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Вступ. Впровадження в медичну практику антибіотиків було справжньою 

революцією в лікуванні інфекційних захворювань, однак реакцією патогенів 

було вироблення антибіотикорезистентності. Сьогодні все гостріше постає 

проблема неефективності антибіотиків, тому актуальним завданням є пошук 

нових високоактивних сполук, які могли б поповнити арсенал лікарських 

засобів, що істотно зменшується. Роботи з мікроорганізмами та їх метаболітами 

є перспективними, а розробка нових методів пошуку антибіотиків серед 

екзометаболітів набуває ще більшої актуальності. Перспективним напрямком в 

конструюванні і вдосконаленні антибіотиків є застосування бактерій роду 

Bacillus. Більшість пептидних антибіотиків, що синтезуються Bacillus, активні 

проти грампозитивних бактерій, однак деякі сполуки проявляють активність 

виключно до грамнегативних бактерій, а також відомі й антитмікотики.  

Мета роботи. Мета дослідження полягала у визначенні спектру 

антибіотичної активності екзометаболітів, синтезованих штамами Bacillus 

subtilis ОНУ 481, Bacillus megaterium ОНУ 484, Bacillus atrophaeus MH4 та 

B. subtilis МБ1. 

Матеріали і методи. В експерименті були використані штами з колекції 

культур мікроорганізмів кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології 

ОНУ ім. Мечникова: Bacillus subtilis ОНУ 481, Bacillus megaterium ОНУ 484, 

Bacillus atrophaeus MH4 та B. subtilis МБ1. Для відновлення штамів та їх 
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підтримки було використано поживне середовище МПА та МПБ для 

глибинного культивування. Після готували суспензії клітин на основі 

фізіологічного розчину та вимірювали їх оптичну густину з використанням 

стандарту МакФарланду. Із кожного зразка відбирали по 2,0 мл і вносили у 100 

мл МПБ. Основним параметрами культивування було постійне струшування на 

гойдалці при 150 об/хв при температурі 25 °C. Впродовж 5 днів відбирали 

проби по 1,5 мл суспензій кожного штаму, визначали культуральні властивості 

та кількість клітин продуцентів: проби центрифугували, клітинну масу 

ресуспендували у фізіологічному розчині та визначали оптичну густину. 

Результати за допомогою калібрувальної кривої перераховувались у показники 

накопиченої біомаси – кількості КУО у 1 мл середовища. Морфологічні 

особливості клітин було визначено за методом Пєшко та мікроскопування. 

Перевірку антибіотичної активності проводили методом лунок у агарі. Для 

отримання екзометаболітів досліджуваних штамів, було складено 

біотехнологічну блок-схему (рис. 1). 

 

 

 

Рис. 1 Біотехнологічна схема отримання екзометаболітів бацил : ДР – 

допоміжні роботи, ТП – технологічний процес 
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Результати та обговорення. В ході роботи було проведено дослідження і 

визначення антибіотичної активності екзометаболітів B. subtilis ОНУ 481, B. 

megaterium ОНУ 484, що були виділені із ферментованих продуктів, а також B. 

atrophaeus MH4, B. subtilis МБ1, мікроорганізмів, отриманих із гідробіонтів 

Чорного моря. В процесі культивування різні види і штами одного виду 

характеризувалися індивідуальними рисами. Як можна побачити з кривих 

росту, характер росту та накопичення біомаси був індивідуальним для кожного 

з досліджуваних штамів (рис. 2). 

 

 

Рис. 2. Накопичення біомаси досліджуваними штамами бацил 

 

Більш інтенсивний розвиток спостерігався для B. atrophaeus MH4 та 

B. subtilis МБ1: на другу добу було помітно помутніння поживного середовища 

(рис. 3). Також штами відрізнялися характером росту: на третю добу для 

B. atrophaeus MH4 в середовищі були виявлені слизуваті тяжі - це обумовлено 

продукцією полісахаридних сполук, їх наявність пов'язана з настанням 

стаціонарної фази росту популяції і відповідно синтезом вторинних 

метаболітів. Подібні речовини можуть слугувати захисними факторами, 

запобігаючими впливу антимікробних продуктів на самих продуцентів. 
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Досліджуваний 

штам 

Зовнішній вигляд 

культури у рідкому 

середовищі (5 доба 

культивування) 

Мікроскопія  

(5 доба культивування) 

B. atrophaeus 

MH4 

  

B. subtilis МБ1 

  

B. megaterium 

ОНУ 484 

  

B. subtilis  

ОНУ 481 

  
Рис. 3. Деякі морфологічні характеристики досліджуваних штамів 

Таким чином, популяції клітин проходили фази типової періодичної 

культури. У міру зростання для суспензії клітин було характерно виснаження 

поживних речовин середовища та накопичення токсичних продуктів 

метаболізму. Ці процеси, очевидно, можуть послужити ініціальною точкою для 

початку синтезу антимікробних екзометаболітів у відповідь на стресові умови. 

Впродовж культивування проводилась мікроскопія культур та визначення 

наявності спор. Спороутворення серед представників роду Bacillus є однією з 

реакцій на зміни культивування, при якому відбувається активація синтезу 

білка Spo0A. Рівень фосфорильованості Spo0A визначає шлях розвитку 

клітини: при низьких концентраціях Spo0A-Р адаптація до несприятливих умов 

відбувається за рахунок хемотаксису, синтезу рибосомальних антибіотиків та 

літичних ферментів, при високих - спороутворення та синтезу 

нерибосомальних антибіотиків. Отже, строки появи спор можуть обумовлювати 
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здатність досліджуваних культур до активації синтезу антибіотиків. Найбільш 

пізня поява спор була характерною для штамів B. subtilis: лише наприкінці 

культивування. В суспензіях B. atrophaeus MH4 та B. megaterium ОНУ 484 

спороутворення було зафіксоване раніше: при цьому для другого з цих штамів 

процес починався вже на першу добу. Проте, на п’яту добу експерименту в 

суспензії вміст спор знижувався, тобто, відбувалось перетворення клітин на 

вегетативні. 

