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В статье отражены результаты исследований по подбору оптимальных соотно-

шений компонентов питательной среды и условий культивирования для увеличения вы-
хода антибактериальных липопептидов. Подбор источников углерода и азота методами 
планирования Плакетта-Бермана, «наискорейшего подъёма» и анализа на поверхности 
отклика позволило оптимизировать состав питательной среды и условия культивирова-
ния. В результате проведенных исследований получили следующий состав среды: глюкоза 
– 36,28 г/л, порошок дрожжевого экстракта – 12,77 г/л, MgSO4 - 0.5 г/л, KCl – 0,5 г/л, KH2PO4– 
1,0 г/л, FeSO4 – 0,15 мг/л, MnSO4– 5,0 мг/л, CuSO4– 0,16 мг/л. Наибольшего выхода продуктов 
ферментации добились при следующих условиях культивирования: количество посевного 
материала – 4%, начальный pH – 6,82, температура 37oC, время – 51,69 ч, частота враще-
ния качалки – 225 об/мин, объём жидкости – 100 мл.

введение
Как только Арима и др. [1] обнаружили, 

что Bacillus subtilis (сенная палочка) способ-
на синтезировать сурфактин, исследователи 
обратили своё внимание на поиск штаммов 
бактерий из числа бацилл, синтезирующих 
липопептиды. Липопептид представляет со-
бой биологическое поверхностно активное 
вещество (био-ПАВ), состоящее из гидро-
фильной пептидной и липофильной цепи 
алифатического углеводорода. 

По химическому составу липопепти-
ды – это циклические соединения, имею-
щие в пептидной части β-аминогруппу или 
β-гидроксижирную кислоту. В зависимости 
от аминокислотной последовательности и 
ответвлений жирных кислот, липопептиды 
подразделяются на три категории: 1) итури-
ны, в т. ч. итурин А, микосубтилин и бацил-

ломицин; 2) фенгицины, в т. ч. плипастатин; 
3) сурфактины – наиболее хорошо исследо-
ванные среди липопептидов, в т. ч. и среди 
множества соединений с биологической ак-
тивностью [7, 8].

Помимо поверхностной активности не-
которые липопептиды проявляют также фун-
гицидную, бактерицидную, антивирусную, 
противоопухолевую и другие виды биологи-
ческой активности [2]. В последние годы было 
проведено множество исследований, свиде-
тельствующих о том, что, кроме B. subtilis, 
противомикробные липопептиды способны 
синтезировать также другие виды бацилл: B. 
amyloliquefaciens [1,2], B. lichemformis [3], B. 
circulan [4], B. cereus [5], B. pumilus [6] и др.

Штамм бацилл B15, способный синте-
зировать липопептиды, был выделен нами 
с кожицы виноградины и идентифицирован 
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как B. amyloliquefaciens. 
В представленном исследовании нами 

был увеличен выход липопептидов при куль-
тивировании B. amyloliquefaciens B15 при оп-
тимизации количества источников углерода 
и азота при использовании методов Плакет-
та-Бермана, Бокса-Бенкена и схему «наиско-
рейшего подъёма».

объекты и методы исследований
В работе использовали штамм бацилл 

B. amyloliquefaciens B15, выделенный из ко-
жицы виноградины, который хранится в Ки-
тайском государственном НИИ пищевой и 
ферментативной промышленности.

Питательные среды и условия культи-
вирования

В качестве питательных сред были ис-
пользованы: картофельный агар с декстро-
зой (КАСД); питательный бульон (ПБ); пита-
тельная среда Ланди, состоящая из 30 г глю-
козы, 5 г глутамата натрия, 0,5 г MgSO4 , 0,5 г 
KCl 1,0 г KH2PO4 0,15 мг FeSO4, 5,0 мг MnSO4, 
0,16 мг CuSO4, 1000 мл H2O; pH среды доводи-
ли до 7,0. Посевную колбу с ПБ (коническая 
колба Эрленмейера объёмом 250 мл, объём 
жидкости 100 мл) помещали на 24 часа в ор-
битальный шейкер с частотой встряхивания 
120 об/мин при температуре 37°C.

Культуру бацилл в количестве 4% от 
объёма 100 мл среды Ланди высевали в ко-
ническую колбу Эрленмейера объёмом 250 
мл и помещали на 24 часа в инокулятор с ча-
стотой встряхивания 180 об/мин при темпе-
ратуре 30°C.

