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Ìåòîþ ðîáîòè áóëî äîñë³äæåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ 
âçàºìîçâ’ÿçê³â íîâîãî øòàìó-ïðîäóöåíòó Bacillus sub-
tilis IFBG ÌÊ-2 ç âæå ³ñíóþ÷èìè øòàìàìè ³ ï³äâè-
ùåííÿ á³îñèíòåòè÷íî¿ àêòèâíîñò³ öüîãî ïðîäóöåíòó 
øëÿõîì ìóòàãåíåçó. Â ðåçóëüòàò³ ñèêâåíóâàííÿ 16S 
ðÐÍÊ øòàìó IFBG ÌÊ-2 îòðèìàíî ôðàãìåíòè öüîãî 
ãåíà, ñóìàðíîþ äîâæèíîþ 1305 íóêëåîòèä³â. Ïðîâåäå-
íî ô³ëîãåíåòè÷íèé àíàë³ç ³ ïîáóäîâàíî äåíäðîãðàìó íà 
îñíîâ³ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ãåíà 16S ðÐÍÊ ç 
âèêîðèñòàííÿì ìåòîäó çâ’ÿçóâàííÿ íàéáëèæ÷èõ ñóñ³-
ä³â ³ äâîïàðàìåòðè÷íî¿ ìîäåë³ Ê³ìóðè. Âèÿâëåíî, ùî
â³äñîòîê ïîä³áíîñò³ ì³æ ñóìàðíèì ñèêâåíîâàíèì ôðàã-
ìåíòîì ãåíà 16S ðÐÍÊ øòàìó IFBG ÌÊ-2 ³ äåïîíî-
âàíîþ ó GenBank ïîñë³äîâí³ñòþ öüîãî ãåíà òèïîâî-
ãî øòàìó B. subtilis ²ÀÌ 12118 ñòàíîâèòü 99 %. Çà 
ðåçóëüòàòàìè ô³ëîãåíåòè÷íîãî àíàë³çó øòàì IFBG 
MK-2 ³äåíòèô³êîâàíî ÿê B. subtilis. Øëÿõîì ³íäóêî-
âàíîãî ìóòàãåíåçó ç âèêîðèñòàííÿì ÓÔ-îïðîì³íåííÿ 
³ ïîñë³äîâíîþ ñòóï³í÷àòîþ ñåëåêö³ºþ îäåðæàíî ìó-
òàíòíèé êëîí B. subtilis IFBG ÌÊ-1À ç ï³äâèùåíîþ
íà 50 % ïðîäóêö³ºþ ðèáîôëàâ³íó ó ïîð³âíÿíí³ ç âèõ³ä-
íèì øòàìîì. 

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: Bacillus subtilis, ðèáîôëàâ³í, ìóòàãåíåç, 
ô³ëîãåíåç, ÓÔ-îïðîì³íåííÿ, øòàì-ïðîäóöåíò.

Âñòóï. Îäíèì ³ç ìåòîä³â îäåðæàííÿ â³òàì³í³â 
º ì³êðîá³îëîã³÷íèé ñèíòåç. Â ïðîìèñëîâîìó 
âèðîáíèöòâ³ ïèòàííÿ åêîíîì³÷íîãî ñïîæèâàí-
íÿ âóãëåöåâîãî ñóáñòðàòó, çíèæåííÿ âèòðàò â 
ïðîöåñ³ êóëüòèâóâàííÿ, à òàêîæ ìàêñèìàëüíî 
ïîâíà òðàíñôîðìàö³ÿ ñóáñòðàòó ó ö³ëüîâ³ ìå-
òàáîë³òè º îñîáëèâî àêòóàëüíèìè (Wang, 2019; 
Liu, 2020; Suwannasom, 2020). Â îñòàíí³ ðîêè â 
ñåëåêö³¿ øòàì³â-ïðîäóöåíò³â â³òàì³í³â àêòèâíî 
ïî÷àëè âèêîðèñòîâóâàòè ìåòîäè ãåííî¿ ³íæå-
íåð³¿, çàâäÿêè ÷îìó ìîæíà çá³ëüøóâàòè ê³ëü-
ê³ñòü ãåí³â á³îñèíòåçó â³òàì³í³â øëÿõîì êëîíó-
âàííÿ ó ïëàçì³äàõ, à òàêîæ ìåòîäè ³íäóêîâàíîãî 
ìóòàãåíåçó ³ øòó÷íîãî â³äáîðó (Boretsky, 2002; 
Gingichashvili, 2020).

