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Аннотация. Выделены и охарактеризованы антимикробные метаболиты штамма бактерий B. amyloliquefaciens 
БИМ В-1125 – основы пробиотического препарата для профилактики и лечения болезней рыб ценных видов. Уста-
новлена экстрацеллюлярная локализация антимикробных соединений; показана их устойчивость в диапазоне тем-
ператур 50–100 °С и в диапазоне рН 2–10. С помощью тонкослойной хроматографии и жидкостной хроматографии-
масс-спектрометрии экспериментально доказана продукция штаммом метаболитов липопептидной природы, 
относящихся к семейству итурина и сурфактина (итурин А, итурин А4, изомеры итурина А6-А7, сурфактин А, 
сурфактин С, изомеры сурфактина В).
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Abstract. Antimicrobial metabolites of bacterial strain B. amyloliquefaciens BIM B-1125, the basis of Bacto-health 
preparation, demonstrating antagonism against the representatives of the opportunistic microbiota of valuable fish species, 
were isolated and characterized. Extracellular localization of antimicrobial compounds was established; their stability is 
shown in the temperature range of 50–100 °С and in the pH range of 2–10. The lipopeptide nature of antimicrobial metabolites 
was shown using thin layer chromatography. The mass spectrometric analysis of the active fraction confirmed the production 
of lipopeptide metabolites belonging to the iturin and surfactin families (iturin A, iturin A4, iturin A6-A7 isomers, surfactin 
A, surfactin C, and surfactin B isomers).
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Введение. В связи с активным развитием промышленного рыбоводства в Республике Бе-
ларусь остро стоит вопрос о разработке эффективных стратегий борьбы с возбудителями болез-
ней рыб. Традиционным способом лечения и профилактики бактериальных заболеваний в аква-
культуре является применение антибиотиков. Однако это приводит к возникновению антибио-
тикорезистентности у патогенных бактерий и циркуляции генов антибиотикоустойчивости  
в микробоценозах, что негативно сказывается на окружающей среде и здоровье человека [1]. 
Экологически приемлемой альтернативой антибиотикам служит использование пробиотических 
микробных препаратов, характеризующихся высокой биологической активностью и способно-
стью повышать устойчивость организма к заболеваниям различной этиологии. Так, значитель-
ный интерес представляют пробиотики на основе бактерий рода Bacillus ввиду их технологич-
ности и высокой антимикробной активности, обусловленной продукцией ряда биологически ак-
тивных соединений [2], которые по механизму синтеза и структуре классифицируются на 
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рибосомально синтезируемые бактериоцины и продуцируемые при участии нерибосомальных 
ферментов поликетиды и липопептиды.

Бактериоцины представляют собой синтезируемые рибосомами амфифильные и/или гидро-
фобные антимикробные пептиды размером от 12 до 50 аминокислотных остатков. Они демон-
стрируют большое структурное разнообразие и проявляют бактерицидную активность в основ-
ном против близкородственных видов [3]; при этом бациллярные бактериоцины (коагулин, 
тохицин, бациллоцин, амилолизин) обладают более широким спектром действия, чем большин-
ство бактериоцинов молочнокислых бактерий [2]. Механизмы антагонизма этих соединений 
связаны с их мембранотропностью и заключаются в способности увеличивать проницаемость 
или вызывать деполяризацию мембран клеток патогена. Некоторые бактериционы способны, 
кроме того, подавлять жизнедеятельность клеток, воздействуя на процесс их деления.

Поликетиды являются одной из самых больших групп бактериальных вторичных метаболи-
тов. Они представляют собой ансамбли из жирных кислот, синтезируемые поликетид-синтазами − не-
рибосомальными ферментами модульного строения. Для этих соединений характерен широкий 
спектр биологической активности, в т. ч. антифунгальной. Действие поликетидов на клетки па-
тогенных микроорганизмов разнообразно: так, диффицидин подавляет гены, связанные с синте-
зом клеточной стенки и репликацией ДНК [4], а макролактин N из B. subtilis A29 способен инги-
бировать пептиддеформилазу золотистого стафилококка, что препятствует его способности 
продуцировать ряд белков [5].