суммарный экстракт липопептидов
На этом этапе исследований экстраги-

рование липопептидов из B. amyloliquefaciens 
B15 проводили промышленным методом [7], 
для чего суспензию культуры микроорганиз-
мов помещали в центрифугу и центрифуги-
ровали при температуре 4OС при 8000 об/
мин в течение 20 минут, в результате чего 
бактериальные клетки выпадали в осадок. 
Шестимолярным хлороводородом доводи-
ли pH бесклеточной надосадочной жидкости 
до уровня 6, а затем помещали её на ночь 
в холодильник при температуре 4°C. Полу-
ченный осадок повторно центрифугировали 
при 8000 об/мин в течение 20 мин, экстраги-
ровали добавлением метанола, встряхивали 
на шейкере при температуре 25°C и частоте 
встряхивания 120 об/мин в течение 30 мин. 
Полученный экстракт фильтровали через по-
литетрафторэтиленовую мембрану.

квантизация липопептидов вЭжХ-
хроматографией

Квантизацию липопептидов высоко-
эффективной жидкостной хроматографией 
(ВЭЖХ) проводили в соответствии с предыду-
щими исследованиями путём внесения неко-
торых доработок [12,13].

При постановке данного эксперимента 
применяли метод квантизации липопепти-
дов методом ВЭЖХ, который впервые был 
опубликован в работах Чжучженя [7], Д. Вит-
туло [8] и др. При этом нами были внесены не-
которые изменения в методику постановки 
эксперимента. Используя ВЭЖХ, обнаружили 
соединения липопептидов на обращённо-
фазовой колонке, имеющей привитую фазу 
C18 с размерами 4,6 мм ×250 мм ×0,5 мкм, 
110 А. Температура колонки была равна 30°C, 
детекция - 210 нм, скорость потока 1 мл/мин, 
объём 20 мкл. При обнаружении итурина А 
в систему «ацетонитрил – вода» (2:3) в каче-
стве элюента добавляли 0,1 % трифторацети-
ловой кислоты (ТФА) на 20 минут. Площадь 
пика (x) и итурина А (y) для калибровочной 
кривой была равна: y = 7E-05x + 11.88 (R² = 
0.9913).

При обнаружении сурфактина в си-
стему «ацетонитрил – вода» (4:1) в качестве 
элюента добавляли 0,1 % трифторацетило-
вой кислоты (ТФА) на 30 минут. Площадь 
пика (x) и сурфактин (y) для калибровочной 
кривой равнялись: y = 0.0001x + 21.945 (R² = 
0.9964). Согласно приведённым уравнениям 
калибровочных кривых, составленных на ос-
нове площадей пика, рассчитывали доли иту-
рина А и сурфактина.

Фунгицидная активность
Антимикробная активность обнаруже-

на в соответствии с результатами предыду-
щих исследований с некоторыми изменени-
ями [14, 7]. Для изучения фунгицидной ак-
тивности культуру плесневых грибов Botrytis 
cinerea, хранящуюся при температуре 4°C, 
высевали на скошенный агар КАСД и инку-
бировали в течение 7 суток при температуре 
25°C. Далее готовили содержащую споры су-
спензию со стерильным буферным раство-
ром, содержащим 0,5% NaCl, 15% глицерина 
и 1 % Твин-20 (полисорбата-20). Споровую 
суспензию в количестве 200 мкл засевали в 
чашки Петри, оставляли на три часа для диф-
фузии микроорганизмов в питательную сре-
ду и делали в агаре отверстия для внесения 
в них исследуемого экстракта липопептидов.
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В каждое отверстие вносили по 80 мкл 
экстракта, в качестве контроля использовали 
метанол. Чашки выдерживали в термостате 
при температуре 25°C в течение 5 суток, а за-
тем измеряли диаметр зон отсутствия роста 
плесневых грибов (ингибирующих зон или 
пятен, свидетельствующих о гибели микро-
организмов на данном участке среды).

влияние источников углерода и азота 
на продуцирование липопептидов и их бак-
терицидную активность

В этом опыте глюкоза и глутамат натрия 
в основной ферментируемой среде были за-
менены на другие источники углерода: маль-
тозу, фруктозу, сахарозу, ксилозу, соевую, 
просовую и кукурузную муку. В качестве ис-
точника азота использовали глутамат натрия, 
пептон, дрожжевой экстракт, мясокостную и 
соевую муку, мочевину, сульфат и нитрат ам-
мония. Долю и бактерицидную активность 
сурфактина определяли методами, описан-
ными ранее.

