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оБосновАние криТериев оценки рАЗрушения оБрАЗцов 
мАТериАлА вышивАльными иглАми

В работе приведены результаты исследований, связанные 
с обоснованием критериев оценки разрушения образцов мате­

риала вышивальными иглами № 75; 80; 90 и 100. Для оценки 
степени разрушения проб использовались такие критерии, как 
изменение значений разрывных характеристик и коэффициента 
воздухопроницаемости.

ключевые слова: степень разрушения материала, пленка, 
вышивальная игла, шаг стежка, критерии оценки.
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оТримАння високоАкТивних 
сТрепТоміцин-реЗисТенТних 
проДуценТів БАкТеріоліЗинів 
sTrePTOmyces alBus

Досліджено та показано доцільність застосування N-метил-N′-нітро-N-нітрозогуанідіну (НГ), 
а також використання мутацій стійкості до стрептоміцину в селекції продуцента бактеріо-
літичного ферментного комплексу Streptomyces albus 2435. Встановлено умови мутагенної об-
робки НГ та концентрація стрептоміцину, що дали змогу отримати мутанти S. albus 105 і 107  
з підвищеною у 1,6 разів здатністю до синтезу бактеріолізинів. 

ключові слова: Streptomyces albus 2435, надпродуцент, бактеріолізини, селекція, нітрозогуа-
нідін, стрептоміцин.
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1. вступ

Значна частина антимікробних субстанцій, що є сьо­
годні основною препаратів для медицини, ветеринарії 
та інших галузей, продукується мікроорганізмами. Тому 

продовжуються пошук нових продуцентів бактеріолізинів 
та роботи з підвищення активності відомих культур.

Традиційні методи селекції мікробних продуцентів 
біологічно активних речовин лишаються актуальни­
ми, оскільки дають змогу отримувати надпродуценти  
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з високим рівнем синтезу цільових продуктів. Сучасні 
прийоми відбору і створення високоактивних проду­
центів пов’язані з оптимізацією схеми селекції, в якій 
традиційні методи використовуються у модифікаціях 
або нових комбінаціях [1].

Очевидно, що об’єктами селекції стають культури, 
що синтезують продукти, які мають перспективи ши­
рокого застосування у різних галузях господарства 
та промисловості. До таких культур належить штам 
Streptomyces albus 2435 — продуцент бактеріолітичного 
ферментного комплексу, на основі якого розроблена 
промислова технологія отримання різних готових форм 
препаратів­антисептиків. 

2.  Аналіз літературних даних  
та постановка завдання

Практичне використання будь­якого продуцента пе­
редбачає постійну селекційну роботу за підтримки та 
підвищення його біосинтетичної здатності, яка має за­
гальну тенденцію до зниження внаслідок природної гете­
рогенності мікробних популяцій. Аналіз сучасних методів 
та прийомів в селекції мікробних продуцентів біологічно 
активних речовин свідчить про важливе значення гено­
типу вихідного штаму для отримання над продуцентів,  
а також про доцільність багатостадійної обробки культури 
послідовно різними типами мутагенів [2–4].

Так, використання УФ­випромінювання дало змогу 
отримати надпродуценти родів Bacillus та Coniothyrium 
з підвищеним у 2–10 разів рівнем біосинтезу фермен­
тів [5, 6], cтупінчаста обробка УФ­випромінюванням 
та хімічними мутагенами стала ефективною в селекції 
продуцентів антибіотиків та ферментів родів Streptomyces, 
Pseudomonas та інших [3, 4].

НГ належить до сполук, що алкілують ДНК­найсиль­
ніших з хімічних мутагенів. Мутаген утворює кон’югати 
з глутатіоном (γ­глутамілцистеїнгліцином), що у віднов­
леному стані є нуклеофілом і реагує з електрофільними 
сполуками. Реакція НГ з цистеїновим залишком глута­
тіону призводить до утворення діазометану — високоре­
активної метилуючої сполуки, яка, власне, й спричиняє 
мутагенний ефект. Тому НГ широко застосовують у се­
лекції мікробних продуцентів ферментів та антибіотиків, 
як окремо, так і у комбінаціях з іншими мутагенами та 
селективними факторами.

Прикладом ступінчатого відбору може слугувати 
селекція продуцента фермента авермектинового комп­
лексу з застосовуванням ультрафіолету та НГ. Відби­
раючи на кожній ступені варіант, що перевищує по 
активності вихідний, вдалось в результаті послідовного 
відбору з застосуванням збагаченого ферментаційного 
середовища збільшити активність продуцента майже  
в 20 разів [7]. В селекції продуценту ліпази Asp. japonicus 
штам піддавали дії ультрафіолету, HNO2 та НГ. Ліпазна 
активність найкращих варіантів­мутантів перевищує 
активність вихідного штаму на 276 % [8].