Óí³êàëüí³ á³îñèíòåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ ìàþòü 
áàêòåð³¿ âèäó Bacillus subtilis. Ö³ ì³êðîîðãàí³çìè 
àêòèâíî âèêîðèñòîâóþòü ÿê ïðîá³îòèêè (Amin, 
2020; Xue, 2020; Zanghari, 2020), êð³ì òîãî âîíè 
ñèíòåçóþòü íèçêó ìåòàáîë³ò³â – ôåðìåíò³â, â³-
òàì³í³â, àì³íîêèñëîò (Karlov, 2020; Saleh, 2020; 
Zhang, 2020). Áàêòåð³¿ âèäó B. subtilis øèðîêî 
âèêîðèñòîâóþòü ÿê îá’ºêò ìîëåêóëÿðíî-ãåíå-
òè÷íèõ äîñë³äæåíü òà ñòâîðåííÿ ãåííî-³íæå-
íåðíèõ êîíñòðóêö³é. Øòàìè Â. subtilis ìàþòü 
âèñîêèé ñòóï³íü òîëåðàíòíîñò³, ³ ¿õ êóëüòèâó-
âàííÿ ìîæå â³äáóâàòèñü â øèðîêîìó ä³àïàçîí³ 
çíà÷åíü òåìïåðàòóðè, ðÍ òà ³íøèõ òåõíîëîã³÷-
íèõ ïàðàìåòð³â (Karlov, 2020).

Ïðàêòè÷íî âñ³ ñó÷àñí³ êîìåðö³éí³ øòàìè-
ïðîäóöåíòè ðèáîôëàâ³íó òà ôëàâîíîâèõ íó-
êëåîòèä³â áóëè îòðèìàí³ çà äîïîìîãîþ ìåòà-
áîë³÷íî¿ ³íæåíåð³¿ ³ íàäåêñïðåñ³¿ ñòðóêòóðíèõ 
òà ðåãóëÿòîðíèõ ãåí³â á³îñèíòåòè÷íîãî øëÿõó 
ðèáîôëàâ³íó, à òàêîæ ãåí³â, ùî áåðóòü ó÷àñòü 
ó íàäâèðîáíèöòâ³ ïîïåðåäíèêà ðèáîôëàâ³íó – 
ãóàí³äèí òðèôîñôàòó (Abbas, 2011). Ó øòàìàõ
B. subtilis ç íàäïðîäóêö³ºþ ðèáîôëàâ³íó áóëî
âèä³ëåíî òðè ãðóïè ôåðìåíò³â öèêëó àñèì³ëÿ-
ö³éíîãî àçîòó (ãëóòàìàò-ñèíòàçè (ÃÒÑ), ãëóòà-
ì³íîâ³ ñèíòàçè (ÃÑ) òà ãëóòàìàòäåã³äðîãåíàçè 
(ÃÄ)) ³ âñòàíîâëåíî, ùî àêòèâí³ñòü ÃÑ áóëà 
ïðàêòè÷íî îäíàêîâîþ, àêòèâí³ñòü ÃÄ áóëà â³ä-
ñóòíÿ, à àêòèâí³ñòü ÃÒÔ – çíèæåíà (Gershanov-
ich, 2011). Øòàìè íå ìàëè àêòèâíîñò³ òðàíñ-
êåòîëàçè, êëþ÷îâîãî ôåðìåíòó öèêëó ïåíòîçî-
ôîñôàò³â, àëå õàðàêòåðèçóâàëèñü íîðìàëüíîþ 
àêòèâí³ñòþ ðèáóëîçè-5-ôîñôàò-åï³ìåðàçè òà 
ãëþêîçîôîñôàò-³çîìåðàçè. Òåíäåíö³ÿ äî çá³ëü-
øåííÿ øâèäêîñò³ íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó 
ó ìóòàíò³â áóëà ïîâ’ÿçàíà ç ïðèãí³÷åííÿì àê-
òèâíîñò³ ÃÒÑ (Abbas, 2011).

Ìåòîþ äàíî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äæåííÿ ô³-
ëîãåíåòè÷íèõ âçàºìîâ³äíîñèí íîâîãî øòàìó-
ïðîäóöåíòó ç ³ñíóþ÷èìè øòàìàìè-ïðîäóöåíòà-
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Ô³ëîãåíåòè÷íèé àíàë³ç øòàìó Bacillus subtilis IFBG ÌÊ-2 òà ïðîäóêóâàííÿ ðèáîôëàâ³íó 

ìè B. subtilis ³ ï³äâèùåííÿ á³îñèíòåòè÷íî¿ àê-
òèâíîñò³ ïðîäóöåíòà øëÿõîì ìóòàãåíåçó.

Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè. Îá’ºêòîì äîñë³äæåííÿ 
áóâ øòàì B. subtilis ²ÌÂ Â-7797 (IFBG MK-2) ç 
«Êîëåêö³¿ øòàì³â ì³êðîîðãàí³çì³â òà ë³í³é ðîñ-
ëèí äëÿ õàð÷îâî¿ ³ ñ³ëüñüêîãîñïîäàðñüêî¿ á³î-
òåõíîëîã³¿» ÄÓ «²íñòèòóò õàð÷îâî¿ á³îòåõíîëîã³¿ 
³ ãåíîì³êè ÍÀÍ Óêðà¿íè» (Radchenko, 2019). 
Êóëüòóðó çáåð³ãàëè ó ïðîá³ðêàõ ç³ ñêîøåíèì 
L-àãàðîì.

