
 
 
 

УДК 579.64:579.852.11+575.224.46 https://doi.org/10.7124/FEEO.v31.1488 

ISSN 2415-3826 (Online), ISSN 2219-3782 (Print). Фактори експериментальної еволюції організмів 2022. Том 31  77 

РАДЧЕНКО М.М., АНДРІЯШ Г.С., БЕЙКО Н.Є., ТІГУНОВА О.О., ШУЛЬГА С.М.© 
Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України, 

Україна, 04123, м. Київ, вул. Осиповського, 2а  
 shulga5@i.ua, (067) 440-05-31 

 

ОТРИМАННЯ ШТАМУ-ПРОДУЦЕНТУ ВАСILLUS SUBTILIS  

ІЗ ПІДВИЩЕНИМ НАКОПИЧЕННЯМ РИБОФЛАВІНУ 

 

                                                                                                                                                                                                     
© РАДЧЕНКО М.М., АНДРІЯШ Г.С., БЕЙКО Н.Є., ТІГУНОВА О.О., ШУЛЬГА С.М. 

Мета. Метою роботи було підвищення 

накопичення рибофлавіну штамом-продуцентом 

Bacillus subtilis IMB B-7797 за допомогою хімі-

чного мутагенезу. Методи. Для досягнення 

мети використовували метод оброблення шта-

му-продуценту хімічним мутагеном N-метил-N-

нітро-N-нітрозогуанідином із подальшим куль-

тивуванням отриманого клону та визначенням 

накопичення рибофлавіну. Результати. В ре-

зультаті дії хімічного мутагену на B. subtilis 

IMB B-7797 отримано мутантний штам B. sub-

tilis IFBG NTG2, який за морфологічними озна-

ками (колір, розмір, форма колоній) і накопи-

ченням рибофлавіну відрізнявся від вихідної 

культури. Висновки. В результаті дії хімічного 

мутагену на B. subtilis IMB B-7797 отримано 

мутантний штам B. subtilis IFBG NTG2, який за 

морфологічними ознаками (колір, розмір, форма 

колоній) і накопиченням рибофлавіну відрізняв-

ся від вихідної культури. Отриманий штам-

продуцент рибофлавіну B. subtilis IFBG NTG2 

накопичував рибофлавін майже на 9% більше 

(14,8 г/дм3), ніж вихідний штам (13,9 г/дм3). 

Штам B. subtilis IFBG NTG2 в подальшому про-

понується для використання в промисловій тех-

нології рибофлавіну і створення на його основі 

рекомбінантного штаму для надсинтезу рибо-

флавіну.  

Ключові слова: Васillus subtilis, штам-

продуцент, рибофлавін, хімічний мутагенез. 

 

Рибофлавін (вітамін В2) – водорозчинна 

сполука, яка синтезується рослинами та мікроо-

рганізмами. Рибофлавін відіграє важливу роль у 

багатьох клітинних функціях. Рибофлавін вико-

ристовують у медицині, фармацевтиці, харчовій 

промисловості та комбікормах [1; 2]. Рибофла-

він у світовому промисловому виробництві (в 

Україні відсутнє) отримують трьома способами: 

хімічним синтезом, мікробіологічним синтезом 

та змішаним, який передбачає мікробіологічний 

синтез рибози з наступною хімічною модифіка-

цією рибози в рибофлавін [3; 4]. Хімічний син-

тез рибофлавіну проходить у декілька стадій з 

усіма можливими недоліками та складнощами, 

на відміну від мікробіологічного способу, який 

дозволяє виробляти рибофлавін в одну стадію. 

Для біотехнологічного виробництва рибофлаві-

ну використовують організми різних таксономі-

чних груп. Рибофлавін за мікробіологічного 

способу отримують із клітин промислових шта-

мів грибів Ashbya gossypii, Candida famata var. 

flasheri та бактерій Bacillus subtilis, досягаючи 

титру 15, 20 та 18 г/дм3 відповідно [1; 5]. Світо-

вий ринок виробництва рибофлавіну збільшився 

більш ніж удвічі з 4000 т/рік (2002 р.) до 

9000 т/рік (2015 р.) [2] і постійно зростає. Приб-

лизно 70% рибофлавіну в основному викорис-

товується як кормова добавка, а близько 30% – 

як харчова добавка і в фармацевтиці [1; 2].  