Наиболее изученным классом антимикробных метаболитов бактерий рода Bacillus являются 
липопептиды. Они синтезируются нерибосомально при помощи модульных ферментов пептид- 
синтетаз [6] и состоят из гидрофильной пептидной части (7–10 аминокислотных остатков), свя-
занной с гидрофобным жирным хвостом [7]. Бациллярные липопептиды на основании своего 
строения относят к трем основным семействам: сурфактины, итурины и фенгицины [8]. Для ли-
попептидов семейства сурфактинов (сурфактин, лихенизин, пумилацидин) характерно наличие 
сложноэфирной или пептидной связи между β-гидроксижирной кислотой и С-концевой карбок-
сильной группой аминокислоты. Они содержат 7 аминокислотных остатков, из которых третий 
и шестой находятся в D-конфигурации [2]. Следует отметить, что аминокислоты и гидрокси-
жирные кислоты в составе этих соединений варьируют как в зависимости от вида и штамма 
бактерий, так и от условий культивирования. Ввиду того, что сурфактины действуют на липид-
ный бислой различных биологических мембран, они эффективны в отношении широкого круга 
грамположительных и грамотрицательных бактерий, а также проявляют антифунгальные свой-
ства [7]. Итурины (итурин, бацилломицин, моявенсин, микосубтилин) содержат 7 аминокислот-
ных остатков, из которых второй, третий и шестой всегда находятся в D-конфигурации, и харак-
теризуются наличием сложноэфирной или пептидной связи между жирной кислотой β-NH2  
и С-концевой карбоксильной группой аминокислоты [2]. Пептидная часть данных соединений 
также демонстрирует высокий полиморфизм, приводящий к различным биологическим и физио-
лого-биохимическим свойствам; при этом антибактериальное действие итуринов весьма ограни-
чено [7]. Соединения семейства фенгицинов (фенгицин, плипастатин) имеют сложноэфирную 
или пептидную связь между β-ОН жирной кислотой и С-концевой карбоксильной группой ами-
нокислоты и содержат 10 аминокислотных остатков, из которых второй, четвертый, шестой  
и девятый находятся в D-конфигурации [2]. Эти соединения чаще всего действуют специфиче-
ски против мицелиальных грибов [7]. 

Следует отметить, что ряд исследований демонстрирует перспективность применения имен-
но бациллярных липопептидов для профилактики и лечения болезней рыб в аквакультуре [9], 
связанную, в том числе, со способностью этих соединений ингибировать рост полирезистентных 
патогенов. Так, показано, что изоформы сурфактина B. amyloliquefaciens М1 проявляют анти-
микробную активность в отношении штаммов Vibrio anguillarum [10] со множественной анти-
биотикорезистентностью, а липопетиды Bacillus sp. 176 подавляют рост V. alginolyticus [1].

Цель работы – выделение и характеристика антимикробных метаболитов, продуцируемых 
штаммом бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1125 – основой биопрепарата для профилактики 
и лечения бактериальных болезней ценных видов рыб.
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Материалы и методы исследования. Объектом исследования служили антимикробные 
метаболиты штамма B. amyloliquefaciens БИМ В-1125, демонстрирующего высокую степень ан-
тагонизма в отношении возбудителей болезней ценных видов рыб [11]. В качестве тест-объекта 
использовали культуру бактерий Aeromonas hydrophyla 51, изолированную из селезенки сего-
летка пораженной аэромонозом стерляди. 

Глубинное культивирование исследуемого штамма проводили на среде Мейнелла в колбах 
на шейкере-инкубаторе со скоростью перемешивания 200 ± 20 об/мин при температуре 30 °С, 
инкубацию тест-объекта – в аналогичных условиях на мясо-пептонном бульоне.

