
Доклады Академии наук СССР
1972. Том 204, № 2

УДК 576.854. 093 МИКРОБИОЛОГИЯ

Г. Г. ЖАРИКОВА, Д. М. ХЕРАТ, В. Н. МАКСИМОВ, А. Б. СИЛАЕВ 

ПРИМЕНЕНИЕ МЕТОДА МАТЕМАТИЧЕСКОГО ПЛАНИРОВАНИЯ 
ЭКСПЕРИМЕНТА ПРИ БИОСИНТЕЗЕ АНТИБИОТИКОВ 

ЭСЕИНА И БРЕСЕИНА
(Представлено академиком А. А. Имшенецким 9 VII 1971)

В сообщениях (*,2) было показано, что S-вариант является колониаль
но-морфологическим мутантом Вас. brevis var. G.-B., утратившим способ
ность образовывать жгутики. По признаку жгутикования клетки S-вариан
та Вас. brevis принципиально отличаются от остальных трех вариантов 
этой культуры: R, Р+ и Р".

В настоящей работе нами проведено изучение способности клеток 
S-варианта синтезировать антибиотические вещества — эсеин и бресеин, 
предприняты попытки повысить их выход путем применения метода мате
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Треонин __ 1 _
Серин — 1 —
Валин 2 1 3
Орнитин 2 1 9
Глутаминовая кислота — 1 —
Пролин 2 2 6
Изолейцин — 2 —
Лейцип 2 2 6
Аспарагиновая кислота — 4 —
Аланин — 6 1
Глицин — 8 1
Фенилаланин 2 — 1

Всего 10 29 22

матического планирования эксперимента.
Объектом исследования служили клетки S-варианта Вас. brevis 

var. G.-B. Культивирование бактерий проводили при 40° на трехъярусной 
подвешенной качалке с ~ 200 об/мин. Антибиотики извлекали этиловым 
спиртом из сухих бактериальных 
клеток. Определение количества 
антибиотиков проводили методом 
диффузии в агар, тест-организмом 
служила культура Вас. sub tills 
720 (3). Очистку спиртовых экс
трактов антибиотиков проводили 
активированным углем, ггри кис
лых значениях pH. Липиды удаля
ли путем обработки этиловым и 
петролейпым эфирами. Выделен
ные антибиотики были изучены ме
тодами бумажной хроматографии, 
а также электрофореза на бумаге 
(4). Применяя метод математиче
ского планирования с использова
нием дробного факторного экспе
римента (ДФЭ), мы пытались уве
личить выход антибиотиков (5).

Хроматографическое изучение 
выделенных антибиотиков в раз
личных системах (6, ’) показало, 
что по значению Rf антибиотики 
весьма близки между собой, а также к грамицидину С. 
рых системах растворителей R>

Система растворителей

Только в некото- 
различалпсь:

Бресеин
антибиотиков

Грамицидин С
заметно

Эсеин

Фенол — //-бутанол (1:2) 0,64
Фенол — хлороформ (4 :1) 0,60
Фенол — эфир (4:1) 0,62
Фенол — метанол (4:1) 0,66

0,86 0,90
0,78 0,84
0,75 0.83
0,84 0,88

Результаты изучения электрофоретических свойств, образуемых S-ва
риантом антибиотиков (рис. 1), показывают, что при pH 1,7, при котором 
диссоциация — СООН-групп полностью подавлена, все три антибиотика 
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мигрируют к катоду. Бресеин, как и грамицидин С, является основание 
и при всех исследованных значениях pH мигрирует к катоду. Различи 
бресепна и грамицидина С четко выявляется при электрофорезе при р]

Рис. 1. Электрофорез на бумаге эсеина, 
бресеипа и грамицидина С в 30% ук
сусной кислоте при pH 1,7 (1); 3,6 (2);

3,9 (3); 4,2 (4) и 5,7 (5)

,5 и 4,0 см, грамицидин С — на о,1 
5,6 см соответственно. Эсеин являете 
амфотерным веществом. В сильн 
кислой области (pH 1,7) он мигрируе 
к катоду, в области pH 3,6—4,2 о 
остается на точке нанесения, пр 
pH 5,7 — мигрирует к аноду. Следовг 
тельно, по электрофоретическим сво! 
ствам эсеин и бресеин отличаютс 
друг от друга и оба — от грамицг 
дина С.

Был исследован аминокислотны 
состав выделенных антибиотиков, кс 
торый был определен после кислотнс 
го гидролиза кристаллических преш 
ратов на аминокислотном анализатор 
фирмы Хитачи (табл. 1). Эсеин и бре 
сеин по качественному и количс 
ственному аминокислотному состав 
отличаются от грамицидина С. Нолу 
ченные данные подтверждают ране 
опубликованные данные (8).

После установления аминокислот 
ного состава выделенных антибиотв

ков мы приступили к изучению условий повышения их выхода в процесс 
биосинтеза методом математического планирования эксперимента. Первы]
шагом в исследовании явилось выяснение влияния различных источнико 
углерода на биосинтез эсеина и бресеина. Было испытано 32 вариант 
сред, в соответствии с планом 
ДФЭ 27-2, в котором варьиро
вали концентрации глицери
на, рафинозы, бутанола, ман
нита, сукцината, ацетата и 
молочной кислоты. Антибио
тическая активность была об
наружена только в пяти ва
риантах и при этом ее макси
мум наблюдался в варианте, 
где единственным источником 
углерода был глицерин. В сле
дующей серии опытов, постав
ленной по такому же плану, 
наряду с глицерином варьи
ровали концентрации различ
ных источников азота: моче
вины, хлористого аммония, 

Рис. 2. Крутое восхождение по трем фактора. 
Х2, Xit Х$. а — хлористый аммоний, б — аспарг 
гиновая к-та, в — глутаминовая к-та, г — глице 
рип, д — гистидин, е — антибиотическая актш 

пость (в двух повторностях)

нитрата натрия и аминокис
лот — гистидина, аспарагино
вой кислоты, глютаминовой 
кислоты, которые входят в со
став эсеина. Наибольшая 
антибиотическая активность 
была обнаружена в варианте, 
кислоты и хлористый аммоний. Эти четыре фактора и глицерин были вклю 
чены в план ДФЭ 25"1, который показал, что для повышения антибиотиче

где в состав среды входили все три амино
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ской активности необходимо увеличить содержание в среде глютаминовой 
и аспарагиновой кислот и хлористого аммония. В серии опытов по круто
му восхождению был найден вариант, в котором выход антибиотика дости
гал 6000 р.г- %, что примерно в 200 раз превышало количества антибио
тика, отмечавшиеся в исходных опытах (рис. 2).

В результате проделанной работы была подобрана оптимальная среда, 
дающая возможность получить количества антибиотиков, достаточные для 
их более детального химического и биологического изучения.

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 16 VI1971
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