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РЕЗЮМЕ

Введение. В биотехнологической промышленности в качестве источника углеводов применяют натуральное сырье с 

нестабильным химическим составом. Обладающие антимикробной активностью синтетические сахара, арилзамещенные про-

изводные ксилозы лишены этого недостатка.

Цель работы – изучение синтетических сахаров как дополнительного источника углеводов в составе питательной среды, 

а также как средства защиты процесса культивирования продуцента от возможной контаминации.

Материал и методы. Объектом исследования служил продуцент антибиотика имбрицина актиномицет Streptomyces 

imbricatus штамм 0112/90 и синтетические сахара.

Результаты. Показано, что синтетические сахара не могут служить дополнительным источником углеводного питания, но 

обладают антимикробным действием.

Заключение. Синтетический сахарид – (3,4-динитрофенил–β–D-ксилоксилопиранозид) в концентрации 0,1% можно реко-

мендовать для добавления в состав питательной среды в качестве средства защиты от возможной контаминации на стадии 

ферментации.

Ключевые слова: процесс культивирования, арилзамещенные сахариды, антимикробная активность, контаминация.
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SUMMARY

Introduction. Natural raw materials with their unstable chemical composition are used as a source of carbohydrates in the 

biotechnology industry. Synthetic sugars, aryl-substituted xylose derivatives possessing antimicrobial activity do not have this 

disadvantage.
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Введение

В технологическом цикле получения биотех-
нологического продукта главной и продук-

тивной является стадия культивирования проду-
цента [1, 2]. Для роста и развития продуцента, а 
также для синтеза целевого биотехнологическо-
го продукта необходимо обеспечить его питатель-
ными веществами. Углеводы являются одной из 
важнейших составных частей питательных сред 
для культивирования продуцентов биологически 
активных веществ (БАВ). В биотехнологической 
промышленности в качестве источника углево-
дов широко применяют натуральные виды сы-
рья, такие как крахмал, кукурузная и пшеничная 
мука, имеющие нестабильный химический со-
став [2–4].

Используемое сырье неоднородно по своему 
составу. Поэтому оно не обеспечивает стандарт-
ные условия ферментации, что влияет на каче-
ство получаемого биотехнологического продукта.

В настоящей работе в качестве источника 
углеводов решено было использовать синтетиче-
ские сахара, относящиеся к классам ксилозы и со-
держащие различные функциональные группы 
[4]. Указанные синтетические сахара исследова-
ли, можно ли их использовать как дополнитель-
ный источник углеводов в составе питательной 
среды, а также в качестве средства защиты про-
цесса культивирования продуцента от возмож-
ной контаминации. Это и стало целью настоящей 
работы.

Материал и методы
Объектом исследования служил актиноми-

цет Streptomyces imbricatus штамм 0112/90, из кол-
лекции СПХФУ. Посевной материал продуцента 
выращивали в течение 48 ч, 10% его пересева-
ли на ферментационную синтетическую среду. 
Культивирование актиномицета проводили в 
шейкере-термостате CERTOMAT (Sartorius) при 
температуре 27±1°С (n=220 мин-1) в течение 5 сут. 

Содержание антибиотика в культуральной жид-
кости определяли спектрофотометрическим ме-
тодом.

Антимикробную активность синтетических 
сахаров устанавливали методом диффузии в 
агар, используя в качестве тест-микроорганизмов 
Staphylococcus aureus шт. 5а и Escherichia coli шт. 112 
[3, 5]. Содержание редуцирующих сахаров в исход-
ной питательной среде и в процессе ферментации 
продуцента антибиотика определяли методом 
Пеха и Трейси с использованием 2,3,5-трифенил-
тетразолия [2].

Для моделирования нестерильной фермента-
ции в питательную среду после её стерилизации 
и на 3-и сутки ферментации продуцента вносили 
по 1 мл взвеси бактерии Micrococcus luteus шт.210. 
По окончании процесса культивирования опре-
деляли наличие жизнеспособных бактерий-кон-
таминантов методом агаровых пластинок [6].

Результаты и обсуждение
На 1-м этапе исследования изучена антими-

кробная активность синтетических сахаров в от-
ношении грамположительных и грамотрица-
тельных тест-культур. Для исследования были 
предоставлены 13 образцов синтетических саха-
ров, содержащих, кроме углеводного фрагмен-
та, различные функциональные группы: нитро-, 
окси-, метокси-, фенильные, нафтильные и др. 
(см. табл.1).