Надпродуценти промислового фермента альфа­амілази, 
що є представниками різних родів (Bacillus licheniformis 
та Alternaria tenuissima) були отримані за допомогою 
комбінованого мутагенезу з застосуванням етилметан­
сульфонату та НГ [9], а також ультрафіолету та етил­
метансульфонату [10]. 

У селекції продуцента бактеріолітичних ферментів 
Streptomyces recifensis var. lyticus були використані про­

топластування та селективний відбір регуляторних му­
тантів, стійких до рифампіцину [11]. Отримані мутанти 
мали підвищену у 2,5 рази стафілолітичну активність, 
але втратили здатність до лізису дріжджових клітин. На 
основі даних іонообмінної хроматографії встановлено, 
що в пулі його екстрацелюлярних білків зросла частка 
літичних протеаз. Генноінженерними методами на основі 
штаму S. recifensis 2R­15 цієї ж культури була створена 
колекція рекомбінантних штамів, стійких до нових ви­
дів антибіотиків. Аналіз біосинтетичної активності ре­
комбінантів виявив його суттєві відмінності порівняно  
з вихідним штамом та перерозподіл ферментів комплексу 
у бік підвищення у 3 рази протеолітичної активності [12].

Не зважаючи на загальні закономірності, отримання 
надпродуцента певної культури лишається справою трива­
лого підбору типу та дози мутагену, а також схеми обробки.

Бактеріолітичний ферментний комплекс, продуцен­
том якого є культура актиноміцета S. recifensis var. 
lyticus (реідентифікована як Streptomyces albus [13]) 
містить глікозидази, літичні ендопептидази, мурамідази, 
протеїнази та амілази, комплексна дія яких призводить 
до руйнування широкого спектру мікробних клітин [14]. 
На основі вихідної культури S. recifensis var. lyticus 
співавторами даної роботи було селекціоновано ряд 
штамів, що відрізнялися за рівнем біосинтезу продукту 
та його бактеріолітичною специфічністю та розроблено  
промислову технологію отримання антимікробного фер­
ментного препарату Циторецифен [15, 16].

Однак, використання будь­якого продуцента передба­
чає постійну селекційну роботу з підтримки та підви­
щення його біосинтетичної здатності, яка має загальну 
тенденцію до зниження внаслідок природньої гетеро­
генності мікробних популяцій. Зважаючи на практичну 
цінність вказаної культури та зниження біосинтетичної 
активності використовуваного штаму, актуальною є робота 
з отримання нового штаму­продуцента на основі S. albus.

3. об’єкт, мета та задачі дослідження

Об’єктом дослідження у роботі був продуцент бак­
теріолітичного ферментного комплексу S. albus 2435, 
а метою — отримання високоактивного штаму з засто­
сування мутагенів та комбінацій селективних факторів, 
що раніше не використовували його в селекції — нітро­
зогуанідіну та мутацій стійкості до стрептоміцину. 

Для досягнення поставленої мети вирішувалися на­
ступні задачі:

— вивчити вплив N­метил­N′­нітро­N­нітрозогуа­
нідіну на мінливість культури S. albus 2435 та її 
біосинтетичну здатність, визначити дозу мутагену, 
що призводить до появи мутантів з підвищеною 
здатністю до синтезу цільового продукту;
— дослідити антибіотикорезистентність культури 
S. albus 2435 та визначити можливість використан­
ня мутацій стійкості до стрептоміцину в селекції 
надпродуцентів. 

4.  матеріали та методи досліджень впливу 
нітрозогуанідіну та мутацій стійкості 
до стрептоміцину на мінливість та 
біосинтетичну активність s. albus 2435

4.1. Досліджувані матеріали та обладнання, що ви-
користовувалися в експерименті. У роботі як вихідну  
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культура для селекції використано штам S. Albus 2435 —  
продуцент бактеріолітичного ферментного комплексу 
з музею кафедри промислової біотехнології Національ­
ного технічного університету України «Київський по­
літехнічний інститут».

Як тест­культуру для визначення індексу літичної 
активності використовували Sarcina lutea ATCC 4698, 
яку вирощували на триптозному агарі. Для визначення 
літичної активності ферментного комплексу та його го­
тових форм як тест­культуру використовували Bacillus 
cereus ATCC 14579 (добові культури, вирощені на м’ясо­ 
пептонному агарі (МПА)) із згаданого вище музею. 
Літичну активність визначали з застосування спектро­
фотометра КФК­3.