опыт оптимизации среды
Планы Плакетта-Бермана
На этом этапе исследований компонен-

ты среды и условия ферментации были рас-
считаны с помощью планов Плакетта-Берма-
на для четырнадцати переменных на двух 

уровнях. Переменные представляли собой 
следующие четырнадцать факторов: глюко-
за (X1), порошок дрожжевого экстракта (X2), 
MgSO4 (X3), KCl (X4), KH2PO4 (X5), FeSO4 (X6), 
MnSO4 (X7), CuSO4 (X8), количество посевного 
материала (X9), начальный pH (X10), темпе-
ратура (X11), время брожения (X12), частота 
вращения (X13), объём заливаемой жидко-
сти (X14). Все эксперименты были рассчита-
ны с помощью программы Design Expertv 8.0, 
выполнены трехкратно. В результате прове-
денных исследований нами был рассчитано 
количество средних величин выхода липо-
пептидов (табл. 1).

метод «наискорейшего подъёма»
При анализе результатов, полученных 

по планам Плакетта-Бермана, нами были вы-
браны факторы, наиболее значительно вли-
яющие на выход липопептидов. Траекторию 
метода «наискорейшего подъёма» (в том 
числе изменения направления и длина шага) 
определяли методом идентификации влия-
ния каждого значимого фактора и условий, 
при которых был получен максимальный вы-
ход липопептидов.

Планы Бокса-Бенкена
В данном исследовании были приня-

ты четыре ключевых переменных с тремя 
уровнями концентрации. 
Для экспериментального 
планирования и статисти-
ческого анализа использо-
валась программа Design 
Expertv 8.0.6.1.

результаты исследо-
ваний

Влияние источников 
углерода и азота на ко-
личество синтезируемых 
бациллами липопептидов 
и их фунгицидную актив-
ность

Как видно на рис. 1 
и 2, различные источники 
углерода и азота имели 
значительное влияние на 
производство липопепти-
дов. При использовании 
глюкозы и порошка дрож-
жевого экстракта в каче-
стве источников углерода 
и азота соответственно вы-
ход липопептидов оказал-
ся значительно выше, чем 

рис. 1 –  влияние источников углерода и азота на произ-
водство липопептидов B15.
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при использовании других 
компонентов. Так, выход 
итурина А и сурфактина со-
ставил 0,09283 г/ли 0,18583 
г/л соответственно, а диа-
метр ингибирующей зоны 
– 25,22 мм. 

Для уменьшения за-
трат в качестве источников 
углерода и азота использо-
вали фруктозу и порошок 
дрожжевого экстракта, а 
также кукурузную и соевую 
муку, но эффект в обоих 
случаях оказался незначи-
тельным.

Планы Плакетта-Бер-
мана

Результаты расчётов 
выхода липопептидов в со-
ответствии с планами Пла-
кетта-Бермана показаны в 
табл. 1.

Из результатов ре-
грессионного анализа, от-
раженных в табл. 2, следу-

рис. 2 –  влияние источников углерода и азота на диаметр 
ингибирующей зоны.

таблица 1
результаты расчётов по планам Плакетта-Бермана

№ 
п//п X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13 X14

Липопептиды    
Y, г·л-1

1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 0.2311
2 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 0.1714
3 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 0.1655
4 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 0.1156
5 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 0.2871
6 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 0.2054
7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0.1100
8 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 0.2063
9 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 0.1877

10 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 0.2794
11 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 0.1490
12 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 0.1351
13 1 -1 1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 0.1711
14 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 0.1544
15 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 0.2144
16 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 0.2255
17 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 0.1142
18 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 0.1722
19 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 0.1235
20 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 1 1 0.1030
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ет, что наиболее значимыми четырьмя фак-
торами являются Х12 (время) > Х2 (порошок 
дрожжевого экстракта)> Х1 (глюкоза)> Х10 
(начальный pH). Таким образом, положи-
тельный эффект на выход конечного продук-
та ферментации оказали глюкоза, порошок 
дрожжевого экстракта и начальный pH, тогда 
как время сбраживания дало отрицательный 
эффект. Поэтому эти составляющие нами 
были выбраны в качестве значимых входных 
параметров эксперимента.

