в течение длительного
времени обеспечивать производство гарантированным посевным материалом.

Ключевые слова: Pseudomonas batumici, хранение, антибиотическая активность, жизнеспо-
собность.

L.N. Churkina, L. V. Avdeeva, L. V. Yaroshenko

The efficiency of different storage methods for a producer of
antistaphylococcal antibiotic batumin promising for industrial-scale
production

D.K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology of the NAS of Ukraine, Kiev

Variability of properties and antibiotic activity, and the cells survival of Pseudomonas batumi-
ci, a producer of batumin (an antistaphylococcal antibiotic), after the long-term storage under a
vaseline oil layer and in a lyophilized state were studied. The main morphological, physiological,
and biochemical properties of the mutant strain were explored. It was found that both methods of
storage provided high level of antibiotic activity of the strain-producer — 160–170 mg/ml, at that
the method of storage in the lyophilized state provided higher level of cells survival in population.
The method of batumin-producing strain lyophilization will allow to create a bank of cultures with
high biosynthetic activity, which may provide a long-term guaranteed cell suspension production.

Keywords: Pseudomonas batumici, storage, antibiotic activity, variability.
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