Антагонистическую активность во всех представленных опытах оценивали методом отсро-
ченного антагонизма. Для исследования использовали ночную культуру тест-объекта, соответ-
ствующую по оптической плотности стандарту мутности Тарасевича № 10. Локализацию 
антимикробных метаболитов устанавливали посредством оценки антагонистической активности 
клеточной фракции, гомогената клеток и бесклеточной культуральной жидкости (КЖ). Кле точ-
ную фракцию получали путем центрифугирования КЖ (10 000 об/мин, 15 мин) и последующего 
ресуспензирования осадка в калий-фосфатном буфере до начального объема. Для по лу чения 
гомогената клетки разрушали ультразвуком с использованием дезинтегратора. Бескле точная 
культуральная жидкость была получена при пропускании супернатанта через мембранный 
фильтр из полиэфирсульфона с диаметром пор 0,2 мкм.

Устойчивость антимикробных метаболитов к действию различных рН оценивали в диапазоне 
рН 2–12 согласно [12]. Для исследования устойчивости антимикробных метаболитов к темпе-
ратурным воздействиям бесклеточную КЖ выдерживали в течение 5, 15 и 30 мин при 50, 60, 70, 
80, 90 и 100 °С, после чего все образцы охлаждали до комнатной температуры и оценивали 
уровень их антагонистической активности [13].

Выделение антимикробных метаболитов осуществляли посредством их экстракции из бес-
кле точной культуральной жидкости гидрофобными (бензол, хлороформ, бутанол) и гидрофиль-
ными (метанол, этанол, изопропанол) растворителями (соотношение растворителя к КЖ со-
ставляло 1 : 1). При использовании гидрофильных растворителей бесклеточную КЖ пред-
варительно выпаривали на роторном испарителе, затем проводили экстракцию в течение 12 ч. 
Экстракцию метаболитов гидрофобными соединениями проводили в делительных воронках. 
Разделение смеси выделенных метаболитов проводили методом тонкослойной хроматографии  
с использованием пластинок «Silufol UV-254» при восходящем потоке элюента в эксперимен-
тально подобранной системе n-бутанол : уксусная кислота : вода (4 : 1 : 1). Антибактериальную 
активность полученных фракций тестировали методом биоавтографии. Характеристику хими-
ческого состава полученных фракций давали после обработки пластинок дистиллированной 
водой и нингидрином [12]. 

Для идентификации соединений класса липопептидов экстракт активной фракции и стан-
дарты липопептидов (сурфактин и итурин из B. subtilis, Sigma-Aldrich) наносили на пластинки 
силикагель 60 и проводили тонкослойную хроматографию (ТСХ) при восходящем потоке 
элюента в системе хлороформ : метанол : вода (8 : 1 : 1) согласно [14; 15].

Масс-спектрометрический анализ содержания липопептидов в экстракте проводили методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) на хроматографе Agilent 1200 c масс- 
селективным детектором типа тройной квадруполь Agilent 6410 и диодно-матричным детек-
тором. Разделение компонентов осуществляли на колонке Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 длиной 
100 мм с размером частиц 1,8 мкм. Анализ проводили в режиме градиентного элюирования,  
в качестве подвижной фазы использовали 0,05 %-ный водный раствор муравьиной кислоты  
в деионизированной воде (раствор А) и 0,05 %-ный раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле 
(раствор В). Линейный градиент включал от 25 до 95 % фазы В за 15 мин, время анализа –  
26 мин. Объем инъекции составлял 5 мкл, скорость потока – 0,3 мл/мин. Для построения 
калибровочной кривой использовали растворы коммерческих стандартов итурина и сурфактина 
(Sigma-Aldrich) в ацетонитриле в диапазоне концентраций от 25 до 100 мкг/мл. Обсчет образцов 
проводили по хроматограммам с масс-детектора и УФ-детектора (λ = 195 нм).
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Результаты и их обсуждение. При установлении локализации антимикробных метаболитов 
штамма показано, что бесклеточная культуральная жидкость, полученная путем фильтрации 
супернатанта через мембрану из полиэфирсульфона с диаметром пор 0,2 мкм, подавляет рост  
A. hydrophyla 51 в той же мере, что и культуральная жидкость, тогда как клеточная фракция  
и гомогенат клеток демонстрируют только остаточную антагонистическую активность (табл. 1).

