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ОЕИІАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Одним из выдающихся достижении биологии 

XX века является открытие антибиотиков, продуцируемых микроорганиз­

мами. Сни оказались наиболее эффективными природными соединениями, 

вызывающими гибель многих патогенных бактерии, грибов и некоторых 

вирусов, а также широко используемыми в химиотерапии злокачествен­

ных опухолей.

Проблема изыскания новых антибиотиков как для медицинского, 

так и немедицинского применения в настоящее время не потерял своего 

значения. Большая часть используемых в медицине антибиотиков выде­

лена из культур стрептомицетов. Возможность которых, как продуцен­

тов - новых антибиотиков далеко не исчерпаны.

Первым шагом на пути к изысканию новых антибиотиков является 

выделение микроорганизмов - потенциальных продуцентов новых анти­

биотиков из природных мест обитания. В рвязи с этим культуры редких 

родов стрептомицетов, а также стрептомицеты малоизученных почв пред­

ставляют интерес как источники новых природных соединений.

В институте Биотехнологии АН Монголии в результате исследо­

вания почвенных образцов пустыни Гоби была выделена культура стреп- 

томицета - штамм 51. Антибиотик продуцируемый этим стрептомицетам 

обладал ярко выраженным антибактериальным действием, что представ­

ляет интерес для возможного практического применения.

Цель и задачи исследования. Целью нашего исследования явилось 

изучение культуру стрептомицета (штамм 51) и образуемого им антибио­

тического вещества.

Достижение поставленной цели в процессе исследования разре­

шались следующие экспериментальные задачи:

1



- Изучение морфологических, физиолого - биохимических И кульг- 

тур&пьных свойств штамма 51 стрептомицета у

- Идентификация штамма 51 стрептомицета по родовой и видовой 

принадлежности ;

- Подбор и оптимизация компонентов питательной среды, наиболее 

благоприятной для биосинтеза антибиотика культурой ;

- Разработка рационального способа выделения антибиотика 51, 

позволяющего наиболее полное извлечение антибиотика как из культу- 

ралной жидкости, так и из мицелия продуцента ;

- Получение основного компонента комплекса - антибиотика 5І-І 

и изучение его фиэико - химических, биологических свойств ;

- Идентификация антибиотика 5І-І и определение его места в 

оистеме классификации биологически активных веществ ;

Научная новизна. В результате проведенной работы штамм 51 

стрептомицета идентифицирован как разновидность streptomyces phaeo- 

faciens ssp. . Было показано, что этот штамм образует антибио­

тик, по физико-химическим свойствам отнесенный к группе ауреоловой 

кислоты. Для культур данного вида образование антибиотика этой груп­

пы описано впервые.

Из культуры продуцента выделен антибиотик 51, представлявшій 

собой комплекс трех компонентов. Основным компонентом антибиотичес­

кого комплекса является антибиотик 51-І. Методом колоночной хромато­

графии антибиотик 5І-І получен в хроматографически чистом виде, изу­

чены его некоторые физико-химические и биологические свойства и про­

веден идентификация данного антибиотика. Антибиотик 5І-І является 

новым представителям группы ауреоловой кислоты.

Практическая ценность. Разработанные оптимальные условия био­

синтеза антибиотика культурой Str.phaeofaciens ssp. штамм 51 позво-

2



лили повысить накопление антибиотика в культуральной жидкости, что 

дало возможность провести исследование антибиотического вещества.

Разработан экстракционный метод выделения и очистки антибио­

тика, позволяющий получать препарат высокой степени чистоты.

Антибиотик 5І-І является новым представителям группы ауреоло- 

вой кислоты, что представляет несомненно не только теоритический, но 

и практический интерес в связи с тем, что в дальнейшем может стать 

новым химиотерапевтическим средствам. Изучение лечебных свойств анти­

биотика 5І-І в опытау на животных в настоящее время продолжается.

Апробация работы. Результаты работы доложены на расширенном 

заседании кафедры биотехнологии микробного синтеза КТИ1П, на заседан- 

ниях отдела общей и почвенной микробиологии совместно с отделом ан­

тибиотиков, отделом технологии биосинтеза, отделом физиологии про­

мышленных микроорганизмов PWB АН Украины.

Публикации. По теме диссертации опубликовано 5 работ.

Структура и объем работы, диссертация состоит из введения, 

обзора литературы, посвященному изучению стрептомицетов-продуцентов 

антибиотиков группы ауреоловой кислоты, экспериментальной части, за­

ключения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 100 стра­

ницах машиннописьного текста, проиллюстрированного 15 рисунками и 20 

таблицами. Список литературы включает 137 наименований.