Синтез антибіотиків є прикладом активного мікробного антагонізму, 

отже, вивчення цієї форми взаємодії є основою для отримання активних 

продуцентів. Продукція антимікробних сполук була виявлена у кожного з 

досліджуваних штамів бацил (табл. 1). 

Таблиця 1 

Величина зони затримки росту тест-мікроорганізмів під впливом 

екзометаболітів досліджуваних штамів бацил 

Досліджувані штами 

бацил 

Час накопичення екзометаболітів, доба 

1 2 3 4 5 

S. аureus ATCC 25923 

B. subtilis ОНУ 481 0 0 0 0 0 

B. megaterium ОНУ 484 0 0 0 0 0 

B. atrophaeus MH4 0 0 0 0 0 

B. subtilis МБ1 0 0 0 0 0 

E. сoli ATCC 25922 

B. subtilis ОНУ 481 0 0 19±2 19±1 26±3 

B. megaterium ОНУ 484 0 0 0 0 0 

B. atrophaeus MH4 0 0 0 0 0 

B. subtilis МБ1 0 0 0 16±2 0 

C. аlbicans ОНУ 425 

B. subtilis ОНУ 481 20±3 20±2 24±4 18±1 16±1 

B. megaterium ОНУ 484 0 0 26±3 20±2 24±3 

B. atrophaeus MH4 18±3 25±2 0 0 0 

B. subtilis МБ1 0 0 0 25±3 21±2 
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Найбільший спектр антимікробної активності мав штам B. subtilis ОНУ 

481 - до його екзометаболітів виявились чутливими C. аlbicans ОНУ 425 та 

Е. coli ATCC 25922. Найбільш виражену зону інгібування росту було визначено 

для B. subtilis ОНУ 481, при цьому для C. аlbicans ОНУ 425 в більшості. У 

випадку S. aureus ATCC 25923 зон затримки росту зафіксовано не було. 

Всі досліджувані штами проявили антагоністичну активність щодо 

C. аlbicans ОНУ 425, але рівень дії відрізнявся. Екзометаболіти B. megaterium 

ОНУ 484 характеризувалися найбільшою зоною затримки для зразків, 

отриманих на третю - п’яту добу культивування. Надосадова рідина B. subtilis 

МБ1 характеризувалася антибіотичною дією на четверту та п’яту добу 

культивування, що відповідало перебігу максимального синтезу антибіотичних 

сполук. Синтез антибіотиків впродовж першої-другої доби росту, що 

відповідало перебігу трофофази (лог-фази) також був характерний і для 

B. atrophaeus MH4. Біологічні активні речовини, синтезовані штамами 

B. subtilis пригнічували розвиток E. сoli. При цьому найвищий рівень 

активності спостерігався для зразків, виділених на третю - п’яту добу 

культивування.  

Відповідно до механізмів біосинтезу антимікробних екзометаболітів, їх 

класифікують, включаючи рибосомальні (синтезуються під час трофофази) та 

пептиди, синтезовані нерибосомальними пептидсинтетазами (уворюються під 

час спороутворення або ідіофази). Отже, впродовж перших діб культивування 

штам B. subtilis ОНУ 481 характеризувався активним синтезом рибосомних 

антимікробних пептидів (різні класи сполук - первинних метаболітів), що 

виробляються під час активного розмноження клітин, тобто в експоненціальну 

фазу росту, та впродовж третьої – п’ятої доби – нерибосомальних пептидів – 

антибіотиків, що синтезуються впродовж спороутворення або в стаціонарний 

період розвитку культури. В даному дослідженні інші штами бацил 

характеризувались продукцією сполук, активних щодо тест-мікроорганізмів, 

які, очевидно належать до первинних (у випадку B. atrophaeus MH4) або 
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вторинних (для метаболітів B. megaterium ОНУ 484 та B. subtilis МБ1) 

метаболітів. 

Таким чином, з огляду на результати дослідження серед досліджуваних 

видів бацил штами B. subtilis є одним з найбільш перспективних як продуценти 

великої кількості антимікробних екзометаболітів з досить широким спектром 

антибіотичної активності.  

Висновки.  

1. Тривалість стадій розвитку мікроорганізмів була специфічною для 

кожного штаму. Стаціонарна фаза для B. subtilis ОНУ 481 та B. subtilis МБ1 

починалася на другу добу культивування, для B. megaterium ОНУ 484 - на 

третю, для B. atrophaeus MH4 - спостерігалась впродовж другої - третьої доби.  

2. При культивуванні B. subtilis МБ1 та B. atrophaeus MH4 у рідкому 

поживному середовищі виявлявся синтез екзометаболітів, що відповідає появі 

слизу. Також було зафіксовано спороутворення: для B. megaterium ОНУ 484 - 

на першу, B. atrophaeus MH4 – на третю, для штамів B. subtilis - лише на п’яту 

добу культивування. 

3. Екзометаболіти досліджуваних штамів виявили протимікробну 

активність щодо тест-мікроорганізмів C. аlbicans ОНУ 425 та E. coli ATCC 

25922. 

4. Найвищий ступінь антимікробної дії було продемонстровано 

екзометаболітами, які синтезуються впродовж всього п’ятидобового 

культивування штаму B. subtilis ОНУ 481. 

  


