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Работни пакети

РП/месец 01-03 04-06 07-09 09-12 13-15 16-18 19-21 22-24 25-27 27-30 31-33 34-36 

РП 1             

РП2             

РП 3             

РП 4             

РП 5             

РП 6             

РП 7             

 

Работни пакети за I етап:

• РП1 – Изолиране на нови продуценти на 2,3-БД

• РП2 – Идентификация на непатогенни продуценти

• РП3 – Подбор и анализ на химичния състав на отпадни продукти

• РП4 – Анализ на ензимни активности на новоизолираните 
непатогенни щамове
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Цел и задачи при реализацията на РП1 – РП4

Задачи:

✓ Изолиране на продуценти на 2,3-БД (РП1)
✓ Идентификация и подбор на непатогенните продуценти (РП2)
✓ Изследване на ензимната активност и субстратния спектър на 
непатогенните продуценти (РП3 и РП4)
✓ Изследване на продуктивните възможности на селектираните щамове 
(РП4)
✓ Избор на продуцент

ЦЕЛ:

Изолиране на продуцент на 2,3-БД, притежаващ следните характеристики:
✓ Непатогенен
✓ С подходящ субстратен спектър
✓ Свръхпродуцент на 2,3-БД
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❖ РП1 – Изолиране на нови продуценти на 2,3-БД

• Общ брой изследвани щамове – 140 (119 новоизолирани + 21 колекционни)

✓ Изолирани продуценти на 2,3-БД – 77 щама (69 новоизолирани + 8 
колекционни)

Изолиране на чисти 
култури от единична 

колония

Култивиране в течна среда
с 20 г/л глюкоза  и тест 

Voges-Proskauer

Количествена оценка на 
синтезирания 2,3-БД чрез 

HPLC

✓ Червеното оцветяване 
е индикация за синтез 
на  ацетоин и 2,3-БД



5

❖ РП2 – Идентификация на новоизолираните продуценти

• Общ брой изследвани щамове – 77 (69 новоизолирани + 8 колекционни)

✓ Идентифицирани като непатогенни продуценти на 2,3-БД – 65 щама (57 
новоизолирани + 8 колекционни)

Морфологични критерии

Физиологични критерии
(Мезофилни аероби)

Генетични критерии
(секвенция на 16S rDNA)

Биохимични критерии
(API тест)

Непатогенни:

•Bacillus subtilis – 33 щама

•Bacillus licheniformis – 9

•Bacillus thuringiensis – 8

•Bacillus pumilus – 3

•Bacillus cereus - 3

•Bacillus toyonensis – 2

•Bacillus velezensis - 2

•Bacillus stratosphericus – 1

•Bacillus safensis – 1

•Bacillus tequilensis – 1

•Bacillus sonorensis – 1

•Paenibacillus polymixa – 1 

✓ Идентифицирани като патогенни продуценти на 2,3-БД – 12 щама
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❖ РП4 – Изследване на новоизолираните продуценти за 
целулазна активност

• Общ брой изследвани щамове – 65 (57 новоизолирани + 8 колекционни)

✓ Идентифицирани като целулозоразграждащи продуценти на 2,3-БД – 19
щама (15 новоизолирани + 4 колекционни)

Изследване на 
целулазна активност 
чрез обезцветяване 

на среда с 0.01 % 
карбоксиметил 

целулоза и Конго-
червено

 Bacillus subtilis 13-1

 Bacillus sp 14-2

 Bacillus subtilis 16A

 Bacillus subtilis 32

 Bacillus subtilis 35

 Bacillus safensis 14-A

 Bacillus licheniformis 49-2

 Bacillus licheniformis 55-1

 Bacillus licheniformis 15-2

 Bacillus toyonensis 11RA

 Bacillus cereus 2RA

 Bacillus velezensis 5RB

 Bacillus thuringiensis 1RA

 Bacillus toyonensis 1RB

 Bacillus licheniformis 13

 Bacillus licheniformis 16-1

 Bacillus licheniformis 39

 Bacillus licheniformis 24

 Bacillus licheniformis 14-1

• B. 

velezensis

5RB
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❖ РП4 – Изследване на новоизолираните продуценти за 
активност при разграждане на полизахариди
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5RB 11RA 14A 13 24 14-1 16-1 39 49-2 55-1 1RA 1RB

Арабиноксилан + + ++ - - - - - - + + +

Галактоманан +++ + +++ +++ + + + + + - - +

Курдлан + ++ + - - - - - - - - -

Разклонен арабинан +/- ++ - + + + + + + - - +

Декстран + + - - - - - - - - - -

Ксилоглюкан - + - ++ + + + + + - - +

Амилоза ++ + - + +++ + + + + + + +

HE-целулоза +++ +++ + + + + + + + - + +

Картофен галактан + - + - + + + + + + + +

Бета-глюкан ++ + ++ + + + + + + - + +

Хитозан - + + - - - - - - - - -

Колаген + + + + + + + + + +

Ксилан ++ + - - - - - - - + + +

5RB 11RA 14A 13 24 14-1 16-1 39 49-2 55-1 1RA 1RB

Арабиноксилан + + ++ - - - - - - + + +

Галактоманан +++ + +++ +++ + + + + + - - +

Курдлан + ++ + - - - - - - - - -

Разклонен арабинан +/- ++ - + + + + + + - - +

Декстран + + - - - - - - - - - -

Ксилоглюкан - + - ++ + + + + + - - +

Амилоза ++ + - + +++ + + + + + + +

HE-целулоза +++ +++ + + + + + + + - + +

Картофен галактан + - + - + + + + + + + +

Бета-глюкан ++ + ++ + + + + + + - + +

Хитозан - + + - - - - - - - - -

Колаген + + + + + + + + + +

Ксилан ++ + - - - - - - - + + +

❖ РП4 – Изследване на новоизолираните продуценти за 
активност при разграждане на полизахариди

