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Вступ 

Традиційні методи селекції мікробних 
продуцентів біологічно активних речовин, не-
зважаючи на їх трудомісткість, лишаються ак-
туальними і зараз, оскільки дають можливість 
отримувати надпродуценти з високим рівнем 
синтезу цільових продуктів. Сучасні прийоми 
відбору і створення високоактивних продуцен-
тів пов’язані з оптимізацією схеми селекції, в 
якій традиційні методи використовуються в 
модифікаціях або нових комбінаціях [1]. 

Очевидно, що об’єктами селекції стають 
культури, що синтезують продукти, які вже 
знайшли практичне використання або мають 
потенційні перспективи широкого застосуван-
ня в різних галузях господарства і промислово-
сті. До таких речовин належить бактеріолітич-
ний ферментний комплекс, продуцентом якого 
є культура актиноміцету Streptomyces recifensis 
var. lyticus. Попередні дослідження культури 
показали, що до складу даного ферментного 
комплексу входять глікозидази, літичні ендо-
пептидази, мурамідази, протеїнази та амілази, 
комплексна дія яких призводить до руйнування 
широкого спектра мікробних клітин [2, 3]. Така 
специфічність сприяє розгляданню фермент-
ного комплексу як основи антисептичних за-
собів побутового і медичного призначення. 

На основі вихідної культури Str. recifensis 
var. lyticus дослідники селекціонували ряд шта-
мів-продуцентів, які відрізнялися за рівнем бі-
осинтезу продукту та його бактеріолітичною 
специфічністю [4—6]. Один із них (штам 
2435/М) було використано при розробці техно-
логії бактеріолітичного ферментного препарату 
циторецифен, що може бути застосований у 
складі мийних засобів з антисептичним ефек-
том, а також медичних протимікробних препа-
ратів поверхневої дії [7—9]. 

Однак використання будь-якого продуцен-
та передбачає постійну селекційну роботу з пі-
дтримки та підвищення його біосинтетичної 

здатності, яка має загальну тенденцію до зни-
ження внаслідок природної гетерогенності мік-
робних популяцій. Саме тому, зважаючи на 
практичну цінність названої культури і зни-
ження біосинтетичної активності використову-
ваного штаму, актуальною видається робота з 
отримання нового штаму-продуцента на основі 
Str. recifensis var. lyticus. 

Аналіз сучасних методів і прийомів у селек-
ції мікробних продуцентів біологічно активних 
речовин свідчить про важливе значення гено-
типу вихідного штаму для отримання надпро-
дуцента, а також про доцільність багатостадій-
ної обробки культури послідовно різними ти-
пами мутагенів [10, 11]. Так, використання УФ-
випромінювання дає змогу отримати мутанти 
родів Bacillus і Coniothyrium з підвищеним у 
два—десять разів рівнем біосинтезу [12, 13]. 
Ступінчаста обробка УФ-випромінюванням і 
хімічними мутагенами також є ефективною в 
селекції продуцентів р. Streptomyces, р. Pseudo-
monas та ін. [14, 15]. Незважаючи на загальні 
закономірності, отримання надпродуцента на 
основі певної культури залишається справою 
тривалого підбору типу та дози мутагену, а та-
кож схеми обробки. 

Постановка задачі 

Потенційно широкі сфери практичного за-
стосування ферментного комплексу, що синте-
зується Streptomyces recifensis var. lyticus 2435/М, 
зумовлюють необхідність  підтримуючої селекції 
культури та отримання штаму з більш високим 
рівнем біосинтезу продукту. Встановлення впли-
ву мутагенів різної природи, особливо таких, що 
раніше не використовувалися в селекції даної 
культури (УФ-випромінювання), на біосине-
тичну здатність культури дасть змогу оптимізу-
вати процес отримання надпродуцента загалом. 
Тому метою даного дослідження було вивчення 
мінливості штаму Str. recifensis var. lyticus 2435/М 
і виявлення впливу ультрафіолетового випромі-
нювання на культуру для встановлення можли-
вості використання його при відборі штаму з 
надсинтезом цільового продукту. 

Матеріали і методи досліджень 

Використовувався штам Streptomyces reci-
fensis var. lyticus 2435/М з музею кафедри про-
мислової біотехнології НТУУ “КПІ”, отрима-
ний раніше із застосуванням хімічного мутаге-
незу [4]. Культура вирощувалась на агаризова-
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ному середовищі Чапека при температурі 
28 ± 1 °С впродовж семи діб. 