Поживні середовища:
Вівсяне середовище, (г/л): вівсяна крупа — 40,0; 

агар — 18,0; pH 7,2.
Триптозний агар, (г/л): агар — 10,0; триптон — 5,0; 

дріжджовий екстракт —5,0; NaCl — 5,0; глюкоза — 1,0; 
pH 7,8. 

Модифіковане середовище Чапека, (г/л): NaNO3 — 2,0; 
K2HPO4 × 7H2O — 1,0; MgSO4 × 7H2O — 0,5; NaCl — 0,5; 
FeSO4 × 7H2O — 0,1; CaCO3 — 3,0; агар — 20; pH 7,8. 

Середовище Чапека, агаризоване, (г/л): глюкоза 20,0; 
NaCl — 0,5; К2НРО4 × 7Н2О — 1,0; FеSО4 × 7Н2О — 0,1; 
МgSО4 × 7Н2О — 0,5; NaNO3 — 2,0; CaCO3 — 3,0; агар —  
20,0; рН 7,0.

Середовище для глибинного біосинтезу, (г/л): глюко­
за — 6,0; соєве борошно дезодороване — 8,0; NaCl — 14,0; 
К2НРО4 × 3Н2О — 2,0; CaCl2 — 4,5; MgSO4 × 7Н2О — 5,8;  
MnCl2 × 4 Н2О — 0,04; пропінол Б­400 — 0,014 л;  
рН 7,8–8,2.

4.2. методики отримання мутантів та визначення біо-
синтетичної активності культури. 4.2.1. Метод отримання 
мутантів з використанням N-метил-N ′-нітро-N-нітро-
зогуанідину (НГ). Наважку мутагену розчиняли у Трис­ 
малеїновому буфері (ТМ­буфер) до концентрації 0,1 %. 
Спорову суспензію S. albus 2435 сконцентровували до 
1 × 109 клітин/мл в об’ємі 400 мкл. Суспензію розділяли 
на 4 порції по 100 мкл. В кожну пробірку вносили Трис­ 
малеїновий буфер та розчин мутагену так, щоб кінцева 
концентрація НГ в кожній з трьох пробірок становила 
1, 2 та 3 мг/мл. Остання пробірка містила тільки розчин 
спор в буфері. Суспензію спор струшували протягом 20 хв 
для кращого проникнення мутагену в клітини. Відмивали 
дистильованою водою два рази, здійснювали десятикратні 
розведення і висівали на чашки з вівсяним середовищем. 
Культивували протягом 4 діб в термостаті при темпера­
турі 28 ± 1 °С. Порівнювали кількості колоній, утворених 
спорами, які вижили після обробки мутагеном, з числом 
колоній, що виникли із необроблених спор, і визначали 
відсоток виживання.

4.2.2. Визначення індексу літичної активності (ІЛА) 
клонів штаму S. Albus 2435. Мінливість культури ви­
вчали за ознакою бактеріолітичної активності окремих 
клонів штаму S. Albus 2435, що характеризували індексом 
літичної активності (ІЛА) і визначали як відношення 
діаметру зони лізису тест — культури в середовищі до 
діаметру самої колонії. Як джерело органічного жив­
лення в середовище вносили суспензію тест­культури 
9 × 109 клітин /мл. 

Літичну активність кожного клону оцінювали за 
здатністю лізувати тест­культуру і характеризували 
індексом літичної активності (ІЛА), що розраховува­

ли поділом діаметра зони лізису навколо колонії на 
значення діаметра самої колонії.

Мінливість культури за ознакою ЛА виражали ко­
ефіцієнтом варіації ІЛА:

CV
X

= ×
σ

100 %,

де σ  — середнє квадратичне відхилення у виборці; X  — 
середнє арифметичне величини.

Біосинтетичну здатність штамів характеризували 
також відсотком виникнення при розсіві «плюс»­ та 
«мінус»­варіантів, тобто клонів, величина ІЛА яких 
відрізняється від середнього значення на дві величини 
стандартного відхилення: X + 2σ  та X − 2σ ,  відповідно.

4.2.3. Виділення мутантів культури зі зміненою стійкіс-
тю до стрептоміцину. Мутанти, стійкі до стрептоміцину, 
отримували шляхом висіву суспензії спор S. Albus 2435 
на середовище Беннета з різними концентраціями анти­
біотика. Колонії, що виросли на середовищі з антибіо­
тиком, уколом пересівали на матричні чашки і робили 
повторну перевірку їх резистентності.