Äëÿ âèðîùóâàííÿ øòàì³â-ïðîäóöåíò³â ðè-
áîôëàâ³íó âèêîðèñòîâóâàëè ñåðåäîâèùà (Rad-
chenko, 2019). Êóëüòèâóâàííÿ ïðîâîäèëè ïðîòÿ-
ãîì 24 ãîä â øåéêåð³-³íêóáàòîð³ BIOSANES-20 
(Ëàòâ³ÿ) çà òåìïåðàòóðè 38 ± 1 °Ñ ³ çà øâèäêîñò³ 
240 îá/õâ. Ð³ñò øòàì³â-ïðîäóöåíò³â ðèáîôëàâ³-
íó íà òâåðäèõ æèâèëüíèõ ñåðåäîâèùàõ îö³íþ-
âàëè çà ìåòîäèêîþ (Ge, 2020). Öèòîëîã³÷í³ äî-
ñë³äæåííÿ ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ì³êðîñêîïó 
«Laboval 4» («Carl Zeiss», ÔÐÍ). Ôîòîãðàô³¿ ðî-
áèëè çà äîïîìîãîþ ôîòîàïàðàòó «Canon Power 
Shot A640» (ßïîí³ÿ). 

Äëÿ ³äåíòèô³êàö³¿ øòàìó ãåíîìíó ÄÍÊ âè-
ä³ëÿëè ç äîáîâî¿ áàêòåð³àëüíî¿ êóëüòóðè ç âèêî-
ðèñòàííÿì íàáîðó GeneJet Genomic DNA Pu-
rification Kit (Thermo Scientific) â³äïîâ³äíî äî
ðåêîìåíäàö³é âèðîáíèêà. Àìïë³ô³êàö³þ ãåíà
16S ðÐÍÊ ïðîâîäèëè ç ïðàéìåðàìè 27f ³
1492r (Lane, 1991), âèêîðèñòîâóþ÷è àìïë³ô³êà-
òîð «Mastercycler Personal 5332» («Eppendorf»,
ÑØÀ). Ðåàêö³éíà ñóì³ø ì³ñòèëà 2× DreamTaq 
PCR Master Mix (Thermo Scientific), 30 pmol 
êîæíîãî ç ïðàéìåð³â, 50 ng ÄÍÊ. Òåìïåðà-
òóðíèé ðåæèì ÏËÐ áóâ íàñòóïíèì: ïî÷àòêîâà 
äåíàòóðàö³ÿ – 95 °Ñ, 2 õâ; 30 öèêë³â – 95 °Ñ,
30 ñ; 55 °Ñ, 45 ñ; 72 °Ñ, 1õâ 30 ñ; ê³íöåâà åëîí-
ãàö³ÿ – 72 °Ñ, 7 õâ. Î÷èùåííÿ îòðèìàíîãî
ÏËÐ-ïðîäóêòó ïðîâîäèëè âèêîðèñòîâóþ÷è Ge-
neJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific). 
Êîíöåíòðàö³þ ÄÍÊ âèçíà÷àëè çà äîïîìîãîþ
ñïåêòðîôîòîìåòðà DS-11 FX+ («DeNovix», 
ÑØÀ). Î÷èùåíèé ÏËÐ-ïðîäóêò ñèêâåíóâàëè 
ó äâîõ íàïðÿìêàõ íà ïðèëàä³ «Genetic Analyzer 
3130» («Applied Biosystems», ÑØÀ) ç âèêîðèñ-
òàííÿì íàáîðó ðåàêòèâ³â «Big Dye Terminator 
v 3.1 Cycle Sequencing Kit». Îòðèìàíó íóêëåî-
òèäíó ïîñë³äîâí³ñòü ïîð³âíþâàëè ç âíåñåíèìè 
äî áàçè äàíèõ GenBank çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè 
NCBI Blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 
Ô³ëîãåíåòè÷íèé àíàë³ç, âèð³âíþâàííÿ íóêëå-

îòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé 16S ðÐÍÊ ïðåäñòàâ-
íèê³â ð³çíèõ âèä³â ðîäó Bacillus çä³éñíþâàëè çà 
äîïîìîãîþ ïðîãðàìè MEGA 6 (Tamura, 2013). 
Äåíäðîãðàìó ô³ëîãåíåòè÷íèõ çâ’ÿçê³â áóäóâàëè  
çà äîïîìîãîþ ìåòîäó íàéáëèæ÷îãî çâ’ÿçóâàííÿ 
(Neighbor Joining) ç âèêîðèñòàííÿì äâîïàðà-
ìåòðè÷íî¿ ìîäåë³ Ê³ìóðè çà 1000 ðåïë³êàì áóò-
ñòðåï-àíàë³çó. Ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà 16S ðÐÍÊ òè-
ïîâèõ êóëüòóð áàêòåð³é ðîäó Bacillus âçÿò³ ç áàçè 
äàíèõ GenBank.

Äëÿ âèçíà÷åííÿ âïëèâó ÓÔ-îïðîì³íåííÿ 
íà ì³êðîîðãàí³çìè âèêîðèñòîâóâàëè ïîïóëÿö³¿ 
íà îäíàêîâ³é ñòàä³¿ æèòòºâîãî öèêëó (ñïîðî-
óòâîðåííÿ). Ñóñïåíç³þ îïðîì³íþâàëè (ëàìïà 
ÁÓÔ-30, l = 257 íì) ïðîòÿãîì ð³çíèõ ïðîì³æ-
ê³â ÷àñó – â³ä 1 äî 30 õâ (1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 
òà 30 õâ). Êîíòðîëåì ñëóãóâàëè íåîïðîì³íåí³ 
ñóñïåíç³¿ ñïîð.