Т а б л и ц а 1. Антагонистическая активность культуральной жидкости  
штамма бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1125 и ее фракций

T a b l e 1. Antagonistic activity of the culture liquid  
of the bacterial strain B. amyloliquefaciens BIM B-1125 and its fractions

Фракции КЖ
Culture fluid fractions

Диаметр зоны подавления роста A. hydrophyla 51, мм
Inhibition zone diameter A. hydrophyla 51, mm

Бесклеточная КЖ 32 ± 0,3
Клеточная фракция 12 ± 0,5
Гомогенат клеток 10 ± 0,3
КЖ 33 ± 0,5

На основании полученных данных сделан вывод об экстрацеллюлярной локализации анти-
микробных метаболитов, вследствие чего для дальнейших исследований выбрана бесклеточная 
фракция КЖ штамма.

При исследовании чувствительности антимикробных метаболитов к действию рН и темпе-
ратуры установлено, что антагонистическая активность выбранной фракции остается неиз мен-
ной в диапазоне температур 50–100 °С и в диапазоне рН 2–10, тогда как при рН 11–12 ее уровень 
незначительно снижается (на 9–11 %), что свидетельствует о частичной инактивации продуци-
руемых соединений в щелочной среде (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2. Устойчивость антимикробных метаболитов штамма бактерий B. amyloliquefaciens  
БИМ В-1125 к воздействию высоких температур и различного уровня рН

T a b l e 2. Tolerance of antimicrobial metabolites of the B. amyloliquefaciens  
BIM B-1125 to high temperatures and different pH levels

Условия инкубации бесклеточной культуральной жидкости 
Conditions for incubation of cell-free culture fluid

Диаметр зоны подавления роста A. hydrophyla 51, мм 
Inhibition zone diameter A. hydrophyla 51, mm

25 °С, 5 мин (контроль) 32 ± 0,3
50 °С, 5 мин 32 ± 0,2
60 °С, 5 мин 31 ± 0,6
70 °С, 5 мин 32 ± 0,4
80 °С, 5 мин 30 ± 0,5
90 °С, 5 мин 31 ± 0,3
100 °С, 5 мин 30 ± 0,6
25 °С, 15 мин (контроль) 32 ± 0,3
50 °С, 15 мин 31 ± 0,2
60 °С, 15 мин 32 ± 0,4
70 °С, 15 мин 32 ± 0,1
80 °С, 15 мин 30 ± 0,4
90 °С, 15 мин 31 ± 0,3
100 °С, 15 мин 31 ± 0,5
25 °С, 30 мин (контроль) 32 ± 0,3
50 °С, 30 мин 32 ± 0,5
60 °С, 30 мин 31 ± 0,4
70 °С, 30 мин 33 ± 0,2
80 °С, 30 мин 30 ± 0,5
90 °С, 30 мин 31 ± 0,4
100 °С, 30 мин 30 ± 0,4
рН 2 30 ± 0,4
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Условия инкубации бесклеточной культуральной жидкости 
Conditions for incubation of cell-free culture fluid

Диаметр зоны подавления роста A. hydrophyla 51, мм 
Inhibition zone diameter A. hydrophyla 51, mm