Гетерогенність популяції і мінливість ку-
льтури оцінювалась за ознакою бактеріолітичної 
активності окремих клонів, що характеризува-
лись індексом літичної активності (ІЛА) і ви-
значались як відношення діаметра зони лізису 
тест-культури в середовищі до діаметра самої 
колонії [4]. 

Для визначення ІЛА окремі клони культу-
ри пересівались уколом на середовище такого 
складу (г/дм3): NaNO3 — 2,0; K2HPO4⋅7Н2O—1,0; 
MgSO4⋅7H2О — 0,5; NaCl — 0,5; FeSO4 × 7H2O — 
0,1; СаСО3 — 3,0; агар-агар — 20; прогріта 30 хв 
при 90 °С суспензія тест-культури 9·109 кл/см3 
(як єдине джерело органічного живлення). Як 
тест-культури використовувались Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, вирощені на МПА. 

Вплив мутагену, ультрафіолетового випро-
мінювання (УФ-випромінювання), визначався 
за рівнем виживання культури та за рівнем біо-
синтетичної здатності отриманих мутантів. 

Мутагенез проводився таким чином. Спо-
рова суспензія досліджуваної культури у фізіо-
логічному розчині (1⋅107  клітин/см3) опромі-
нювалась у чашках Петрі (10 мл суспензії) при 
перемішуванні. Опромінення проводилось УФ-
лампою потужністю 40 Вт (з довжиною хвилі 
254—255 нм) на відстані 30 см впродовж 30—
100 с. При розсіванні відповідного розведення 
опроміненої і вихідної суспензії на середовище 
Чапека визначався рівень виживання культури 
за різних доз мутагену. 

Мутанти, отримані при рівнях виживання 
культури 0,1—1 %, аналізувались на здатність до 
синтезу продукту (бактеріолітичного фермент-
ного комплексу) за ІЛА, визначалась мінли-
вість культури за цією ознакою та відбирались 
плюс-варіанти з підвищеним рівнем синтезу. 

Мінливість культури за ознакою ЛА вира-
жалась коефіцієнтом варіації ІЛА: 

 CV 100,  %,
σ

= ⋅
Χ

  

де σ  — середнє квадратичне відхилення у ви-
бірці; Χ  — середнє арифметичне значення. 

Біосинтетична здатність штамів характери-
зувалась також відсотком виникнення при роз-
сіві “плюс”- та “мінус”-варіантів, тобто клонів, 
ІЛА яких відрізняється від середнього значення 
на дві величини стандартного відхилення: ⎢ Χ + 
+ 2σ ⎢ і ⎢ Χ − 2σ ⎢. 

Статистична обробка даних здійснювалась 
за допомогою програми Excel Microsoft Office 
XP. 

Результати і їх обговорення 

Використаний у даній статті штам Str. Re-
cifensis var. lyticus 2435/М був раніше селек-
ціонований з використанням N-нітрозо-N-ме-
тилсечовини і мав підвищену в 2,5 раза біосин-
тетичну здатність відносно батьківського штаму 
[7]. Впродовж тривалого терміну зберігання  
біосинтетична здатність штаму знизилася і на 
сьогодні є вищою від вихідного штаму при-
близно в 1,5 раза. Зниження продуктивності 
культури відбулося, очевидно, внаслідок гете-
рогенності популяції і збільшення кількості 
низькоактивних клонів. Тому, зважаючи на 
практичне значення продуцента, актуальною 
задачею є підтримуюча селекція штаму та ви-
користання нових схем отримання варіантів із 
підвищеною активністю. 

Оскільки в селекції даного продуцента ра-
ніше не використовувався фізичний мутагенез, 
видалося важливим дослідити вплив УФ-ви-
промінювання на біосинтетичну здатність куль-
тури та можливість використання такого типу 
мутагену в селекції штаму. 

На першому етапі роботи визначалась мін-
ливість культури за ознакою бактеріолітичної 
активності, для чого переколювались окремі 
клони культури на середовище з тест-куль-
турою та визначались індекси їх літичної актив-
ності. При дослідженні розсіву спонтанних кло-
нів спостерігалось збільшення середнього зна-
чення ІЛА окремих клонів з 3-ї до 5-ї доби рос-
ту, однак вияв бактеріолітичної активності (а 
отже, й синтез відповідних компонентів продук-
ту) не однаковий щодо застосованих тест-куль-
тур (табл. 1). Так, відносно лізису грамнега-
тивної культури впродовж вирощування відбу-
вається зниження мінливості штаму (зниження 
коефіцієнта варіації з 15,4 до 13,5 %) та одно-
часне істотне підвищення ІЛАсер. Стафілолітич-
на активність клонів також зростає, хоча не так 
значно, але при цьому зростає мінливість куль-
тури за цією ознакою. 