Согласно данным табл. 1, синтетические са-
хара обладали разным уровнем антимикробной 
активности в отношении грамположительных 
и грамотрицательных тест-бактерий. Вещества 
SP-4, 12 и 17 не имели биологической активности, 
а у 4 соединений (SP-2, SP-6, SP-11 и SP-19) отмеча-
ли задержку роста только в отношении S. aureus 
шт. 5а. Наибольший уровень антибактериальной 
активности установлен у 4 соединений (SP-1, SP-3, 
SP-5, SP-7). Последние и были выбраны для даль-
нейших исследований.

Objective: to investigate synthetic sugars as an additional source of carbohydrates in the composition of a growth medium, as well 

as a means of protecting the cultivation process of a producer from possible contamination.

Material and methods. The investigation object was an antibiotic imbricin producer by the actinomycete Streptomyces imbricatus 

strain 0112/90, as well as synthetic sugars.

Results. It was shown that synthetic sugars could not serve as an additional source of carbohydrate nutrition, but have an 

antimicrobial effect.

Conclusion. The synthetic saccharide (3,4-dinitrophenyl-β-D-xyloxylopyranoside) at a 0.1% concentration can be recommended 

for addition to the composition of a growth medium as a means of protection against possible contamination at the fermentation stage.

Key words: cultivation process, aryl-substituted saccharides, antimicrobial activity, contamination.

For citation: Yakovleva E.P., Kolodyaznaya V.A., Topkova O.V. Standardization of the composition of growth substrates for 

obtaining an antifungal antibiotic. Farmatsiya (Pharmacy), 2019; 68 (5): 22–26. https://doi.org/10/29296/25419218-2019-05-04
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Установить какую-либо зависимость между 
химическим строением исследуемых соедине-
ний и уровнем их биологической активности не 
представлялось возможным. Например, вещество 
SP-5, содержащее 2,4,6-трихлорфениловый фраг-
мент, присоединенный к сахару ксилопиранозе, 
обладает биологической активностью как в отно-
шении S. aureus шт. 5а, так и в отношении E. coli 
шт. 112. Вместе с тем соединение SP-12, содержа-
щее аналогичный фрагмент, но соединенный с 
арабинофуранозой, не обладало биологической 
активностью. Определение зависимости между 
химическим строением синтетических сахаров, 
содержащих различные функциональные груп-
пировки, и их биологической активностью мо-
жет быть предметом отдельного специального ис-
следования.

Микроорганизмы – продуценты различных 
БАВ могут потреблять различные углеводы, чаще 
всего – органические вещества (например, глюко-
зу) или углеводы растительного происхождения 
(крахмал, кукурузную муку). Данных об исполь-
зовании синтетических сахаров как компонентов 
питательных сред в литературе не найдено.

Синтетический сахар SР-5 был испытан как 
углеродсодержащий компонент питательной 
среды. Вещество вносили в состав ферментаци-
онной среды в концентрации 1,0 и 2,0% дополни-
тельно к 45 г/л глюкозы, а также полностью за-
меняли глюкозу на сахарид SР-5. При этом было 
установлено, что дополнительное внесение син-
тетического сахара даже в концентрации 2% не 
влияло на синтез антибиотика. При полной за-
мене глюкозы на синтетический сахарид SР-5 об-
разование антибиотика в процессе культивиро-
вания значительно снижалось и актиномицет 
плохо развивался. 

Проанализировали количественное содержа-
ние редуцирующих сахаров в питательной среде 
при добавлении синтетического сахара в разной 
концентрации. Установлено, что синтетический 
сахар, содержащий углеводную составляющую, 
даже внесенный дополнительно в состав сре-
ды в большей концентрации (2%) не проявлял 
свойств редуцирующих сахаров, что характер-
но при добавлении в среду органических углево-
дов. Согласно полученным данным, синтетиче-
ские сахара не могут служить дополнительным 

Таблица 1

Антимикробная активность синтетических сахаров в отношении грамположительных 
и грамотрицательных тест-микроорганизмов

Table 1

Antimicrobial activity of synthetic sugars against gram-positive 
and gram-negative test microorganisms

Обозначения 
веществ

Химическое название и брутто-формула
Диаметр зон задержки роста, мм

S. aureus шт. 5а E. coli шт. 112

SP-1 4-нитрофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H13NO7) 18,7±3,2 10,2±0,8

SP-2 3-нитрофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H13NO7) 11,3±0,9 0

SP-3 3,4-динитрофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H12N2O9) 21,7±3,2 15,3±1,3

SP-4 2,5-динитрофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H12N2O9) 0 0

SP-5 2,4,6-трихлорофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H11Cl3O5) 23,8±4,8 17,2±1,9