Ãîòóâàëè ñóñïåíç³þ ñïîð ó ñòåðèëüí³é âîä³ 
(òèòð ~106 ñïîð â 1 ñì3). Ñóñïåíç³þ öåíòðèôó-
ãóâàëè (5 õâ, 7 òèñ îá/õâ). Ñóïåðíàòàíò çëèâàëè, 
ñïîðè ðåñóñïåíäóâàëè â ðîç÷èí³ NaCl (5 ã/äì3). 
Ïîò³ì ñóñïåíç³þ (~10 ñì3) çàëèâàëè â ÷àøêó 
Ïåòð³, ñòàâèëè ÷àøêó ï³ä ÓÔ-ëàìïó íà â³äñòà-
í³ 20 ñì, â³äêðèâàëè ÷àøêó òà ïîñò³éíî ïåðåì³-
øóþ÷è îïðîì³íþâàëè ñóñïåíç³þ. Ï³ñëÿ îïðî-
ì³íåííÿ â³äáèðàëè ïðîáó ç ÷àøêè ³ ðîçñ³âàëè 
âðàõîâóþ÷è ïðîöåíò æèòòºçäàòíèõ êë³òèí. Äëÿ 
îö³íêè ðåçóëüòàò³â îïðîì³íåííÿ, êëîíè, ÿê³ çà-
ëèøèëèñü æèòòºçäàòíèìè çà ìàêñèìàëüíî¿ äîçè 
îïðîì³íåííÿ â³äñ³âàëè äëÿ ïîäàëüøîãî àíàë³çó. 

Ñòàòèñòè÷íó îáðîáêó ðåçóëüòàò³ áóëî âèêî-
íàíî çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè Microsoft Excel. 
Óñ³ äîñë³äè ïðîâîäèëè â òðüîõ ïîâòîðåííÿõ. 
Ð³çíèöþ ì³æ äâîìà ñåðåäí³ìè âåëè÷èíàìè ââà-
æàëè äîñòîâ³ðíîþ çà Ð < 0,05. 

Ðåçóëüòàòè ³ îáãîâîðåííÿ. Ïåðøèì êðîêîì 
äëÿ óäîñêîíàëåííÿ íîâèõ øòàì³â-ïðîäóöåíò³â 
º âèäîâà ³äåíòèô³êàö³ÿ öèõ øòàì³â (Franco-Du-
arte, 2019). Äëÿ âñòàíîâëåííÿ òàêñîíîì³÷íîãî 
ïîëîæåííÿ øòàìó IFBG ÌÊ-2 áóëî ïðîâåäå-
íî ñèêâåíóâàííÿ ôðàãìåíòó ãåíà 16S ðÐÍÊ çà 
ìåòîäèêîþ (Andriiash, 2014) òà ïîøóê ãîìî-
ëîã³÷íî¿ ïîñë³äîâíîñò³ ó áàç³ äàíèõ GenBank 
çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè BLAST. Ó ðåçóëüòàò³ 
ñèêâåíóâàííÿ ôðàãìåíòó ãåíà 16S ðÐÍÊ øòà-
ìó IFBG ÌÊ-2 áóëî îòðèìàíî ôðàãìåíòè öüî-
ãî ãåíà, ñóìàðíà äîâæèíà ÿêèõ ñêëàëà 1305 íó-
êëåîòèä³â. (òàáë. 1). Ñèêâåíîâàí³ ïîñë³äîâíîñò³ 
ãåíà 16S ðÐÍÊ øòàìó B. subtilis IFBG ÌÊ-2 
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áóëî çàðåºñòðîâàíî â áàç³ äàíèõ GenBank çà ðå-
ºñòðàö³éíèìè íîìåðàìè MK880455 ³ MK880456. 
Îòðèìàí³ ïîñë³äîâíîñò³ íàâåäåíî íèæ÷å:

MK880455

1 agaaatggcg gcgtgctata catgcagtcg
agcggacaga tgggagcttg ctccctgatg

61 ttagcggcgg acgggtgagt aacacgtggg 
taacctgcct gtaagactgg gataactccg

121 ggaaaccggg gctaataccg gatggttgtt
tgaaccgcat ggttcaaaca taaaaggtgg

181 cttcggctac cacttacaga tggacccgcg
gcgcattagc tagttggtga ggtaacggct

241 caccaaggca acgatgcgta gccgacctga
gagggtgatc ggccacactg ggactgagac

301 acggcccaga ctcctacggg aggcagcagt 
agggaatctt ccgcaatgga cgaaagtctg

361 acggagcaac gccgcgtgag tgatgaaggt 
tttcggatcg taaagctctg ttgttaggga

421 agaacaagta ccgttcgaat agggcggtac
cttgacggta cctaaccaga aagccacggc

481 ttactacgtg ccagcagccg cggtaatacg
taggtggcaa gcgttgtccg gaattattgg

541 gcgtaaaggg ctcgcaagcg gtttctttag
tctgatgtga aagccccccg ctcaaccggg

601 gagggtcatt ggaaactggg gaacttgagt
gcagaagagg agagtggaat tccc

MK880456

1 ggggggtttc cgccccttag tgctgcagct
aacgcattaa gcattccgcc tggggagtac

61 ggtcgcaaga ctgaaactca aaggaattga
cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg

121 gtttaattcg aagcaacgcg aagaacctta
ccaggtcttg acatcctctg acaatcctag

181 agataggacg tccccttcgg gggcagagtg
acaggtggtg catggttgtc gtcagctcgt

241 gtcgtgagat gttgggttaa gtcccgcaac
gagcgcaacc cttgatctta gttgccagca

301 ttcagttggg cactctaagg tgactgccgg
tgacaaaccg gaggaaggtg gggatgacgt

361 caaatcatca tgccccttat gacctgggct
acacacgtgc tacaatggac agaacaaagg
421 gcagcgaaac cgcgaggtta agccaatccc

acaaatctgt tctcagttcg gatcgcagtc

481 tgcaactcga ctgcgtgaag ctggaatcgc
tagtaatcgc ggatcagcat gccgcggtga

541 atacgttccc gggccttgta cacaccgccc
gtcacaccac gagagtttgt aacacccgaa

601 gtcggtgagg taacctttta ggagccagcc
gccgaaggtg ggacagatga t

Ìàêñèìàëüíèé ð³âåíü ñõîæîñò³ íóêëåîòèä-
íèõ ïîñë³äîâíîñòåé (99 %) áóëî âèÿâëåíî ì³æ 
ñèêâåíîâàíèìè ôðàãìåíòàìè ãåíà 16S ðÐÍÊ 
øòàìó IFBG ÌÊ-2 òà ïîñë³äîâí³ñòþ öüîãî ãåíà 
òèïîâîãî øòàìó B. subtilis ²ÀÌ 12118. 

Äëÿ âñòàíîâëåííÿ ô³ëîãåíåòè÷íèõ âçàºìî-
â³äíîñèí ì³æ B. subtilis IFBG ÌÊ-2 òà òèïîâè-
ìè ïðåäñòàâíèêàìè ðîäó Bacillus çä³éñíåíî ô³-
ëîãåíåòè÷íèé àíàë³ç ³ ïîáóäîâàíî äåíäðîãðàìó 
íà îñíîâ³ íóêëåîòèäíèõ ïîñë³äîâíîñòåé ãåíà 
16S ðÐÍÊ ç âèêîðèñòàííÿì ìåòîäó çâ’ÿçóâàííÿ 
íàéáëèæ÷èõ ñóñ³ä³â ³ äâîïàðàìåòðè÷íî¿ ìîäåë³ 
Ê³ìóðè (ðèñ.1). Îòðèìàí³ ðåçóëüòàòè ï³äòâåð-
äèëè íàëåæí³ñòü øòàìó IFBG ÌÊ-2 äî âèäó 
B. subtilis. Òàêèì ÷èíîì, çà äîïîìîãîþ ìîëåêó-
ëÿðíî-ãåíåòè÷íîãî àíàë³çó ïîñë³äîâíîñò³ ãåíà 
16S ðÐÍÊ øòàìó IFBG ÌÊ-2 âñòàíîâëåíî, ùî 
âèä³ëåíèé øòàì íàëåæèòü äî âèäó B. subtilis. 

Îäíèì ³ç ìåòîä³â îäåðæàííÿ íîâèõ øòàì³â 
ì³êðîîðãàí³çì³â ç ï³äâèùåíîþ ïðîäóêòèâí³ñòþ
º ñåëåêö³ÿ ìóòàíòíèõ êëîí³â (Moshin, 2017; Asia,
2018; Cortesao, 2019). Ñïîíòàíí³ ìóòàíòè áàê-
òåð³é çàçâè÷àé âèÿâëÿþòü ç ÷àñòîòîþ 1×(10–6–
–10–8). Ìîæíà ñóòòºâî çá³ëüøèòè öþ ÷àñòîòó, 
îáðîáèâøè êë³òèíè ìóòàãåíàìè. Ìóòàãåíè ³í-
äóêóþòü ìóòàö³¿ ó äîçàõ, ÿê³ îäíî÷àñíî ñïðè÷è-
íÿþòü ëåòàëüíèé åôåêò. 

Âèäè áàêòåð³é, à òàêîæ øòàìè îäíîãî âèäó 
ìîæóòü ð³çíèòèñÿ çà ÷óòëèâ³ñòþ äî ìóòàãåí³â.
Ïåðåäóñ³ì, íåîáõ³äíî áóëî âñòàíîâèòè, ÿê âïëè-
âàþòü ð³çí³ äîçè ÓÔ îïðîì³íåííÿ íà âèæèâàí-
íÿ ñïîð. Îñê³ëüêè ÓÔ îïðîì³íåííÿ – â³äíîñ-
íî ñëàáêèé ìóòàãåííèé ôàêòîð, íàéêðàù³ ðå-
çóëüòàòè îòðèìóþòü çà âèæèâàííÿ â³ä 0,1 äî 
1,0 %. Íåîáõ³äíî òàêîæ ìàêñèìàëüíî çìåíøè-
òè åôåêò ôîòîðåàêòèâàö³¿. Äëÿ öüîãî íåîáõ³äíî 
æîðñòêî ï³äòðèìóâàòè óìîâè ÓÔ îïðîì³íåííÿ 