Визначення стабільності ознак резистентності виділе­
них варіантів до антибіотика проводили шляхом висіву 
спор після їхнього зберігання на косяках з антибіоти­
ками та без них, та наступним пересівом репліками на 
середовища з відповідною концентрацією антибіотика. 
Штами, які виросли на середовищі з стрептоміцином 
після трьох пасажів через неселективні умови вважали 
стрептоміцин — резистентними мутантами.

4.2.4. Методи вирощування та культивування мікроб-
них культур. Культуру S. albus вирощували на агари­
зованому середовищі Чапека при температурі 28 ± 1 °С 
впродовж 7 діб.

Посівний матеріал вирощували на качалках при час­
тоті обертання 200–250 хв–1, протягом 2 діб (48 годин) 
при температури 28 ± 10 °С у колбах на 250 мл з 50 мл 
ферментаційного середовища або із рідким середови­
щем Чапека. Біосинтез проводили у колбах на 750 мл  
з 150 мл ферментаційного середовища в тих же умовах 
протягом 3–4 доби (72–96 годин).

Тест­культури Bacillus cereus, Sarcina lutea вирощували 
на чашках Петрі на м’ясо­пептонному агарі (МПА) при 
температурі 37 °С впродовж 1 доби і використовували 
для приготування клітинних суспензій для визначення 
літичної активності або для внесення в середовище для 
визначення індексу літичної активності.

4.2.5. Культивування продуценту. Біосинтез продукту 
проводили у колбах на 750 мл з 150 мл ферментаційного се­
редовища на качалках при частоті обертання 200–250 хв–1 
при температури 28 ± 1 °С протягом 3–4 доби (72–96 го­
дин). Після завершення біосинтезу культуральну рідину 
розділяли центрифугуванням (6 тис. хв–1, 15 хв), відді­
ляючи біомасу продуценту. Фугат, що містив ферментний 
комплекс, використовували для аналізу. Літичну активність 
визначали турбідіметричним методом [16].

5.  результати впливу нітрозогуанідіну  
та мутацій стійкості до стрептоміцину 
на мінливість та біосинтетичну 
активність s. albus 2435

На першому етапі роботи досліджували вплив НГ 
на виживання та мінливість бактеріолітичної здатності  



Технологии пищевой, легкой и химической промышленносТи

47Technology audiT and producTion reserves — № 2/4(22), 2015

ISSN 2226-3780

Str. albus 2435. Бактеріолітичну активність визначали 
по відношенню до тест­культури Sarcina lutea, яка часто 
використовується в селекції стрептоміцетів та представ­
ляє грам­позитивні бактерії, щодо яких виявляється 
максимальна активність продуцента. 

Суспензію спор штаму S. albus 2435 обробляли НГ 
в концентрації 1, 2 та 3 мг/мл протягом 20 хв. Після 
20 хв обробки 1 мг/мл НГ виживання знижувалося до 
44,3 %. Підвищення концентрації до 2 та 3 мг/мл знижу­
вало відсоток виживання до 31,5 та 22,3 %, відповідно. 

З літератури відомо, що НГ індукує високу частоту 
мутацій у дозах, які знижують виживання до 10–50 % [2, 
17, 18]. Тому для отримання мутантів НГ застосову­
вали у всіх досліджених концентраціях, оскільки вони 
знижують виживання спор S. albus 2435 більш, ніж на 
50 %. Зміни індексу літичної активності (ІЛА) дослі­
джуваного штаму після обробки НГ в концентрації 1, 
2 і 3 мг/мл визначали по відношенню до контролю: за 
100 % брали середнє значення (3,5) індексу літичної 
активності спонтанних (необроблених мутагеном) клонів 
вихідного штаму (табл. 1).

Серед 228 клонів штаму, отриманих після спон­
танного розсіву культури, виявили 4,8 % «плюс»­ва­
ріантів (клонів зі значенням ІЛА вищим, ніж середнє, 
на 2 величини стандартного відхилення) і відсутність 
«мінус»­варіантів. Середнє значення ІЛА клонів штаму 
після обробки НГ в концентрації 1 мг/мл підвищувалося 
на 2 %, а частка «плюс»­варіантів становила 6,9 %. 

Використання вищих концентрацій НГ (2,0 і 3,0 мг/мл)  
суттєво знижувало середнє значення ІЛА. 