Для створення сучасної комерційної біо-

технології рибофлавіну необхідно мати високо-

продуктивні штами-продуценти та дешевий і 

доступний субстрат. Останнім часом проводять-

ся дослідження з оптимізації технології рибо-

флавіну шляхом вдосконалення штамів-

продуцентів із використанням методів класич-

ної селекції, генної інженерії та біоінформатики 

[1; 2; 6]. Для підвищення продуктивності шта-

мів використовують методи індукованого мута-

генезу [7; 8; 9] і генної інженерії [5; 10]. У про-

мисловому виробництві рибофлавін в основно-

му отримують за використання аскоміцета A. 

gossypii та бактерії B. subtilis. [11; 12]. Біосинтез 

рибофлавіну детально вивчався на прикладі 

непатогенної бактерії B. subtilis, яка стала моде-

льним організмом для промислових рибофлавін-

продукуючих штамів у зв’язку зі здатністю ви-

діляти за короткий час (68–72 години культиву-

вання) продукт безпосередньо в середовище 

[13].  

Актуальним завданням щодо подальшого 

удосконалення і розвитку технології рибофлаві-

ну є збільшення біосинтетичної здатності B. 

subtilis шляхом вдосконалення властивостей 

продуцента, умов культивування та розширення 
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асортименту субстратів для виробництва віта-

міну з дешевших джерел вуглецю, зокрема та-

ких, як лігноцелюлоза або крохмаль. 

Метою роботи було підвищити накопи-

чення рибофлавіну штамом-продуцентом B. 

subtilis IMB B-7797 за допомогою методу хіміч-

ного мутагенезу. 

 

Матеріали і методи 

Об’єктом дослідження була зміна нако-

пичення рибофлавіну штамом-продуцентом 

Bacillus subtilis  IMB B-7797 із «Колекції штамів 

мікроорганізмів та ліній рослин для харчової та 

сільськогосподарської біотехнології» ДУ «Ін-

ститут харчової біотехнології та геноміки НАН 

України» за використання мутагену.  

Умови культивування та середовища. Для 

вирощування штаму-продуцента рибофлавіну 

використовували поживне середовище такого 

складу (L-агар): екстракт дріжджовий – 5,0 г; 

натрій хлористий – 5,0 г; пептон – 5,0 г; агар – 

25,0 г; вода дистильована – до 1,0 дм3, рН 

7,2±0,1. Колонії мікроорганізмів вирощували за 

температури 38±1°С протягом 72 год. Усі коло-

нії, які виросли на твердих середовищах, відби-

рали для культивування та перевірки накопи-

чення рибофлавіну. Для вирощування інокуляту 

використовували середовище такого складу: 

меляса – 30,0 г, амоній сірчанокислий – 4,0 г, 

магній сірчанокислий – 0,5 г, кукурудзяний екс-

тракт – 15,0 г, вода водопровідна – додавали до 

мітки 1,0 дм3. Як ензиматичне використовували 

середовище такого складу: глюкоза – 120,0 г; 

дріжджі хлібопекарські пресовані – 40,0 г; ку-

курудзяний екстракт – 10,0 г; магній сірчаноки-

слий – 0,5 г; вода дистильована – додавали до 

мітки 1,0 дм3. Культивування проводили протя-

гом 72 годин у шейкері-інкубаторі BIOSAN ES-

20 (Латвія) за температури 38°С та швидкості 

240 об/хв (рис. 1). 

Хімічний мутагенез. Для отримання мута-

нтів методом хімічного мутагенезу добову ку-

льтуру B. subtilis, вирощену на L-середовищі 

протягом 24 год, було відцентрифуговано (3000 

g) протягом 15 хв. Осаджені клітини промивали 

стерильним фізіологічним розчином. Клітини 

після центрифугування переносили на свіже L-

середовище, яке містило 50 мкг N-метил-N-

нітро-N-нітрозогуанідину (NTG). Після інкуба-

ції протягом 15, 20, 25, 30, 35 хв клітини відми-

вали стерильним фізіологічним розчином для 

видалення залишків NTG. Отримані клони пе-

реносили на середовище L-агар для культиву-

вання протягом 48 год. 

 

 
Рис. 1. Культивування штамів B. subtilis у 

шейкері-інкубаторі. 