Òàáëèöÿ 1. Ñêëàä íóêëåîòèä³â 16S ðÐÍÊ

Äîâæèíà GC A C G T

1305 92 (7%) 288 (22,1 %) 380 (29,1 %) 339 (26,0 %) 298 (22,8 %)
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(áåç äîì³øîê âèäèìîãî ñâ³òëà) òà ïðîâîäèòè
ïîäàëüøå âèðîùóâàííÿ áàêòåð³é ó ïîâí³é òåì-
ðÿâ³. Çàëåæí³ñòü ê³ëüêîñò³ êîëîí³é êóëüòóðè B. 
subtilis â³ä òðèâàëîñò³ îïðîì³íåííÿ ïðåäñòàâëå-
íà íà ðèñ. 2. Óìîâè äîñë³äó (â³äñòàíü ì³æ ÓÔ-
ëàìïîþ òà ïîâåðõíåþ ÷àøêè ç êóëüòóðàìè, ¿õ 
ô³ç³îëîã³÷íèé ñòàí, õ³ì³÷íèé ñêëàä òà ðÍ ñå-
ðåäîâèùà) áóëè íåçì³ííèìè, òîìó á³îëîã³÷í³ 
åôåêòè â³ä îïðîì³íåííÿ çàëåæàëè ëèøå â³ä

òðèâàëîñò³ îïðîì³íåííÿ. Äëÿ B. subtilis òðèâà-
ë³ñòü îïðîì³íåííÿ, ùî ïðèçâîäèëî äî LD50

(äîçà, ùî çóìîâëþº âèæèâàííÿ 50 % êë³òèí),
ñòàíîâèëî 7 õâ. Íàéá³ëüøèé ìóòàãåííèé åôåêò
ó äîçàõ, çà ÿêèõ âèæèâàííÿ êë³òèí ñòàíîâèëî 
â³ä 0,1 äî 1 % (ãèíå 99,0–99,9 %) áóâ çà òðèâà-
ëîñò³ îïðîì³íåííÿ 20 õâ.  

Ï³ñëÿ âèñ³âàííÿ æèâèõ êë³òèí íà àãàðèçî-
âàíå ñåðåäîâèùå áóëî îòðèìàíî 1869 êîëîí³é 

Ðèñ. 1. Äåíäðîãðàìà ãåíåòè÷íî¿ ïîä³áíîñò³ ì³æ øòàìîì B. subtilis IFBG ÌÊ-2 òà òèïîâèìè øòàìàìè ðîäó 
Bacillus

Ðèñ. 2. Ê³ëüê³ñòü êîëîí³é êóëüòóðè B. subtilis IFBG ÌÊ-2 çà ä³¿ ÓÔ-îïðîì³íåííÿ 
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áàêòåð³é. Óñ³ êîëîí³¿ áóëî ïðîàíàë³çîâàíî, â³ä-
ì³÷åíî îñîáëèâîñò³ ðîñòó, ôîðìó êîëîí³¿ òà ¿¿ 
êðàé, ðîçì³ð çàáàðâëåíî¿ çîíè íàâêîëî êîëîí³¿ 
òà ¿¿ ðîçì³ðè, ïîð³âíÿíî ç êîëîí³ÿìè âèõ³äíî¿ 
êóëüòóðè. Ïîêàçàíî, ùî ê³ëüê³ñòü êîëîí³é, ÿê³ 
ìàëè â³äì³íó â³ä âèõ³äíîãî øòàìó, çá³ëüøóâàëàñü 
ë³í³éíî ç³ çá³ëüøåííÿì äîçè ÓÔ-îïðîì³íåííÿ 
(â íàøîìó âèïàäêó äî 20 õâ). Ïîäàëüøå çá³ëü-
øåííÿ òðèâàëîñò³ îïðîì³íåííÿ (äî 25–30 õâ) íå 
ñóïðîâîäæóâàëîñü çì³íîþ æèòòºçäàòíîñò³. 

Ï³ñëÿ âèçíà÷åííÿ ëåòàëüíî¿ äîçè îïðîì³-
íåííÿ ó B. subtilis IFBG ÌÊ-2 ³ ðîçñ³âó íà 
ïîâíîö³ííå ñåðåäîâèùå, ç íàéá³ëüøîãî ðîç-
âåäåííÿ (10–7) áóëî â³ä³áðàíî 5 êîëîí³é (òàáë. 
2), ÿê³ â³äð³çíÿëèñü çà ìîðôîëîã³÷íèìè îçíàêà-
ìè. Òàê³ êîëîí³¿ áóëè ìåíø³ çà ðîçì³ðîì, ìàëè 
êîðè÷íåâå çàáàðâëåííÿ ç â³çóàëüíî âèäíèìè 
êðèñòàëàìè ðèáîôëàâ³íó íà ïîâåðõí³ (ðèñ. 3).