Таблиця 1

Вплив НГ на характеристики клонів штаму S. albus 2435

Показники
Конт-
роль

Концентрація НГ, мг/мл

1 2 3

Кількість досліджених клонів, N 228 462 171 159

Середнє значення ІЛА, М ± m, % 100* 102 ± 0,3 60,7 ± 0,2 46,9 ± 0,2

Частка «плюс»-варіантів, % 4,8 6,9 2,3 1,5

Частка «мінус»-варіантів, % 0 2,8 95,7 92,2

Коефіцієнт варіації, СV, % 17,2 24,1 14,5 13,7

примітка:* — за 100 % брали середнє значення ІЛА спонтанних 
клонів штаму S. albus 2435

Отже, використання НГ в концентрації 1 мг/мл до­
зволяє підвищити частоту виникнення «плюс»­варіантів та 
середнє значення ІЛА на 2 %. Цю дозу НГ ми використо­
вували в наступних експериментах для виділення індуко­
ваних мутантів Str. albus 2435, стійких до стрептоміцину. 

На наступному етапі роботи досліджували можливість 
використання мутацій стійкості S. albus 2435 до стреп­
томіцину як фактору відбору надпродуцентів. Для цього 
визначали частоту виникнення спонтанних та НГ­індуко­
ваних стрептоміцинрезистентних мутантів (Strr­мутантів). 

У присутності 0,1 мг/мл стрептоміцину в середови­
щі виживання вихідної культури, а отже виникнення 
Strr­мутантів, становило 1,6 × 10–4 % (табл. 2). Підви­
щення концентрації антибіотика в середовищі до 0,5 
та 1,0 мг/мл знизило виживання на 2 та 3 порядки, 
а в присутності 2,0 мг/мл стрептоміцину життєздат­
ними були лише 3,7 × 10–8 % спор. Вищі концентрації 
стрептоміцину виявилися летальними для цього штаму.

Частота виникнення Strr­мутантів, індукованих НГ, 
зростала на два порядки і становила 6 × 10–4 %.

Таблиця 2

Частота виникнення Strr-мутантів S. albus 2435

Концентрація стрептомі-
цину, мг/мл

Частота виникнення Strr-мутантів, %

Спонтанні НГ-індуковані

0,1 1,6 × 10–4 —*

0,5 2,8 × 10–6 6,0 × 10–4

1 3,0 × 10–7 —

2 3,7 × 10–8 —

примітка: * — не визначали

Аналіз ІЛА 151 клонів розсіву вихідної культури 
вияв 4,0 % «плюс»­варіантів і відсутність «мінус»­ва­
ріантів (табл. 3). Середнє значення індексу літичної 
активності Strr­варіантів зріс у порівнянні з вихідною 
культурою на 14 %, а частка «плюс»­варіантів збіль­
шилася більш, ніж у два рази. 

Середнє значення індексу літичної активності НГ­ін­
дукованих Strr­варіантів виявилася майже на 30 % вищою, 
ніж у контролі, та на 14 % порівняно зі спонтанни­
ми Strr­варіантами. Більше чверті цих мутантів були 
«плюс»­варіантами. Суттєве зростання частки «плюс»­ва­
ріантів та підвищення варіабельності активності вказує 
на ефективність пошуку високоактивних продуцентів 
серед стрептоміцин­резистентних клонів. 

Таблиця 3

Мінливість Strr-мутантів S. albus 2435 за ознакою літичної активності

Показники
Конт-
роль

Strr-варіанти
Strr-НГ-му-

танти

Кількість досліджених клонів, N 151 247 243

Середнє значення ІЛА, М ± m, % 100* 114,4 ± 0,6 128,3 ± 0,9

Частка «плюс»-варіантів, % 4,0 8,5 25,9

Частка «мінус»-варіантів, % 0 0,4 0

Коефіцієнт варіації, СV, % 25,9 25,6 35,5

примітка: * — за 100 % брали середнє значення ІЛА спонтанних 
клонів штаму S. albus 2435

Аналіз ІЛА «плюс»­варіантів виявив, що клони з най­
вищою активністю виникали саме серед НГ­індукова­
них Strr­мутантів (табл. 4). Обробка НГ індукувала 
виникнення значної частини «плюс»­варіантів з ІЛА 
4,1–6,0 (29 %). Водночас серед цієї групи Strr­мутантів 
також виникали штами з ІЛА 6,1–8,0 (4 %). Отримані 
дані доводять ефективність обробки спор S. Albus 2435 
НГ в концентрації 1 мг/мл перед висівом на середовище 
з стрептоміцином для наступного відбору надпродуцента 
бактеріолітичного ферменту.