рН 3 30 ± 0,5
рН 4 32 ± 0,2
рН 5 31 ± 0,6
рН 6 32 ± 0,5
рН 7 (контроль) 32 ± 0,3
рН 8 31 ± 0,5
рН 9 30 ± 0,2
рН 10 30 ± 0,3
рН 11 27 ± 0,2
рН 12 26 ± 0,7

Высокий уровень резистентности антимикробных экзо-
метаболитов изучаемого штамма к дей ствию рН и тем-
пературы позволяет сделать предположение о липопеп тид-
ной природе данных веществ, так как согласно ли тера-
турным данным [7] липопептиды бактерий рода Ba  cillus 
харак теризуются устойчивостью к воздействию различ-
ных физико-химических факторов за счет своей цикли-
ческой структуры и наличия в ней нетипичных элемен-
тов, таких как D-аминокислоты.

При выборе оптимального экстрагента для анти мик-
робных метаболитов установлено, что из всех исполь-
зованных в опыте соединений самая высокая экстра-
гирующая способность харак терна для метанола (зона 
лизиса – 30 ± 0,2 мм), тогда как степень экстракции дру-
гими испытанными растворителями ниже (этанол – 
26 ± 0,4 мм, изопропанол – 23 ± 0,4 мм, бутанол – 26 ± 0,5 мм) 
или отсутствует (бензол и хлороформ). Антимикробное 
действие метанольного экстракта со поставимо с таковым 
для супернатанта культуральной жидкости штамма 
(рис. 1). 

При визуализации хроматограммы метанольного 
экстракта бесклеточной КЖ (при УФ 254 нм), полученной 
методом ТСХ в системе n-бутанол : уксусная кислота :  
вода (4 : 1 : 1), зафиксировано 6 фракций. Методом биоавтографии выявлена активная фракция  
с Rf 0,34, характеризующаяся высоким антагонистическим действием (зона лизиса на газоне  

Окончание табл. 2

Рис. 1. Антагонистическое действие 
бесклеточной культуральной жидкости (1)  

и метанольного экстракта бесклеточной 
культуральной жидкости (2) штамма 

бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1125

Fig. 1. Antagonistic effect of cell-free culture 
fluid (1) and methanolic extract of cell-free 

culture fluid (2) of the bacterial strain  
B. amyloliquefaciens BIM B-1125

Рис. 2. Хроматограмма липопептидов, продуцируемых штаммом B. amyloliquefaciens БИМ В-1125  
(метанольный экстракт)

Fig. 2. The chromatogram of lipopeptides produced by the strain B. amyloliquefaciens BIM B-1125  
(methanolic extract)
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A. hydrоphyla 51 – 25 ± 0,2 мм). При обработке данного пятна на хроматографической пластинке 
нингидрином зафиксировано появление окраски, что свидетельствует о наличии амино кислот  
и пептидов в ее составе; обработка дистил ли рованной водой выявила наличие метаболитов  
с поверх ностно-активными свойствами. На амфифильность анти микробных метаболитов указы-
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Рис. 3. Масс-спектры содержащихся в метанольном экстракте культуральной жидкости штамма B. amyloliquefa-

ciens БИМ В-1125 итурина А (a),  итурина А4 (b) и гомологов итурина А6-А7 (c)
Fig. 3. The LC-MS spectrum contained in the methanolic extract of the culture liquid of the strain B. amyloliquefaciens 

BIM B-1125 of iturin A (a), iturin A4 (b) and iturin A6-A7 (c)

Т а б л и ц а 3. Концентрация липопептидов в метанольном экстракте культуральной жидкости штамма 
B. amyloliquefaciens БИМ В-1125

T a b l e 3. The concentration of lipopeptides in the methanolic extract of the culture liquid of the strain  
B. amyloliquefaciens BIM B-1125

Семейство 
липопетидов

Lipopeptide family

Масса/заряд
Weight/charge

Изоформа
Isoform

Время удержания, мин
Holding time, min

Концентрация, мкг/мл*
Concentration, µg/ml

Итурин
1043,2 Итурин А 10,382 36,83
1057,2 Итурин А4 11,010 23,67
1071,2 Итурин А6-А7 11,762; 11,896 9,69