Слід зазначити, що досліджуваний штам 
раніше був селекціонований саме за переважа-
ючою стафілолітичною активністю і не відзна-
чався високою здатністю до лізису грамнегатив-
них культур. Вірогідно, встановлена вища літич-
на активність відносно E. coli (ІЛАсер > 4) є на-
слідком мінливості культури щодо синтезу 
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компонентів ферментного комплексу, здатних 
руйнувати клітинну стінку грамнегативних ор-
ганізмів. 

Таблиця 1. Динаміка мінливості спонтанних варіантів 

Streptomyces recifensis var. lyticus 2435/М 

На наступному етапі роботи визначався 
вплив УФ-випромінювання на виживання дос-
ліджуваного штаму Str. recifensis var. lyticus 
2435/М. Дані, наведені на рис. 1, дають можли-
вість визначити інтервал часу обробки спорової 
суспензії культури, що призводить до вижи-
вання культури на рівні 0,1—1 %. Саме при та-
кому рівні виживання мікробних культур при 
дії мутагену існує велика вірогідність утворення 
мутантів із зміненою біосинтетичною здатністю 
[1, 5]. У логарифмічних координатах такий від-
соток виживання відповідає часу обробки від 
40 до 50 с, а більш ніж 90 %-на загибель клітин 
культури відбувається після 30-секундного опро-
мінювання. 

Для проведення мутагенезу на наступному 
етапі використовувався встановлений режим 
обробки (40 с, потужність лампи 40 Вт), що ві-
дповідає дозі опромінювання 240 Дж/м2. 

Опромінена та контрольна суспензії спор куль-
тури у відповідному розведенні висівались на 
чашки Петрі із середовищем Чапека, а потім 
переколювались на середовища з вмістом тест-
культур Escherichia coli і Staphylococcus aureus. 

Аналіз розсіву клонів вихідної та опромі-
неної культури виявляє істотний вплив му-
тагенної обробки на гетерогенність культури та 
її здатність до лізису грамнегативних культур 
(рис. 2). Так, вже на третю добу росту в розсіві 
мутантних клонів відбувається перерозподіл 
клонів у бік підвищення частини високоактив-
них варіантів відносно неопроміненої культури 
(рис. 2, а, б). 

На п’яту добу вирощування ця тенденція 
посилюється (рис. 2, г), що виявляється не 
лише в істотному підвищенні відсотка високо-
активних клонів у розсіві мутантів (ІЛА > 4), а 
й появі 3—5 % клонів з ІЛА > 6, які були взагалі 
відсутні в популяції вихідної культури (рис. 2, 
в). Отримані результати вказують на позитив-
ний ефект УФ-випромінювання на здатність до 
синтезу досліджуваним продуцентом фермент-
ного комплексу, активного відносно грамнега-
тивних культур (E. coli). 

Аналіз ІЛА розсіву клонів вихідної та 
опроміненої суспензії культури відносно 
St. aureus також виявив позитивний ефект му-
тагенезу, однак максимальні абсолютні зна-
чення ІЛА розсіву поступалися таким, що ви-
являлися щодо E. coli (рис. 3). 

Так, на третю добу вирощування ІЛА ви-
хідної культури не перевищував трьох одиниць, 
натомість у розсіві мутантів на цей період 
з’являється до 10 % клонів з ІЛА = 3—4 та до 
5 % клонів з ІЛА > 4 (рис. 3, а, в). Подальше 
вирощування культури призводить до появи в 
розсіві мутантів переважаючої кількості клонів 

з ІЛА = 3—4 та до 5 % високоактивних 
клонів з ІЛА = 5—6 (рис. 3, г). 