ОСНОЕНСЕ СОЖРІАНИЕ РАБОТЫ.

I .  Обзор литературы

Приведена общая характеристика стрептомицетов-продуцентов 

антибиотиков вообще и в частности антибиотиков группы ауреоловой 

кислоты. Так же рассмотрены методы выделения и физико-химические, 

биологические свойства антибиотиков группы ауреоловой кислоты.
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2 . Изучение штамма 51

Объект. В работе исследовали штамм 51 стрептомицета, выделен­

ный из почвы Гоби в Монголии. Штамм 51 обладал ярко выраженным анти­

бактериальным действием, что служило основанием для изучения микро­

биологических свойств и синтезируемого им антибиотика.

Морфология. Споры овальные и продолговатые, поверхность спор 

гладкая (рис.1). Цепочки спор спиральные (рис.2 ) .

Хемотаксономические характеристики. Клеточная стенка содержит 

LL-Диаминопимелиновая кислота, т.е по классификации Лешевалье отно­

сится к I типу. Изучение состава менахинонов на масс-спектре позво­

лил идентифицировать как МХ-9(Н^), MX-9(Hg), МХ^9(Н8 )-основной компо­

нент и MX-9(Hj q ) .  Штамм 51 содержит фосфолипидов типа Й1 -фосфотидил- 

этаноламин. Содержание ГЦ пар в JHK штамма составляет 69,57$.

Культуральные признаки приведены в таблице I .

Физиологические признаки. В качестве источников углерода 

штамм 51 использует глицерин, глюкозу, фруктозу, арабинозу, рамнозу, 

сахарозу, мальтозу, маннит и крахмал; плохо усваивает лактозу, сор­

бит и дульцит, не использует рафинозу, ксилозу и натриевую соль цел­

люлозы. В качестве неорганических источников азота использует суль­

фат и нитрат аммония, в качестве органических - аланин, валин, арга- 

нин, глутамин, лейцин, лизин, серии и треонин. Штамм 51 образует 

меланоидные пигменты на среде с лептонно-дрожжевым экстрактом и с 

тирозином.

Штамм 51 способен расти на среде Гауэе I о pH от б до 9 при 

температуре в интервале от 20°С до *6°С. Оптимальное значение pH и 

температура роста культуры составляют 7 и 28°С соответственно.

Антагонистические свойства. Ийамм 51 подавляет развитие грам- 

положительных бактерии Bac.aycoides R -537, Bac.subtilis 6633,

ч



Рио. I Споры штамма 51 (электронная микро­

фотография х 30000)

Рис. 2 Цепочки спор штамма 51 (оветовой 

микроскоп х 1300)
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Stap.aureus 209P и не подавляет рост грамотрицательных тест бак­

терий Esch.coll K-I3. Штамм не проявляет фунгицидное действие в от­

ношении Saccharomyces cerevisiae, Pen.notatum.

Популяционный анализ. При изучении естественной и индуцирован­

ной изменчивости штамма 51 было дифференцировано 3 морфологических 

типа колонии:

I тип - приподнятые складчатые колонии с хорошо развитым воз­

душным мицелием темносерого цвета и темнобурым субстратным мицелием.

П тип - колонии с развитым буровато-серым воздушным мицелием 

и темнобурым субстратным мицелием. Колонии приподнятые с ровными 

краями.

Ш тип - колонии, лишенные воздушного мицелия или имеющие сла­

боразвитый воздушный мицелий и бесцветный субстратный мицелий.

Спектр и частота морфологических вариантов в естественных рас­

севах штамма 51 довольно стабильны. I тип колоний составляет 93,1?,

П тип - 6 ,5?  и 111 тип - О

Проверка антибиотической активности различных морфологических 

вариантов показала, что варианты, отличающиеся от нормального типа, 

имели сниженную антибиотическую активность.

Морфологические и хемотаксономические характеристики показы­

вают, что штамм 51 относится к роду Streptomycea и очень близок к 

виду Streptomycea phaeofaciens однако имеет определенное отличие от 

типового штамма. Так, типовой штамм АТСС 115034 в отличие от штамма 51 

не образует растворимый пигмент на глицерин нитратном агаре. Эта ха­

рактеристика не имеет таксономического значения для идентификации 

стрептомицетов, поэтому штамм 51 был отнесен как разновидность Str. 

phaeofaciens ssp. -штамм 51.