Сурфактин
1008,3 Сурфактин А (С13) 19,900 11,23
1022,3 Сурфактин В (С14) 20,806; 21,001 5,55
1036,3 Сурфактин С (С15) 21,722 1,90

П р и м е ч а н и е: * – для изомеров указана суммарная концентрация.
N o t e: * – for isomers, the total concentration is indicated.
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вает также их низкая степень экстракции неполярными соединениями (бензол, хлороформ) [16]. 
Исходя из представленных выше дан ных, можно сделать предположение о наличии в актив ной 
фракции соединений класса липопептидов.

Для идентификации соединений класса липопептидов экстракт активной фракции и коммер-
ческие стандарты сурфактина и итурина (Sigma Aldrich) наносили на пластинки силикагель 60  
и проводили ТСХ при вос хо дящем потоке элюента в системе хлоро форм : метанол : вода (8 : 1 : 1). 
При визуализации хроматограммы в УФ свете (254 нм) были зафиксированы пятна с Rf 0,3 и 0,7 
для стандартов сурфактина и итурина соответственно и пятна с Rf 0,33 и 0,71 для исследуемой 
метанольной фракции, что свидетельствует о продукции штаммом B. amyloliquefaciens БИМ 
В-1125 липопептидов семейства сурфактина и итурина.

Масс-спектрометрический анализ метанольного экстрак та бесклеточной культуральной жид-
кости подтвердил наличие в нем липопептидов семейств итурина и сурфактина (время удер-
жания в промежутках 10–12 и 19–22 мин соответственно) (рис. 2). 

Согласно полученным данным, в исследуемом образце достоверно обнаружены липопепти- 
ды итурин А, итурин А4 (концентрация 36,83 и 23,67 мкг/мл), изомеры итурина А6-А7 (6,17  
и 3,52 мкг/мл), а также сурфактин А (11,23 мкг/мл), сурфактин С (1,9 мкг/мл) и изомеры 
сурфактина В (2,36 и 3,19 мкг/мл) (табл. 3). Детектированы протонированные молекулярные 
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Рис. 4. Масс-спектры содержащихся в метанольном экстракте культуральной жидкости штамма B. amyloliquefaciens 

БИМ В-1125 сурфактина А (С13) (a), гомологов сурфактина В (С14) (b) и сурфактина С (С15) (c)

Fig. 4. The LC-MS spectrum contained in the methanolic extract of the culture liquid of the strain B. amyloliquefaciens BIM 
B-1125 of surfactin A (C13) (a), surfactin B (C14) (b) and surfactin C (C15) (c)
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ионы [M + H]+ и аддукты [M + Na]+ липопептидов семейств итурина и сурфактина. Хро-
матограммы и масс-спектры обнаруженных соединений отображены на рис. 3, 4.

Заключение. Выделены и охарактеризованы антимикробные метаболиты штамма бактерий 
B. amyloliquefaciens БИМ В-1125. Показана экстрацеллюлярная локализация антимикробных 
метаболитов, а также их термостабильность в диапазоне температур 50–100 °С и устойчивость  
к низким значениям рН. Подтверждена липопептидная природа фракций, демонстрирующих ан-
тагонизм в отношении A. hydrophyla 51. С помощью жидкостной хроматографии-масс-спектро-
метрии экспериментально доказано наличие в метанольном экстракте бесклеточной КЖ, про-
являющем антимикробную активность, липопептидов семейств итурина и сурфактина (итурин А, 
итурин А4, изомеры итурина А6-А7, сурфактин А, сурфактин С, изомеры сурфактина В). 
Липопептидная природа антимикробных метаболитов обеспечивает высокую конкурен то спо-
собность биопрепарата Бакто-хелс в аквабиоценозах.
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