метод «наискорейшего подъёма»
При анализе результатов планов Пла-

кетта-Бермана траектория метода «наиско-
рейшего подъёма» оказалась следующей: 
глюкоза, дрожжевой экстракт и начальный 

pH произвели положи-
тельные эффекты, по-
этому следует увеличить 
доли компонентов в со-
ответствии с известным 
уклоном; время сбражи-
вания оказало отрица-
тельное воздействие, и 
его следует уменьшить в 
соответствии с известным 
уклоном. Остальные де-
сять факторов выступили 
в качестве начальных до-
полнительных компонен-

тов. Чтобы определить оптимальный диапа-
зон четырёх значимых факторов, был опре-
делён выход бактерицидных липопептидов. 
Результаты показаны в табл. 3.

В табл. 3 показана картина колебаний 
выхода липопептидов с изменением каждо-
го из факторов. При значениях, равных 36 г/л, 
12 г/л, 7,0 и 48 ч для глюкозы, порошка дрож-
жевого экстракта, начального pH и времени 
сбраживания соответственно, выходная ве-
личина была максимальной. Поэтому эти ус-
ловия были выбраны в качестве центральной 
точки.

Планы Бокса-Бенкена
При расчётах по планам Бокса-Бен-

таблица 3
результаты расчётов по методу «наискорейшего подъёма»

№ 
п/п

Глюко-
за, г/л

Порошок 
дрожжевого 
экстракта г/л 

Началь-
ный pH

Время, 
ч 

Выход липо-
пептидов, г/л

1 30 8 6.0 72 0.0702
2 33 10 6.5 60 0.1425
3 36 12 7.0 48 0.2319
4 39 14 7.5 36 0.1729
5 42 16 8.0 24 0.0881

таблица 2
регрессионный анализ результатов эксперимента по планам Плакетта-Бермана

входной 
параметр

уровни
Эффект F-величина P-величина 

возможно>F
очерёд-

ностьнизкий
(-1)

высокий
(+1)

X1 30 40 +0.021 17.8547 0.0083** 3
X2 10 14 +0.023 18.0229 0.0081** 2
X3 0.4 0.6 +3.716E-003 0.3384 0.5860 12
X4 0.4 0.6 +3.590E-003 0.4449 0.5343 10
X5 0.8 1.2 +3.277E-003 0.4177 0.5466 11
X6 0.12 0.18 +0.012 5.8888 0.0596* 6
X7 4 6 -9.987E-003 3.8798 0.1060 7
X8 0.12 0.18 +9.843E-003 3.7693 0.1099 8
X9 2 3 -5.266E-004 0.0108 0.9213 14
X10 6.5 7.5 +0.019 14.0979 0.0132** 4
X11 25 35 +3.473E-003 0.4693 0.5238 9
X12 48 72 -0.026 23.3531 0.0047** 1
X13 150 225 +0.014 7.1390 0.0442** 5
X14 70 100 +5.666E-004 0.0125 0.9154 13
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кена глюкоза, порошок 
дрожжевого экстракта, 
начальный pH и время 
сбраживания рассматри-
вались как независимые 
переменные. Уровни 
факторов, кодированные 
величины, расчёты и ре-
зультаты эксперимента 
показаны в таблице 4 и 
таблице 5.

Величина выхода 
липопептидов принима-
лась за значение отклика в соответствии с 
результатами эксперимента по планам Бок-
са-Бенкена (табл. 5). Регрессионный анализ 
(табл. 6) был проведён с помощью програм-
мы Design Expert 8.0. Квадратное уравнение 
множественной регрессии приняло следу-
ющий вид: Y=0.33+0.001325A+0.006836B-
0.023C+0.015D-0.0095AB-0.006275AC-
0.00415AD-0.0063BC-0.00115BD-0.032CD-
0.011A2-0.011B2-0.049C2-0.042D2, R2=0.8584.

Как видно из табл. 6, входные параме-
тры C, CD, C2 и D2 оказались наиболее значи-
мыми, параметр D – значимым, в то время 
как неадекватность незначимой. На основа-
нии этого можно считать, что модель пригод-
на для анализа эксперимента.

На основании выше приведённого ана-
лиза экспериментальных данных был спрог-
нозирован выход липопептидов. При значе-
ниях входных параметров, равных 36,28 г/л, 
12,77 г/л, 6,82 и 51,69 ч для глюкозы, порошка 
дрожжевого экстракта, начального pH и вре-
мени сбраживания соответственно, спрогно-
зированная величина выхода липопептидов 
была равна 0,3356 г/л. 