Виділені НГ­індуковані Strr­мутанти розділили за 
рівнем стійкості до стрептоміцину на три групи (табл. 5):  
низькорезистентні, які ростуть на середовищі з 5–10 мкг/мл  
антибіотика (І група); із середнім рівнем резистентнос­
ті (50–100 мкг/мл — ІІ група) та високорезистентні 
штами (100–250 мкг/мл — ІІІ група).

Більше 78 % НГ­індукованих Strr­мутантів штаму 
S. Albus 2435 віднесено до I групи. До ІІ групи увійшло 
13,1 % мутантів стійких до концентрації 50–100 мкг/мл  
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стрептоміцину. Серед досліджуваних мутантів були шта­
ми стійкі до 100–250 мкг/мл (8,1 %). У І групі стійкості 
до стрептоміцину середнє значення індексу літичної 
активності «плюс»­варіантів було найнижчим (ІЛА 3,4), 
у порівнянні із мутантами ІІ і ІІІ групи, середнє зна­
чення ІЛА яких, становило 4,2 та 5,4 відповідно.

Таблиця 4

Розподіл варіантів штаму S. albus 2435 за індексами літичної 
активності

Варіанти

Кількість «плюс»-варіантів, абсолютні 
одиниці / %

ІЛА 2,1–4,0 ІЛА 4,1–6,0 ІЛА 6,1–8,0

Контроль (вихідна культура) 3/50 3/50 —

Strr-мутанти 20/95 1/5 —

НГ-індуковані Strr-мутанти 42/67 18/29 3/4

Таблиця 5

Розподіл НГ-індукованих Strr-мутантів S. albus 2435 за рівнем стійкості 
до стрептоміцину

Групи
мутантів

Концентрація 
стрептоміци-
ну, мкг/мл

НГ-індуковані Strr-мутанти

Кількість %
Середнє значення ІЛА 

«плюс»-варіантів

І 5–10 194 78,8 3,4 ± 0,2

ІІ 50–100 32 13,1 4,2 ± 0,2

ІІІ 100–250 20 8,1 5,4 ± 0,1

Всього 246 100 4,2 ± 0,2

У групах, які характеризувалися зростанням стій­
кості до стрептоміцину, спостерігали зростання серед­
нього значення ІЛА. Отже, можна сказати, що між 
ознакою синтезу бактеріолітичних ферментів і рівнем 
стійкості до стрептоміцину спостерігається позитивна 
кореляція. Таким чином, для відбору високоактивних 
варіантів S. Albus 2435 ефективним є використання НГ 
в концент рації 1 мг/мл з подальшим висівом на середо­
вище з 0,5 мг/мл стрептоміцину та відбір Strr­мутантів, 
стійких до 100–250 мкг/мл стрептоміцину. 

Серед ІІІ групи вказаних мутантів було відібрано 
два штами­мутанти — Str. albus 105 і 107, що були 
стійкі до 100 мкг/мл стрептоміцину та мали ІЛА 7,1. 

Для перевірки рівня біосинтезу бактеріолітичного 
ферменту відібраними мутантами проводили культи­
вування на рідкому середовищі та порівнювали його 
з активністю вихідної культури. Штами вирощували  
у колбах на 750 мл з 150 мл ферментаційного середо­
вища на качалках при частоті обертання 200–250 хв–1 
впродовж 96 годин при температурі 28 ± 1 °С. Потім 
відділяли біомасу центрифугуванням та використовували 
фугат для визначення літичної активності. Встановле­
но, що літична активність отриманих мутантів пере­
вищує таку ж вихідного штаму у 1,6 разів та склала  
4,5 тис. од/мл (щодо Bacillus cereus).

6.  обговорення результатів дослідження 
впливу нітрозогуанідіну та мутацій 
стійкості до стрептоміцину на мінливість 
та біосинтетичну активність s. albus 2435

Використовуваний в роботі продуцент S. Albus 2435 (пер­
вісно ідентифікований як Str. recifensis var. lyticus)  

є виділеним з ґрунту природнім штамом актиноміцету, 
що тривалий час є об’єктом дослідження ряду наукових 
колективів [11–16]. Практична цінність культури полягає 
у здатності до синтезу бактеріолітичного ферментного 
комплексу широкого спектру антимікробної дії, а отже 
можливості використання у біотехнологічній промис­
ловості для отримання даного продукту. Специфічність 
ферментного комплексу дає можливість використовува­
ти його у складі антисептичних препаратів для різних 
галузей — від синтетичних миючих засобів з антисеп­
тичною дією до лікарських форм. Саме тому штам став 
об’єктом селекції та основою для отримання чисель­
них мутантних штамів з підвищеною біосинтетичною 
здатністю або зміненою спрямованістю дії цільового 
продукту [11, 12, 15].