✓ Като най-перспективни са определени щамовете 5RB, 11RA, 13, 24 и 14A.
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Щам (D+) 

Целобиоза 
(D+) 
Рафиноза 

(D+) 
Ксилоза 

(L+) 
Арабиноза 

(D+) 
Галактоза 

(D+) 
Малтоза 

(D+) 
Маноза 

 
Глицерол 

 
ФОЗ 

B. velezensis 5RB ++ + + + - + + + ++ 
B. toyonensis 11RA ++ + + + + + + + ++ 
B. licheniformis 13 + - - + - + + + + 
B. licheniformis 14-1 + - - + - + + + - 
B. safensis 14A + + + + + + + + ++ 
B. licheniformis 16-1 + - - + - + + + - 
B. licheniformis 24 + - - + - + + + + 
B. licheniformis 39 + - - + - + + + + 
B. licheniformis 49-2 + + + + + + + + + 
B. licheniformis 55-1 + + + + - + + + - 
B. thuringiensis 1RA + + + ++ + + + + ++ 
B. toyonensis 1RB + + + + + + + + ++ 
B. subtilis 32 + + - +/- - + + + - 
B. subtilis 35 + + - +/- - + + + - 

❖ РП4 – Изследване на новоизолираните продуценти за 
активност при разграждане на захари от състава на 

лигноцелулозата и други отпадни субстрати

✓ Като най-перспективни са определени щамовете 5RB, 11RA, 14A, 1RA и 1RB.
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❖ РП4 – Установяване на количествените възможности на  
новоизолираните щамове да продуцират 2,3-БД

• Общ брой изследвани щамове – 65 (57 новоизолирани + 8 колекционни)

✓ Изследването е проведено на пет различни хранителни среди с въглероден 
източник глюкоза.

✓ Продуцентите са селектирани на базата на получените количества 2,3-БД при 
нарастваща концентрация на субстрата. 

✓ Идентифицирани като свръхпродуценти на 2,3-БД от глюкоза – 5 щама (14A, 
13, 24, 5RB, 32 и 35)

Щам Усвоена 
глюкоза 

Скорост на 
усвояване 

Концентрация 
2,3-БД 

Продуктивност 
2,3-БД 

Добив 

 (g/L) (g/Lh) (g/L) (g/Lh) (g/g) 

B. safensis 14A 100.0 0.82 38.05 0.31 0.38 
B. licheniformis 24 100.0 1.18 34.70 0.48 0.35 
B. licheniformis 13 100.0 1.23 34.37 0.48 0.34 
B. velezensis 5RB 100.0 0.82 27.01 0.23 0.27 
B. subtilis 18 88.9 0.64 20.51 0.17 0.23 
B. subtilis 35 100.0 1.33 18.22 0.24 0.18 
B. subtilis 32 100.0 1.38 17.94 0.24 0.18 
B. subtilis 47 100.0 1.21 16.84 0.22 0.17 
B. toyonensis 11RA 63.1 0.65 15.29 0.31 0.24 

 • Получаване на 2,3-БД от новоизолирани непатогенни щамове, култивирани на среда № 3
(Okonkwo et al. 2017) с начална концентрация на глюкоза 100 г/л. Култивиране на клатачка при
температура 37 °С и разбъркване 200 rpm.
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❖ РП1-PM4: Избор на щам

Селектирани щамове за получаване на 2,3-БД от отпадни продукти:
• Bacillus velezensis 5RB (добър продуцент, целулазна, амилазна, инулиназна активност)

• Bacillus licheniformis 13 (свръхпродуцент, амилазна активност)

• Bacillus licheniformis 24 (свръхпродуцент, изключителна амилазна активност)

• Bacillus safensis 14A (свръхпродуцент)

• Bacillus toyonensis 11RA (целулазна, амилазна, инулиназна активност)

B.v. 5RB

B.t. 11RA

B.l. 13

B.l. 24B.s. 14-A
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De novo геномно секвениране  на
Bacillus Valezensis 5RB
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• Геномът на B. velezensis 5RB е депозиран в базите данни DDBJ, ENA и GenBank NCBI под номер QXJL00000000

• Съдържа гените alsS, alsD и bdhA, кодиращи ацетолактат-синтаза, ацетолактат-декарбоксилаза и бутандиол-дехидрогеназа,
осигуряващи синтез предимно на (2R, 3R) изомера на 2,3-БД

• 225 гена са отговорни за конверсията и транспорта на въглехидрати, сред тях са гените, кодиращи гликозид-хидролази
amyE, malL, sacA, xynA, xynB, xynD, xynC, и eglS

• Генетичната база на B. velezensis 5RB разкрива възможностите на щама да конвертира целулоза, лигноцелулоза, нишесте и
инулин в 2,3-БД

• В генома присъстват седем пълни клъстера за синтез на антибиотици (макролактин, бацилаен, дефицидин, фенгицин,
бацилбактин, бацилисин и сърфактин), което е предпоставка за разработване на биотехнологичен процес за синтез на 2,3-
БД в нестерилни условия
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