Подбор и оптимизация питательных сред. В нашу задачу входил 

подбор и оптимизация питательных сред, наиболее благоприятных для
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биосинтеза антибиотика культурой Str. phaeofaciens ззр. штамм 51.

С этой цель» был использован метод математического планирования экс­

перимента (метод ортогальных латинских прямоугольников). СЦенкой оп­

тимизации служил уровень антибиотикообразования. Зависимость эффекта 

антибиотикообразования от концентрации основных компонентов комплекс­

ной среды представлена в таблице 2 . На основании проведенных исследо­

вании была выбрана питательная среда следующего состава:

соевая мука 3,0?

глюкоза 2 ,0?

глицерин 3,0?

СаСО^ 0,2?

NacI 0,15?

Штамм 51 на этой среде наибольшее количество антибиотик накап­

ливает на 6 сутки ферментации. Биосинтез антибиотика начинается пос­

ле 12 часового роста культуры, и активность антибиотика достигает 

600 ед.разведения в I мл культуральной жидкости в отношении Вас. 

mycoides Н -537. По мере потребления субстрата в период активного 

антибиотикообразования pH среды возрастает с 7 до 7 ,6 .

3. Выделение антибиотика и изучение 

его физико-химические свойства 

Метод выделения антибиотика разрабатовали в лаборатории выде­

ления и идентификации новых антибиотиков НИИ ИНА АМН России.

Антибиотик накапливается в основном в культуральной жидкости 

( до 80? ) и не большом количестве в мицелии продуцента, может быть 

выделен из обоих источников экстракционным методом.

Экстракционной метод выделения антибиотика основан на свойст­

вах антибиотика растворяться в органических растворителях в виде 

свободной кислоты и в воде в виде солей. При разработке экотракцион-



Таблица I

Культуральные признаки штамма 51

Питательные 
среды

Воздушный
мицелий

субстратный
мицелий

растворимый
пигмент

рост

минеральный 
агар I Гаузе

светлосерый
серый

бесцветный нет хороший

органический 
агар 2 Гаузе

бесцветный коричневатый 
с желтоватым 
оттенком

коричнева­
тый слабый

слабый

агар Чапека 
с сахарозой

бесцветный бурый светлобу­
рый

обильный

МПА отсутствует серый нет слабый

глицерин нит­
ратный агар

беловатый
серый

темнобурый 
грязнобурый

слабобуро­
ватый

хороший

крахмально­
аммиачный

агар

беловатый
сероватый бесцветный нет хороший

картофельный
агар

беловатосе­
рый

бесцветный нет умеренный

овеянный
агар

серый с бе-
беловатыми
вкраплениями

бесцветный 
или буровато­
желтый

нет хороший

Таблица 2

Зависимость эффекта антибиотикообразования 
от концентрации основных компонентов среды

Компоненты Показатели Варианты
среды I П | Ш ІУ

соевая мука

комплексна 

конц. %

я среда

0.5 1 .0 2 .0 3.0 4.0
эффект -213 -̂ 145 +101 +312 -55

глюкоза конц. % 0.5 1 .0 2 .0 3 .0 4 .0
эффект -51 +33 +71 -19 -65

глицерин конц. % 1 .0 2 .0 з.о *♦.0 5 .0
■ эффект -63 +23 +99 -19 -45

NacI конц. % 0 0 ,15 0 ,3 0.45 0.6
эффект +110 +133 -Г -5 -137

СаС0_ конц. % 0 0.1 0.2 0 .3 0 .4
3

эффект -145 +83 +121 -5 -55



ного метода нам необходимо было решить ряд задач, связанных с правиль­

ностью выбора параметров выделения антибиотика. В первую очередь изу­

чали устойчивость антибиотика к pH, поскольку выделение его происхо­

дит при значительных изменениях pH (от 2 до 10) и дальнейшую работу 

проводил с учетом устойчивости антибиотика.

Одним из важнейших условии эффективной экстракции является 

правильной выбор растворителей, который достаточно полно и избиратель­

но извлекал бы из водной фазы интересующее нас антибиотическое вещест­

во. Как показали наши исследования антибиотик в растворе полностью 

сохраняет биологическую активность при pH 1,5-10 в течение двух часов 

при 2СРС. Было показано, что антибиотик наиболее (до 97?) полно пере­

ходит в н-бутанол. Этилацетат и бутилацетат извлекает антибиотик так­

же достаточно полно (соответственно 93? и 95?) но более избирательно.