 

Через дві доби колонії, навколо яких була 

найбільша зона з жовтим забарвленням (культу-

ри з найбільшою активністю), переносили в 

пробірки зі скошеним агаром для подальшого 

культивування. 

Визначали вплив мутагену на життєздат-

ність клітин бактерій [14]. Кількість клітин, які 

виживали, визначали за кількістю колоній шта-

мів, що виросли на середовищі L-агар. 

Цитологічні дослідження проводили за 

допомогою мікроскопа «Laboval 4» («Carl 

Zeiss», ФРН). Фотографії робили за допомогою 

фотоапарата «Canon Power Shot A640» (Японія). 

рН культурального середовища визначали за 

допомогою рН-метрів рН – 150 в пробі. Ріст 

штамів-продуцентів рибофлавіну на твердих 

живильних середовищах оцінювали візуально за 

наявністю росту та зміною забарвлення середо-

вища у жовтий колір навколо колонії, що свід-

чить про продукцію рибофлавіну. Кількість 

синтезованого рибофлавіну визначали за допо-

могою спектрофотометра Specol 1500 UV VIS 

(ФРН). 

Статистична обробка даних була вико-

нана за допомогою програми Microsoft Excel. 

Усі досліди проводили в трьох повтореннях. 

Різницю між двома середніми величинами вва-

жали достовірною за Р <0,05.  
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Результати та обговорення 

Для надання необхідних властивостей 

штамам-продуцентам вносять зміни в геном 

мікроорганізмів класичною селекцією, мутаге-

незом або за допомогою генетичної інженерії [1; 

2; 5]. Після таких маніпуляцій з культурою не-

обхідно перевірити життєздатність та стабіль-

ність отриманих штамів і біосинтетичну актив-

ність накопичення рибофлавіну. 

Вихідний штам B. subtilis IMB B-7797 [15] 

накопичував 13,9 г/дм3 рибофлавіну. Для збіль-

шення накопичення рибофлавіну було проведе-

но обробку мутагеном вихідної культури і ви-

значено вплив хімічного мутагенезу на життє-

здатність клітин бактерій. Кількість клітин, які 

виживали, визначали за кількістю колоній B. 

subtilis, що виросли на середовищі L-агар. 

Життєздатність клітин за дії NTG зміню-

валася залежно від терміну дії мутагену. За дії 

NTG в концентрації 50 мкг/дм3 через 35 хвилин 

не залишалося жодних життєздатних клітин 

(рис. 2). Біологічні ефекти від оброблення мута-

геном залежали лише від тривалості дії мутаге-

ну, всі інші умови досліду (зокрема такі, як фі-

зіологічний стан бактерій, хімічний склад та рН 

середовища, концентрація мутагену) були не-

змінними. 

Оптимальний час оброблення мутагеном – 

30 хв. За час оброблення кількість загиблих 

бактерій склала майже 99%. 

Після висівання живих клітин на середо-

вище L-агар було отримано колонії різного за-

барвлення та розмірів (рис. 3). Було  виділено 16 

незалежних клонів B. subtilis з різною морфоло-

гією:  

- типові колонії – світло-жовті;  

- неправильної форми та колонії амебопо-

дібної форми жовто-коричневого кольору; 

- білі напівпрозорі колонії амебоподібної 

форми; 

- світло-жовті колонії з темно-

коричневою серединкою амебоподібної форми. 

Розщеплення на типи колоній відбулося у 

співвідношеннях, показаних на рис. 4. 

Колонії з морфологічними відмінностями 

відсівали та проводили культивування отрима-

них мутантних штамів на глюкозному середо-

вищі протягом трьох діб для визначення нако-

пичення рибофлавіну. Результати дослідження 

наведено в таблиці. 

За результатами дослідження встановле-

но, що найбільше накопичення рибофлавіну 

було за культивування клону №4, який мав жов-

то-коричневе забарвлення, кількість синтезова-

ного вітаміну склала 14,8 г/дм3. Для визначення 

стабільності культуру пересівали протягом двох 

місяців з інтервалом два тижні на тверде і рідке 

середовище з подальшим визначенням кількості 

накопиченого рибофлавіну. Показник накопи-

чення рибофлавіну не змінювався від пересівів 

до пересівів.  