SP-6 4-метоксифенил-β-D-ксилопиранозид (C12H16O6) 15,2±1,1 0

SP-7 2-нафтил-β-Д-ксилопиранозид (C15H16O5) 20,4±3,1 11,7±0,6

SP-11 2,4,6-трихлорофенил-α-L-арабинофуранозид (C11H11Cl3O5) 19,6±2,7 0

SP-12 3,4-динитрофенил-α-L-арабинофуранозид (C11H12N2O9) 0 0

SP-17 Фенил-β-D- ксилопиранозид (C11H14O5) 0 0

SP-18 4-бромофенил-β-D-ксилопиранозид (C11H13BrO5) 12,9±2,3 11,9±2,1

SP-19 3,4-диметилфенил-β-D-ксилопиранозид (C13H18O5) 14,6±1,9 0

SP-20 4-нитрофенил-β-D-ксилобиозид (C16H21NO11) 16,8±2,4 13,5±1,8
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источником углеводного питания в питатель-
ной среде для выращивания микроорганизма-
продуцента.

Контроль качества биотехнологического 
продукта осуществляется на всех стадиях про-
изводства, начиная от поступления исходно-
го сырья до выпуска готовой продукции. На со-
временных биотехнологических предприятиях 
вводят правила GMP, которые четко регламенти-
руют правила асептики на производстве. Самым 
надежным способом защиты целевого продукта 
является предотвращение контаминации, а не 
ее выявление и устранение. Для некоторых био-
технологических производств предусмотрено 
введение в состав питательной среды специаль-
ных химических веществ, которые предотвра-
щают рост и развитие посторонней микрофло-
ры [2–4, 7–9].

Поскольку исследуемые синтетические саха-
ра оказывают антимикробное действие, решено 
было изучить их влияние на подавление роста 
посторонней микрофлоры в процессе фермен-
тации продуцента противогрибкового антибио-
тика. В качестве микроорганизма-контаминан-
та была выбрана культура Micrococcus luteus шт. 
210.

Влияние указанной бактерии на процесс куль-
тивирования актиномицета S. imbricatus изуча-
ли в 2 вариантах опытов. Первый вариант – за-

ражение питательной среды – осуществляли в 
начале ферментации. При этом в исходную фер-
ментационную среду после стерилизации вноси-
ли одновременно раствор синтетического сахара 
SP-5 (концентрация 0,1%) и 1 мл взвеси культу-
ры Micrococcus luteus шт. 210 в концентрации 109 
клеток. Второй вариант – в исходную фермента-
ционную среду после стерилизации вносили сте-
рильный раствор синтетического сахара SP-5 и 
инфицирование микроорганизмом-контаминан-
том осуществляли по ходу процесса культивиро-
вания. 

Как следует из полученных данных (табл. 2), 
только при инфицировании исходной питатель-
ной среды бактерией Micrococcus luteus шт. 210, 
т.е. в самом начале ферментации, синтетиче-
ский сахар в ее составе подавляет развитие по-
стороннего микроорганизма. Активность культу-
ральной жидкости в этом случае была на уровне 
контрольной ферментации (1-й вариант). При за-
ражении культуральной жидкости на 3-и сутки 
ферментации синтез антибиотика значительно 
снижался (2-й вариант). Каждые сутки фермента-
ции актиномицета S. imbricatus отбирали пробы 
культуральной жидкости, в которых определя-
ли жизнеспособность культуры Micrococcus luteus 
шт. 210. при одновременном росте с продуцен-
том антибиотика.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что вещество SP-5, внесенное в исходную фер-
ментационную среду после стерилизации, защи-
щает процесс ферментации от контаминации, 
подавляя рост бактерии Micrococcus luteus. В тече-
ние 72 ч ферментации в культуральной жидко-
сти клетки бактерии полностью отсутствовали, 
а культура продуцента развивалась нормально.

Заключение
Для предотвращения возможной контами-

нации на стадии ферментации целесообраз-
но ввести в пропись питательной среды при 
культивировании продуцента противогриб-
кового антибиотика, образуемого культурой 
Streptomyces imbricatus, синтетический сахар SP-5 
(3,4-динитрофенил-β-Д-ксилопиранозид) в кон-
центрации 0,1%.
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Таблица 2

Влияние посторонней микрофлоры 
на процесс ферментации продуцента 

противогрибкового антибиотика

Table 2

Impact of foreign microflora 
on the fermentation process 

of antifungal antibiotic producer

Опыты

Содержание 
противогрибкового 

антибиотика 
в культуральной 

жидкости

мкг/мл %

Контроль 360±8,3 100

1-й вариант. Заражение 
исходной ферментационной 
среды после стерилизации 
в присутствии сахарида SP-5 

355±9,4 100

2-й вариант. Заражение 
культуральной жидкости 
на 3-и сутки ферментации

292±8,1 83
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