После проведения экстракции антибиотика из культуральной жид­

кости, дальнейшая очистка и концентрирование антибиотика проводилось 

путем перевода его из н-бутанольного экстракта в водно-щелочной раст­

вор. Этим достигалось дальнейшее концентрирование антибиотика. Шло 

показано, что для полной реэкстракции антибиотика необходимо, чтобы 

значение pH водной фазы составляло 9,8-10 так как при этом антибиотик 

образует натриевую соль, хорошо растворимую в воде. При pH выше II  

антибиотик инактивируется. В связи с этим процесс реэкотракции прово­

дили при пониженной температуре (3°- 5°) и быстро.

Проведение повторной экстракции этилацетатом позволял получать 

препараты, содержащие до 90? целевого продукта. Результаты исследова­

ния дали возможность предложив схему выделения антибиотика 51, предс­

тавленную на рисунке 3 .

Характеристика антибиотика 51 . Антибиотик 51 предотавляет со­

бой порошок желтого цвета хорошо растворимый в низших спиртах, ацетоне

9



Рис. 3 Схема выделения антибиотика из культу­

ральной жидкости и мицелия штамма 51
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этилацетат, пиридине и растворах щелочи, ограниченно растворяется в 

воде и практически не растворяется в хлороформе, бензоле, гексане и 

четырехлористом углероде. В УФ спектре антибиотик 51 имеет максимумы 

поглощения при Л  220, 229, 289, 315, 428 ммк ( E j^0M 200,

160, 460, 68, 94 нм )(Рис. 4 ) . По данным высокоэффективной жидкость- 

ной хроматографии (ВЭЖХ), антибиотик 51 представляет собой, антибио­

тический комплекс, состоящий из трех компонентов. Основным компонен­

том комплекса является антибиотик 5I-I (90-95# в зависимости от усло­

вии фермвнтации)(Рис. 5 ) .  При анализе препарата антибиотика 51 мето­

дом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на пластинке eilafol обнару­

живается одно желтое пятно в различных системах растворителей соот­

ветствующее компонентам 51—I , 51-2 и 51-3.

Высокоочищенный препарат антибиотика 5I-I был получен с по­

мощью хроматографии суммарного препарата антибиотика 51 на колонках 

с силикагелем.

Антибиотик 5I-I. Вещество желтого цвета, температура плавле­

ния 185°С, уголь вращения о< | °=  +72 ,5  Л  200, 229, 283,

315, 428 (е £*см 224, 172 , 509, 75, Ю 1)(Рис. 4)

Антибиотик 5І-І дает положительную реакцию с реактивами на 

восстанавливающие сахара (реакция Фелинга, ТоленсаЗ, фенольные и 

спиртовые гидроксилы (реакция с хлорным железом), а также положитель­

ную реакцию на ароматические структуры (реакция Фриделя-Крафтса).

Антибиотик 5І-І легко растворяется в низших спиртах (метаноле, 

этаноле, пропиноле и изопропиноле), ацетоне, этилацетате, пиридине и 

растворах щелочи, умеренно растворим в воде и практически не раство­

ряется в гексане, четырехлористом углероде, хлороформе и бензоле.

В Ж  спектре антибиотика 5І-І (Рис. б ) присутствуют полосы 

поглощения, характерные для простой эфирной (1050 см~*), сложноэфир-
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Рио. ** УФ спектр препарат антибиотика 51 и основного 

компонента - антибиотика 51— I,.

Рис. 5 ВЭКХ препарата антибиотика 51.
По оси абсцисс - время удерживания (мин.), в масштабе 
проводится оптическая плотность, длина волны 270 ни.

Злюент: ацетонитрил - фосф.буфер (36*64)
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Рис. б ИК спектр антибиотика 51-Г

Рис. 7 ВЭ1Х смеси антибиотика 5І-І и митрами- 
цина (М).

По оси абсцисс - время удерживания (мин.), в масш­
табе проводится оптическая плотность, длина волны 
270 нм. Злюант: ацетонитрил-фосф.буфер (36 :64 )
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ной или лактонной связей (1230, Г730 см-^ ) ,  ароматические структуры 

(1540 см-1) ,  сопряженного карбонила (І6І0-Г645 см-1) ,  группы СН3 и 

CHg (1390, 1430, 1450, 2950, 3000 см~^), а также для гидроксильных 

групп (широкая полоса с максимумом 3450 см-^ ) .

Биологические действия антибиотика 51—I . Антибиотик высокоак­

тивен в отношении грамположительных бактерии, не действует на грам- 

отрицательные бактерии и микромицеты при малых дозах (Табл. 3 ).