Проверочные испытания проводили 
при этих оптимальных условиях. Выход липо-
пептидов составил 0,3309 г/л, что оказалось 
очень близко к предсказанному значению.

выводы
Посредством планов Плакетта-Берма-

на, метода «наискорейшего подъёма» и пла-
нов Бокса-Бенкена были оптимизированы 
условия сбраживания и количество источни-
ков углерода и азота для питательной сре-
ды. Оптимальный состав питательной среды 
включал следующие компоненты: 36,28 г/л 
глюкозы и 12,77 г/л порошка дрожжевого 
экстракта при pH, равном 6,82. Оптималь-
ным временем сбраживания была 69-часо-
вая инкубация. При данных показателях вы-

ход липопептидов увеличился с 0,2686 г/л до 
0,3309 г/л. Таким образом, производитель-
ность процесса увеличилась на 23,19 %. Ис-
следования также показали существенное 

таблица 4
уровни и кодирование планов Бокса-Бенкена

Фак-
тор

Входной пара-
метр

Уровни
      -1                     0                        +1

X1 Глюкоза,г/л 33 36 39

X2
Порошок 

дрожжевого 
экстракта,г/л

10 12 14

X3 Начальный,pH 6.5 7.0 7.5
X4 Время,ч 36 48 60

таблица 5
результаты расчётов по планам Бок-

са-Бенкена

№ 
п/п X1 X2 X3 X4

Выход ли-
попепти-
дов, г/л

1 0 0 0 +1 0.3312
2 0 +1 0 0 0.3087
3 -1 +1 0 0 0.3171
4 0 +1 0 -1 0.2662
5 +1 +1 0 0 0.3206
6 0 0 1 +1 0.2010
7 0 0 0 0 0.3087
8 0 -1 0 -1 0.2469
9 0 -1 +1 0 0.2285

10 0 +1 -1 0 0.3188
11 0 -1 0 +1 0.2802
12 0 0 -1 +1 0.2802
13 0 0 +1 -1 0.2586
14 -1 -1 0 0 0.3009
15 0 -1 -1 0 0.2892
16 -1 0 -1 0 0.2742
17 0 0 0 0 0.3387
18 -1 0 0 +1 0.3018
19 0 0 -1 -1 0.2087
20 -1 0 +1 0 0.2371
21 +1 0 -1 0 0.3107
22 +1 0 0 +1 0.2721
23 +1 -1 0 0 0.3082
24 0 +1 +1 0 0.2329
25 +1 0 0 -1 0.2447
26 -1 0 0.000 -1 0.2578
27 +1 0 +1 0 0.2485
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увеличение выхода липопептидов по сравне-
нию с применением среды Ланди и глутама-
та натрия в качестве источника азота.
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таблица 6
регрессионный анализ результатов эксперимента по планам Бокса-Бенкена

Входной параметр SS df mf F-величина P-величина 
возможно>F

A-глюкоза 2.107E-005 1 2.107E-005 0.048 0.8308
B-порошок дрожжевого экс-

тракта 5.200E-004 1 5.200E-004 1.18 0.2991

C-начальныйpH 6.311E-003 1 6.311E-003 14.29 0.0026**
D-время 2.448E-003 1 2.448E-003 5.54 0.0364*

AB 3.610E-006 1 3.610E-006 8.177E-003 0.9294
AC 1.575E-004 1 1.575E-004 0.36 0.5614
AD 6.889E-005 1 6.889E-005 0.16 0.6998
BC 1.588E-004 1 1.588E-004 0.36 0.5599
BD 3.419E-006 1 3.419E-006 7.744E-003 0.9313
CD 4.167E-003 1 4.167E-003 9.44 0.0097**
A2 5.868E-004 1 5.868E-004 1.33 0.2714
B2 5.405E-004 1 5.405E-004 1.22 0.2902
C2 0.012 1 0.012 27.27 0.0002**
D2 7.489E-003 1 7.489E-003 16.96 0.0014**

Модель 0.032 14 2.294E-003 5.20 0.034**
Остаток 5.298E-003 12 4.415E-004

Неадекватность 4.848E-003 11 4.407E-004 0.98 0.6660
Истинная ошибка 4.500E-004 1 4.500E-004

Всего 0.037 26
Примечание: символы*и **указывают на значимость при 0,05 и 0,01 соответственно.