 

 
Рис. 2. Життєздатність клітин B. subtilis за дії мутагену (тут і далі * – Р<0,05. Контролем слугував показ-

ник КУО (100%) в неопроміненій бактеріальній суспензії). 
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Рис. 3. Вигляд виділених колоній B. subtilis: А – світло-жовті колонії з темно-коричневою серединкою 

амебоподібної форми; Б – білі напівпрозорі колонії амебоподібної форми; В – матові колонії – світло-жовтого 

кольору; Г – неправильної форми та колонії амебоподібної форми жовто-коричневого кольору. 

 

 

 
Рис. 4. Співвідношення різних типів колоній B. subtilis, які виросли на L-агарі після проведення 

мутагенезу. 
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Таблиця. Накопичення рибофлавіну мутантними клонами 

№ клону Пігмент Кількість рибофлавіну, г/дм3 

1 Жовто-коричневий 12,6±0,16 

2 Жовто-коричневий 13,9±0,35 

3 Жовто-коричневий 12,8±0,14 

4 Жовто-коричневий 14,8±0,14 

5 Світлий з темною серединою 12,3±0,37 

6 Світлий з темною серединою 11,5±0,28 

7 Світлий з темною серединою 12,1±0,21 

8 Світлий з темною серединою 12,0±0,15 

9 Білий напівпрозорий 7,2±0,30 

10 Білий напівпрозорий 8,1±0,31 

11 Білий напівпрозорий 7,8±0,24 

12 Білий напівпрозорий 7,1±0,11 

13 Світло-жовтий 9,8±0,12 

14 Світло-жовтий 8,9±0,25 

15 Світло-жовтий 9,0±0,38 

16 Світло-жовтий 8,8±0,26 

17 Контроль (ви-

хідний штам) 

темно-жовтий 

 

13,9±0,21 

 

Висновки 

Проведено обробку мутагеном вихідної 

культури і визначено вплив хімічного мутагене-

зу на життєздатність клітин бактерій. У резуль-

таті дії хімічного мутагену на B. subtilis IMB B-

7797 отримано мутантний штам B. subtilis IFBG 

NTG2, який за морфологічними ознаками (ко-

лір, розмір, форма колоній) і накопиченням ри-

бофлавіну відрізнявся від вихідної культури. 

Отриманий штам-продуцент рибофлавіну 

B. subtilis IFBG NTG2 накопичував рибофлавін 

майже на 9% більше (14,8 г/дм3), ніж вихідний 

штам (13,9 г/дм3). Штам B. subtilis IFBG NTG2 в 

подальшому пропонується для використання в 

промисловій технології рибофлавіну і створення 

на його основі рекомбінантного штаму для над-

синтезу рибофлавіну.  
Робота виконувалася за фінансової підтримки 

НАН України проєкту «Створення штамів надпро-

дуцентів вторинних метаболітів (амінокислот, 

спиртів, вітамінів)» (№ держреєстрації 

0119U101489).  
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BACILLUS SUBTILIS STRAIN PRODUCER PREPARATION WITH INCREASED ACCUMULATION OF 

RIBOFLAVIN 

Aim. The increasing of riboflavin accumulation by chemical mutagenesis of Bacillus subtilis IMB B-7797 strain 

producer was the aim of this work. Methods. We used the method of treating the strain producer with a chemical 

mutagen N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine to achieve this goal and followed by culturing the resulting clone and 

determining the accumulation of riboflavin. Results. B. subtilis IFBG NTG2 mutant strain producer which differed in 

morphological characteristics (color, size, colony shape) and riboflavin accumulation from the original culture as a 

result of chemical mutagen action on B. subtilis IMB B-7797 was obtained. Conclusions. B. subtilis IFBG NTG2 

mutant strain  producer as a result of action on B. subtilis IMB B-7797 by chemical mutagen and which differed in 

morphological features (color, size, colony shape) and riboflavin accumulation from the original culture. was obtained, 

B. subtilis IFBG NTG2 strain producer, which produced riboflavin amount of 14.8 g/dm3, which is 9% more than 

produced by the original B. subtilis IMB B-7797 strain producer was obtained by chemical mutagenesis. B. subtilis 

IFBG NTG2 strain produser is further proposed for use in industrial technology of riboflavin and creation of  a 

recombinant strain produser for synthesis of riboflavin. 

Keywords: Bacillus subtilis, producer strain, riboflavin, chemical mutagenesis. 