Таблица 3

Антимикробная активность антибиотика 5I-I

Наименование
тест-микроорганизмов

минимальная подавляющая 
концентрация Смкг/мл)

Staphylococcus aureus 209Р , 0,02
Bacillus subtilia ATCC 6633 0,002
Bac.cereus subsp.mycoides R-537 о.оог
Micrococcus luteus ATCC 9341 0,02
Escherichia coli K-13 100
Candida albicans M-D 100
Aspergillus niger 100

Идентификация антибиотика 5I-I. /ля идентификации антибиоти­

ка 5I-I мы провели поиск аналогов по компьютерной базе данных при­

родных биологически активных веществ разработанной Я.Верди (Венгрия). 

Настоящее время в базе данных содержатся сведения о свыше 16 тысяч 

антибиотических веществ природного происхождения. Поиск проводили 

введением в компьютер полученных аналитических данных по молекуляр­

ной массе и УФ спектру.

В результате компьютерного поиска вышли на антибиотики группы 

ауреоловой кислоты, насчитывающие в настоящее время 47 представите­

лей, Наиболее близок антибиотик 5I-I оказался к митрамицину, однако
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отличается от него по некоторыми физико-химическими свойствами. В 

таблице 4 приведены некоторые показатели антибиотика 5І-І и митрами- 

цина.

Таблица 4

Некоторые физико-химические свойства 

антибиотика 5І-І и митрамицина

Свойства антибиотиков
наименование антибиотиков

антибиотик 51-Г митрамицин

Температура плавления С°

Угол вращения (с 1 ,0  ETCH) 

Молекулярная масса 

Л  спектр Л  н м (Е ^ см)

Г85 

+ 72 ,4  

Г065

200, 229, 289, ЗГ5, 
5 |8 .еог?. т .  509,

Т80-Г83

- 51

Г065

240, 285 , 5Г5, 
425 (183, 475, 
72, Г 05 5

Тонкослойная хроматография 

СН3С1 - бензол - МеСН 2 :1 :1  

CHCI - MeОН - ацетон 11 :1 :1  

бензол - ацетон 1:1

0 ,3 9
0,03

0 ,77 о 
р

о

2 
8

Я
ВЭЖХ элюент ацетонитрил - 

фосфатный буфер 36:64 

время удерживания (мин.) 9 ,7 Г0.6

Как видно из таблицы 4 антибиотик 5І-І отличается от митрами­

цина по оптическим свойствам и по данным ВЭЖХ. На основании получен­

ных данных мы считаем, что антибиотик 5І-І является новым представите­

лем группы ауреоловой кислоты.

В настоящее время НИИ по изысканию новых антибиотиков АМН 

России начато изучение химического строения этого антибиотика, а так­

же продолжается работа по исследованию его лечебных свойств.
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ВЫ ВОЛІ

1. Из образцов почвы пустыни Гоби выделена культура срептоми- 

цета которая идентифицирована как разновидность Streptomyces phaeo­

faciens ssp• штамм 51. В процессе естественной и индуцированной 

изменчивости штамм 51 расщепляется на 3 морфологические типы коло­

нии. 1 тип колонии составляет 93,1# , П тип колоний 6 ,5#  и Ш тип ко­

лоний 0, 4#.

2. В результате подбора и оптимизации питательных сред была 

разработана комплексная среда для биосинтеза антибиотика культурой 

Str.phaeofaciens ssp. штамм 51, позволившая увеличить антибиотичес­

кую активность культуральной жидкости на 50# по сравнению с исход­

ной средой.

3. Разработан экстракционный метод выделения антибиотика из 

культуральной жидкости и мицелия. Антибиотик накапливается в основ­

ном в культуральной жидкости (80#) и только 2C# в мицелии. Ланный 

антибиотик является комплексным соединением, состоящий из трех ком­

понентов, причем основной компонент 5I-I составляет 90-95# от обще­

го количества комплекса.

4. Антибиотик 5I-I получен в хроматографическом чистом виде, 

проведена идентификация. Антибиотик 5I-I является новым представи­

телем группы ауреоловой кислоты.

5. Антибиотик 5I-I высокоактивный в отношении грамположитель- 

ных бактерии, но не действует на грамотрицательные бактерии и мик- 

ромицеты.

6 . Установлено, что Str.phaeofaciens ssp. штамм 51 синтези­

рует новый антибиотик группы ауреоловой кислоты. Лия культур вида 

Str.phaeofaciens ' образование антибиотиков этой группы ранее не 

отмечалось.
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