Підвищення бактеріолітичної ак-
тивності культури, за даними поперед-
ніх досліджень [4, 7], може свідчити 
або про загальне збільшення синтезу 
продукту, або про зміну спрямова-
ності біосинтетичної здатності Str. 
recifensis var. lyticus у бік підвищення 
вмісту ферменту N-ацетилмурамідази, 
що відіграє важливу роль у процесі 
лізису клітин, забезпечуючи умови 
для прояву активності інших літич-
них ферментів комплексу — пептидаз, 
протеїназ. Дослідження механізму 
впливу використаного мутагену на біо- 
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Рис. 1. Вплив часу обробки спорової суспензії штаму Str. recifensis var. 

lyticus 2435/М УФ-випромінюванням на рівень виживання куль-
тури 
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Рис. 2. Розподіл ІЛА клонів відносно E. coli: а, б — 3-я доба росту; в, г — 5-а доба росту; а, в — вихідна культура; б, г —

опромінена культура 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Розподіл ІЛА клонів на середовищі з St. aureus: а, б — 3-я доба росту; в, г — 5-а доба росту; а, в  — вихідна культу-

ра; б, г — опромінена культура 

100 

60 

20 

80 

40 

0 1 2 3 4 5 6 7
а б 

в 

100 

60 

20 

80 

40 

Ч
ас
то
та

 в
и
н
и
кн
ен
н
я 

ва
рі
ан
ті
в,

 %
 

Ч
ас
то
та

 в
и
н
и
кн
ен
н
я 

ва
рі
ан
ті
в,

 %
 

ІЛА, од. ІЛА, од. 

г 

0 1 2 3 4 5 6 7

0 1 2 3 4 5 6 7

0 1 2 3 4 5 6 7

100

60

20

80

40

100

60

20

80

40

100 

80 

60 

40 

20 Ч
ас
то
та

 в
и
н
и
кн
ен
н
я 

ва
рі
ан
ті
в,

 %
 

0 1 2 3 4 5 6 
а 

7

100 

80 

60 

40 

20 

0 1 2 3 4 5 6 7 

ІЛА, од. 

в 

ІЛА, од. 

г 

Ч
ас
то
та

 в
и
н
и
кн
ен
н
я 

ва
рі
ан
ті
в,

 %
 

100

80

60

40

20

0 1 2 3 4 5 6 7
б 

100

80

60

40

20

0 1 2 3 4 5 6 7



30 Наукові вісті НТУУ "КПІ" 2010 / 3 

 

синтетичну здатність культури є важливим фа-
ктором при оптимізації схеми селекції даного 
продуцента загалом, тому потребує подальшого 
окремого детального вивчення. 

Дослідження динаміки мінливості мутант-
ної культури Streptomyces recifensis var. lyticus 
2435/М на рівні виживання 0,4 % порівняно з 
вихідною показало, що мінливість культури 
наприкінці вирощування загалом лишається на 
тому ж рівні і коливається в межах похибки 
(табл. 2). Так, коефіцієнти варіацій в усіх порів-
няних точках (див. також табл. 1) є майже од-
наковими, за винятком 3-ї доби вирощування 
на середовищі із стафілококом (CV = 22 %), 
однак на 5-у добу росту мінливість вихідної та 
мутантної культур відрізняється на величину 
похибки. Очевидно, що використання такого 
типу мутагену не призводить до підвищення 
мінливості досліджуваної культури за ознакою 
бактеріолітичної активності. 

Наведені результати свідчать про позитив-
ний вплив УФ-випромінювання на біосинтетич-
ну здатність Streptomyces recifensis var. lyticus, що 
виявляється в підвищенні відсотка високоактив-
них клонів у розсіві культури та появі частини 
клонів з істотно збільшеним рівнем синтезу 
бактеріолітичного ферментного комплексу. Са-
ме вони є потенційними надпродуцентами ці-
льового продукту, тому останній етап дослід-
ження полягав в аналізі частоти виникнення 
таких клонів (плюс-варіантів), а також відборі 
клонів з максимальними ІЛА для подальших 
досліджень та практичної роботи. 

Подані в табл. 3 дані дають змогу порівня-
ти частоту виникнення клонів з мінімальною та 
максимальною активністю у вихідної та мутант-
ної культур впродовж вирощування. Очевидно, 

практично в усіх випадках частота виникнення 
плюс- і мінус-варіантів культури-мутанта порів-
няно з вихідною культурою підвищується, що 
свідчить про зростання гетерогенності популя-
ції. Однак вміст цих варіантів є незначним і ко-
ливається в межах 2—5,5 %. Поряд з цим, попе-
редні дані вказують на істотне зростання ІЛА 
основної маси клонів розсіву мутанта (див. 
рис. 2, 3), що визначають біосинтетичну актив-
ність культури загалом. 