Êîëîí³¿ ç ìîðôîëîã³÷íèìè â³äì³ííîñòÿìè 
áóëî â³äñ³ÿíî ³ ïåðåâ³ðåíî íà íàêîïè÷åííÿ 
ðèáîôëàâ³íó (ðèñ. 4, à). Çà ðåçóëüòàòàìè äî-
ñë³äæåííÿ âèäíî, ùî íàéá³ëüøå íàêîïè÷åííÿ 
ðèáîôëàâ³íó áóëî ó êëîíà 3. Â³ä³áðàí³ ñïîðè 
áóëî ïîâòîðíî îïðîì³íåíî âïðîäîâæ 20 õâ ³ç 

çáåðåæåííÿì âñ³õ åêñïåðèìåíòàëüíèõ óìîâ, 
îïèñàíèõ âèùå. Îòðèìàí³ ÷îòèðè êîëîí³¿, ÿê³ 
âèðîñëè íà ÷àøêàõ Ïåòð³ ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ, 
êóëüòèâóâàëè âïðîäîâæ 48 ãîä. Îòðèìàí³ ñïî-
ðè îáðîáëÿëè çà äîïîìîãîþ ÓÔ-ëàìïè â òà-
êîìó æ ðåæèì³, ùî ³ íà ïåðøîìó åòàï³. Ð³âåíü 
íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó ó â³ä³áðàíèõ êëîí³â 
ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 4, á. ßê âèäíî ç ðèñóíêà, 
íàéá³ëüøå íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó áóëî çà 
êóëüòèâóâàííÿ êëîíó 4.

Âèêîðèñòîâóþ÷è â³ä³áðàíèé êëîí áóëî ïðî-
âåäåíî ïðîöåäóðó ç îïðîì³íåííÿ ÿê ³ äëÿ ïåð-
øèõ äâîõ åòàï³â. Çà ðåçóëüòàòàìè äîñë³äó áóëî 
îòðèìàíî òðè êîëîí³¿ (ðèñ. 4, â). Îòðèìàí³ 
êîëîí³¿ áóëî ïåðåâ³ðåíî íà çäàòí³ñòü íàêîïè-
÷óâàòè ðèáîôëàâ³í ó êóëüòóðàëüí³é ð³äèí³ â 
ïîð³âíÿíí³ ç âèõ³äíèì øòàìîì. Ïîêàçàíî, ùî 
íàéá³ëüøå íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó áóëî çà 
êóëüòèâóâàííÿ êëîíó 1 òà ñòàíîâèëî 9,6 ã/äì3. 
Ç îòðèìàíîþ êóëüòóðîþ áóëî ïðîâåäåíî ùå
äâà åòàïè îïðîì³íåííÿ ç íàñòóïíèì ïîñë³äîâ-
íèì ñåëåêòèâíèì â³äáîðîì ³ îòðèìàíî äâ³ êî-
ëîí³¿ (êëîíè ¹ 1 ³ ¹ 1À) òà âèçíà÷åíî íàêî-
ïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó (ðèñ. 4, ã). 

Çà ð³âíåì íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó êëîíè 
1 òà 1À ìàéæå íå â³äð³çíÿëèñü. Êîíöåíòðàö³ÿ 
ðèáîôëàâ³íó áóëà 13,98 ³ 13,85 ã/äì3, â³äïî-
â³äíî. Êóëüòóðó ïåðåñ³âàëè íà òâåðäå òà ð³äêå 
ñåðåäîâèùà ç íàñòóïíèì âèçíà÷åííÿì ìîðôî-
ëîã³÷íèõ îçíàê ³ íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó 
ïðîòÿãîì äâîõ ì³ñÿö³â (ç ³íòåðâàëîì äâà òèæ-
í³). Ìîðôîëîã³÷í³ îçíàêè êóëüòóðè çàëèøà-
ëèñü íåçì³ííèìè, à íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³-
íó ï³ä ÷àñ ïåðåñ³âó áóëî ìàéæå îäíàêîâèì (â
ìåæàõ â³ä 13,87 äî 13,98 ã/äì3), ùî ñâ³ä÷èòü
ïðî ñòàá³ëüí³ñòü ìóòàíòíèõ êëîí³â.

Â ðåçóëüòàò³ ä³¿ ÓÔ-îïðîì³íåííÿ íà ñïîðè
B. subtilis áóëî îòðèìàíî ìóòàíòíèé øòàì B. sub-
tilis IFBG ÌÊ-1À, ÿêèé çà ìîðôîëîã³÷íèìè 
îçíàêàìè ³ á³îñèíòåòè÷íîþ àêòèâí³ñòþ â³äð³ç-
íÿâñÿ â³ä âèõ³äíî¿ êóëüòóðè.

Íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó øòàìîì-ïðîäó-
öåíòîì IFBG ÌÊ-1À (14 ã/äì3) ìîæíà ïîð³â-
íÿòè ç ðåçóëüòàòàìè íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó 
(16–24 ã/äì3) ðåêîìá³íàíòíèìè øòàìàìè íàä-
ïðîäóöåíòàìè (Debabov, 1981; Schallmey, 2004). 
Çîêðåìà, øòàì ÂÊÏÌ Â 6797 ç âèêîðèñòàí-
íÿì ðåêîìá³íàíòíî¿ ïëàçì³äè ðÌÕ30ribO186, 
ÿêà ìàëà ðèáîôëàâ³íîâèé îïåðîí ç ïîðóøåíîþ 
íåãàòèâíîþ ðåãóëÿö³ºþ, íàêîïè÷óâàâ 14,2 ã/äì3 

Òàáëèöÿ 2. Æèòòºçäàòí³ñòü áàêòåð³àëüíî¿ êóëüòóðè 
ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ

Ðîçâåäåí-
íÿ

Âèõ³äíà
êóëüòóðà

Îïðì³íåíà êóëüòóðà

Æèòòºçäàòí³ 
êîëîí³¿¿

Ìóòàíòí³ 
êîëîí³¿¿

10–6

10–7

1450 ± 0,23
150 ± 0,23

580 ± 0,9
60 ± 0,9

49 ± 0,3
5 ± 0,3

Ðèñ. 3. Êîëîí³¿ êóëüòóðè B. subtilis IFBG ÌÊ-2 (à) 
âèõ³äí³ òà (á) ï³ñëÿ ÓÔ îïðîì³íåííÿ. Ñòð³ëêàìè ïî-
çíà÷åíî êðèñòàëè ðèáîôëàâ³íó
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Ðèñ. 4. Íàêîïè÷åííÿ ðèáîôëàâ³íó êëîíàìè ï³ñëÿ îïðîì³íåííÿ
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çà 48 ãîä êóëüòèâóâàííÿ (Debabov, 1981; Schal-
lmey, 2004). 

Òàêèì ÷èíîì, ðåçóëüòàòè äîñë³äæåííÿ 16S 
ðÐÍÊ øòàìó IFBG MK-2 ñâ³ä÷àòü ïðî òå, ùî 
øòàì â³äíîñèòüñÿ äî âèäó B. subtilis. Øëÿõîì 
³íäóêîâàíîãî ìóòàãåíåçó ç âèêîðèñòàííÿì ÓÔ-
îïðîì³íåííÿ ³ ïîñë³äîâíèì ñòóï³í÷àòèì â³ä-
áîðîì îäåðæàíî cò³éêèé ìóòàíòíèé øòàì B. 
subtilis IFBG ÌÊ-1À, ÿêèé ïðîäóêóâàâ ðèáîô-
ëàâ³í ìàéæå íà 50 % á³ëüøå (13,98 ã/äì3) â ïî-
ð³âíÿíí³ ç âèõ³äíèì øòàìîì (8,9 ã/äì3). Îòðè-
ìàíèé øòàì B. subtilis IFBG ÌÊ-1À ìîæå áóòè 
â ïîäàëüøîìó âèêîðèñòàíèé äëÿ ñòâîðåííÿ íà 
éîãî îñíîâ³ ãåíåòè÷íî ìîäèô³êîâàíîãî øòàìó 
íàäñèíòåçó ðèáîôëàâ³íó.

Äîòðèìàííÿ åòè÷íèõ ñòàíäàðò³â. Öÿ ñòàòòÿ íå 
ì³ñòèòü ðåçóëüòàò³â áóäü-ÿêèõ äîñë³äæåíü ç âè-
êîðèñòàííÿì ëþäåé ³ òâàðèí â ÿêîñò³ îá’ºêò³â.
Êîíôë³êò ³íòåðåñ³â. Àâòîðè çàÿâëÿþòü ïðî â³ä-
ñóòí³ñòü êîíôë³êòó ³íòåðåñ³â.
Ô³íàíñóâàííÿ. Äîñë³äæåííÿ áóëî ïðîô³íàíñî-
âàíî çà ðàõóíîê â³äîì÷î¿ òåìàòèêè «Ñòâîðåííÿ 
øòàì³â íàäïðîäóöåíò³â âòîðèííèõ ìåòàáîë³ò³â 
(àì³íîêèñëîò, ñïèðò³â, â³òàì³í³â)». Äåðæàâíèé 
ðåºñòðàö³éíèé íîìåð 0119U101489.
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The aim of this work was to study the phylogenetic 
relationships of the new producer strain Bacillus subtilis 
IFBG ÌÊ-2 with existing strains and to increase the
producer’s biosynthetic activity by mutagenesis. Se-
quencing of the 16S rRNA of the IFBG MK-2 strain 
resulted in fragments of this gene with a total length of 
1305 nucleotides. Phylogenetic analysis was performed 
and a dendrogram was constructed based on the 
nucleotide sequences of the 16S rRNA gene using 
the Neighbour joining method and the two-parameter 
Kimura model. It was shown that the similarity of 

sequenced fragments of 16S rRNA of strain IFBG MK-2 
with fragments of deposited in GenBank sequence of 
this gene of a typical strain B. subtilis IAM 12118 was 99 
%. According to the results of phylogenetic analysis, the 
IFBG strain MK-2 was identified as B. subtilis. Using 
the method of induced mutagenesis using UV radiation 
and sequential stepwise selection of clones, a mutant 
clone of B. subtilis IFBG MK-1A was obtained with a
50 % increase in the accumulation of riboflavin compared 
to the original strain.
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