Останнє є можливим завдяки наявності у фермент­
ного комплексі ряду індивідуальних ферментів, сумісна 
дія яких призводить до руйнування мікробних клітин. 
Вплив того чи іншого мутагенного фактору в процесі 
селекції може призводити не лише до підвищення рівня 
активності культури, а й синтезу окремих ферментів 
комплексу у інших співвідношеннях. Наслідком такої 
зміни є може бути як розширення спектру мікробних 
культур, що здатен руйнувати ферментний препарат, 
так і часткова втрата таких властивостей [11, 12, 14].

Застосований в даній роботі хімічний мутаген (N­ме­
тил­N′­нітро­N­нітрозогуанідін) раніше не використо­
вувався в селекції культури, тому важливим було не 
лише отримати штами з підвищеним синтезом продукту,  
а й надалі дослідити антимікробний спектр синтезованих 
відібраними штамами продуктів.

Представлені результати (табл. 1) щодо впливу НГ 
на біосинтетичну здатність S. Albus 2435 свідчать про 
чітку дозозалежність ефекту підвищення середнього ІЛА, 
збільшення відсотку плюс­варіантів та коефіцієнта варіа­
ції. Так, значне підвищення варіабельності культури (до 
24,1 порівняно з 17,2 у контролі) призводить до появи 
як частки мінус­варіантів, так і варіантів­надсинтетиків. 

Досліджені концентрації мутагену чітко визначають 
концентрацію (1 мг/мл), перевищення якої має негатив­
ний ефект та має наслідком зниження всіх цільових 
характеристик — середнього ІЛА (до 46,9–60,7) та части 
плюс­варіантів (до 1,5). Разом з тим практично всі клони 
культури при обробці її мутагеном у концентраціях (2 та 
3 мг/мл) віднесені до мінус­варіантів (92–95 %). Зважа­
ючи на встановлену дозозалежність ефекту, у подальших 
дослідженнях впливу НГ доцільно буде проаналізувати 
ефект його мінімальних концентрацій (менше 1 мг/мл) 
при обробці культури продуцента.

Вивчення антибіотикорезистентності культури S. Al-
bus 2435 (табл. 2) дозволило встановити межу концент­
рацій стрептоміцину (> 2 мг/мл), що є летальною для 
культури. Порівняння антибіотикорезистентності вихід­
ної культури та попередньо обробленої НГ показало 
значний вплив мутагену на її стійкість. Так, виживан­
ня НГ­індукованих мутантів у присутності 0,5 мг/мл 
стрептоміцину підвищується на 2 порядки порівняно 
з вихідною культурою. 

Відомо, що позитивний ефект на біосинтез вторинних 
метаболітів мають мутації стійкості до аміноглікозидних 
антибіотиків, в тому числі до стрептоміцину. Такі му­
тації мають плейотропний ефект на актиноміцети і їх 
отримання можна використати як один з етапів селекції 
промислових продуцентів. Стрептоміцин­стійкі (Strr)  
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мутанти є гетерогенними за морфологічними ознаками 
і синтезом вторинних метаболітів. Вивчення властивос­
тей різних штамів виявило, що більшість мутацій, що 
приводили до Strr­фенотипу спричинювали підвищення 
рівня синтезу вторинних метаболітів [19, 20].

У спонтанних та НГ­індукованих стрептоміцин­резис­
тентних мутантів S. albus 2435 значною мірою підвищу­
ється середнє значення ІЛА (табл. 3), а отже і рівень 
синтезу комплексу бактеріолітичних ферментів. Також 
серед Strr­мутантів зростає коефіцієнт варіації та вини­
кають значно вища частка «плюс»­варіантів, порівняно 
з клонами вихідної культури. 

Отримані дані свідчать про доцільність використан­
ня мутацій стійкості до стрептоміцину в селекції даної 
культури для відбору надпродуцентів не тільки бакте­
ріолізинів, але і інших вторинних метаболітів таких, як 
антибіотики. Здатність до синтезу останніх культурою 
S. Albus 2435 була встановлена авторами нещодавно та 
відкрила нову сторінку вивчення культури, що дасть змогу 
запропонувати промисловості біотехнологію комплексного 
антимікробного препарату — ферменту та антибіотику  
з різними (доповнюючими один одного) антимікробними 
спектрами активності [13].