При аналізі плюс-варіантів, що були отри-
мані при культивуванні на середовищах з різ-
ними тест-культурами, крім абсолютної вели-
чини ІЛА, наприкінці вирощування враховува-
лась також швидкість вияву високої біосинтетич-
ної здатності. Такі варіанти мають додаткові пе-
реваги в практичному застосуванні, оскільки 
дають змогу скоротити тривалість етапу вироб-
ничого біосинтезу продукту та створюють селек-
тивні умови вирощування продуцента, зважаю-
чи на специфічність продукту. 

За такими ознаками серед розсіву мутант-
них клонів Streptomyces recifensis var. lyticus для 
подальшої роботи було відібрано два варіанти: 
Е96 (145 % від рівня активності вихідного шта-
му відносно E. coli) та S101 (190 % від рівня ак-
тивності вихідного штаму відносно St. aureus). 

Висновки 

Вперше встановлено позитивний вплив 
УФ-випромінювання на біосинтетичну здат-
ність культури Streptomyces recifensis var. lyticus, 
а також його ефективну дозу (240 Дж/м2) та 
доцільність використання мутагену в селекції 
даного продуцента ферментного комплексу. 

У результаті проведеного мутагенезу з ви-
користанням УФ-випромінювання отримані 
два мутанти — Str. recifensis var. lyticus Е96 і 
S101, що відрізняються підвищеним в 1,5 та 2 

Таблиця 2. Динаміка мінливості варіантів Streptomyces 

recifensis var. lyticus 2435/М, оброблених УФ-

випромінюванням 
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Тест-культура E. coli 
3 0,4 2,9 0,4 14,0 1 
5 0,4 4,6 0,6 12,7 1 

Тест-культура St. aureus 
3 0,4 2,4 0,5 22,0 2 
5 0,4 3,4 0,7 20,3 2 

Таблиця 3. Частота виникнення плюс- і мінус-варіантів 

при розсіві спонтанних та мутантних клонів Strep-

tomyces recifensis var. lyticus 2435/М 

Спонтанні варіанти/мутантні варіанти, % 

Плюс-
варіанти

Мінус- 
варіанти 

Плюс- 
варіанти 

Мінус-
варіантиЧ

ас
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я,
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E. coli St. aureus 

3 2,5/3,4 0,8/5,5 1,7/4,1 4,3/2,1 
5 3,3/4,1 0,8/2,1 5,2/4,8 0/2,8 
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рази рівнем синтезу цільового продукту відно-
сно до грамнегативних та грампозитивних мік-
роорганізмів, відповідно. 

Подальші дослідження із врахуванням 
встановлених особливостей впливу УФ-випро-
мінювання на бактеріолітичну специфічність 

ферментного комплексу мають бути спрямова-
ні на визначення механізму дії мутагену на ме-
таболізм продуцента та оптимізацію його за-
стосування для отримання стабільних надпро-
дуцентів з контрольованою специфічністю. 

 

 

О.Н. Пагер, Т.В. Майданюк, Т.С. Тодосийчук 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ УЛЬТРАФИОЛЕТОВОГО ИЗ-
ЛУЧЕНИЯ В СЕЛЕКЦИИ ПРОДУЦЕНТА ФЕР-
МЕНТНОГО КОМПЛЕКСА р. STREPTOMYCES 

Исследовано влияние ультрафиолетового излу-
чения на биосинтетическую способность культу-
ры продуцента бактериолитического ферментно-
го комплекса Streptomyces recifensis var. lyticus и 
показана целесообразность применения мутаге-
на данного типа в селекции штаммов с повышен-
ным уровнем синтеза продукта. По результатам 
проведенной мутагенной обработки культуры для 
дальнейшей работы отобраны два варианта – 
Str. recifensis var. lyticus Е96 и S101, которые от-
личаются повышенным в полтора и два раза 
уровнем синтеза целевого продукта, соответст-
венно. 

O.М. Pager, T.V. Majdanjuk, T.S. Todosiychuk 

THE USE OF ULTRA-VIOLET RADIATION IN SE-
LECTION OF ENZYME COMPLEX PRODUCER 
OF STREPTOMYCES 

We investigate the influence of ultra-violet radiation 
on the biosynthetic ability of the culture of Strepto-
myces recifensis var. lyticus bacteryolytic enzyme 
complex producer. We demonstrate that this type of 
mutagen can be applied to selection of the strain 
with the high level of product synthesis. The results 
of the conducted mutagen processing of culture al-
low choosing two variants of culture – Str. recifensis 
var. lyticus Е96 and S101 which have the enhanced 
level of a target product synthesis by 1,5 and 2 
times. 
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