7. висновки

Показана ефективність застосування мутагену N­ме­
тил­N′­нітро­N­нітрозогуанідіну та мутацій стійкості 
до стрептоміцину, як комбінації селективних факторів 
для отримання продуцентів бактеріолізинів Streptomyces 
albus 2435 з підвищею біосинтетичною здатністю. Вста­
новлено дози мутагену (1 мг/мл, 20 хв. інкубації), що 
дозволяють відбирати штами­надсинтетики як для прак­
тичного застосування, так і в селекції з використанням 
комбінацій факторів.

В результаті проведеного хімічного мутагенезу та 
подальшого відбору стрептоміцин­резистентних мутантів 
отримано два штами S. Albus 105 і 107, що характеризу­
ються підвищеним у 1,6 рази рівнем синтезу цільового 
продукту. Отримані штами можуть бути використані 
при розробці промислової біотехнології бактеріолітично­
го (антимікробного) ферментного препарату для різних 
сфер застосування.
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получение высокоАкТивных сТрепТомицин-
реЗисТенТных проДуценТов БАкТериолиЗинов 
sTrePTOmyces alBus

Исследована и показана целесообразность применения N­ме­
тил­N′­нитро­N­нитрозогуанидина (НГ), а также использование 
мутаций устойчивости к стрептомицину в селекции продуцента 
бактериолитического ферментного комплекса Streptomyces al­
bus 2435. Установлены условия мутагенной обработки НГ и кон­
центрация стрептомицина, которые дали возможность получить 
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мутанты S. albus 105 і 107 с повышенной в 1,6 раз способностью 
к синтезу бактериолизинов. 

ключевые слова: Streptomyces albus 2435, сверхпродуцент, 
бактериолизины, селекция, нитрозогуанидин, стрептомицин.
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роЗроБкА АвТомАТиЗовАної 
сисТеми упрАвління екологічними 
риЗикАми при уТиліЗАції віДхоДів 
ЗА ТехнологіЄЮ «екопірогенеЗіс»

В статті представлено структуру автоматизованої системи управління екологічними ризи-
ками при утилізації відходів за технологією «Екопірогенезіс». Запропоновано алгоритм функціо-
нування системи управління екологічними ризиками та методику багатокритеріальної оцінки 
факторів екологічної небезпеки при експлуатації обладнання технології термічної утилізації 
органічних відходів. Представлено результати оцінки факторів за рівнем небезпеки на основі 
методу аналізу ієрархій згідно сформованих критеріїв.

ключові слова: екологічні ризики, фактори екологічної небезпеки, піроліз, аварії, аналіз ієрархій.

маркіна л. м., 
Тимченко і. в.

1. вступ

На сьогоднішній день до одного із ефективних, з точ­
ки зору екологічної безпеки та економічної ефективності, 
способів переробки твердих побутових відходів можна 
віднести процес багатоконтурного циркуляційного піро­
лізу (БЦП) — високотемпературної глибокої деструкції 
органічних відходів без доступу кисню при 600–800 °С, 
в результаті якого можна отримати нетрадиційні енерго­
носії (рідке, тверде та газоподібне паливо).

Підвищення еколого­економічної ефективності процесу 
БЦП досягається шляхом його поєднання з іншими тех­
нологічними процесами в загальній технології «Екопіро­
генезіс», яка включає технологічні лінії БЦП полімерних 
відходів і зношених автомобільних шин, та технологічні 
лінії багатоконтурної двозонної циркуляційної газифіка­
ції (БЦДГ) різних видів вологих органічних відходів.

Експлуатація комплексу, який працює за технологією 
«Екопірогенезіс» пов’язана з ймовірністю виникнення 

небезпечних ситуацій різного характеру тому актуальною 
задачею є прогнозна оцінка рівнів промислової, пожежної 
та екологічної небезпеки на всіх етапах технологічного 
процесу з метою забезпечення надійної та безпечної 
роботи обладнання. Це може бути досягнуто створен­
ням автоматизованої системи управління екологічними 
ризиками, яку планується впровадити на модульних 
установках, якими комплектуються заводи по термічній 
утилізації твердих побутових відходів (ТПВ) за техно­
логією «Екопірогенезіс» з отриманням альтернативних 
видів палива. 

2.  Аналіз літературних даних  
та постановка проблеми

Проведено аналіз сучасних підходів до оцінки ризиків 
функціонування небезпечних промислових об’єктів, які 
дозволяють сформувати ефективну систему управління 
ризиками, в тому числі екологічними [1, 2], визначити  


