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АНОТАЦІЯ 

Мета роботи. Метою дослідження є узагальнення сучасних підходів до синтезу та очищення поліміксину 
B сульфату з урахуванням біотехнологічних, хроматографічних і мембранних методів, а також визначення 
оптимальних технологічних рішень для підвищення виходу, ізомерної чистоти та фармацевтичної стабільності 
препарату. Особливу увагу приділено аналізу процесів нерибосомального біосинтезу, параметрів ферментації та 
багатоетапній системі очищення поліміксину. 

Методологія. У роботі використано методи аналізу, синтезу та систематизації наукових джерел, що 
описують промислові процеси виробництва поліпептидних антибіотиків. Опрацьовано патентні та нормативні 
матеріали щодо біосинтезу, очищення й контролю якості поліміксину B. Проведено порівняння адсорбційних, 
іоннообмінних, гель-фільтраційних і високоефективних рідинно-хроматографічних технологій очищення, а 
також проаналізовано можливості інтеграції мембранних процесів (ультра- та нанофільтрації)для підвищення 
чистоти продукту та видалення ендотоксинів. 

Наукова новизна. Робота узагальнює сучасні підходи до генетичної оптимізації штамів Paenibacillus 
polymyxa, впливу fed-batch режимів ферментації та використання прекурсорів на підвищення активних ізомерів 
B1 і B2. Запропоновано каскадну схему очищення, що поєднує мембранні, сорбційні та RP-HPLC етапи, 
забезпечуючи досягнення фармакопейної чистоти.  

Висновки. Ефективне виробництво поліміксину B сульфату вимагає поєднання біотехнологічних і 
фізико-хімічних методів. Генетичне вдосконалення штамів P. polymyxa, оптимізація параметрів ферментації та 
застосування мембранних технологій сприяють підвищенню виходу й чистоти продукту. Подальші 
дослідження, спрямовані на зниження токсичності та вдосконалення процесів очищення, відкривають 
перспективи створення нових безпечних терапевтичних форм антибіотика. 

 
Ключові слова: поліміксин B сульфат, Paenibacillus polymyxa, біосинтез, очищення, іонообмінна 

хроматографія, ендотоксини 

 

ABSTRACT 

Purpose of the work. The purpose of the study is to summarize modern approaches to the synthesis and 
purification of polymyxin B sulfate, taking into account biotechnological, chromatographic, and membrane methods, as 
well as to determine the optimal technological solutions for increasing the yield, isomeric purity, and pharmaceutical 
stability of the drug. Particular attention is paid to the analysis of non-ribosomal biosynthesis processes, fermentation 
parameters, and a multi-stage polymyxin purification system. 

Methodology. The work uses methods of analysis, synthesis, and systematization of scientific sources describing 
industrial processes for the production of polypeptide antibiotics. Patent and regulatory materials on the biosynthesis, 
purification, and quality control of polymyxin B were studied. A comparison of adsorption, ion exchange, gel filtration, 
and high-efficiency liquid chromatography purification technologies was carried out, and the possibilities of integrating 
membrane processes (ultra- and nanofiltration) to improve product purity and remove endotoxins were analyzed. 

Scientific novelty. The work summarizes modern approaches to genetic optimization of Paenibacillus polymyxa 
strains, the influence of fed-batch fermentation modes, and the use of precursors to increase the active isomers B1 and 
B2. A cascade purification scheme is proposed, combining membrane, sorption, and RP-HPLC stages, ensuring the 
achievement of pharmacopoeial purity.  
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Conclusions. Effective production of polymyxin B sulfate requires a combination of biotechnological and 
physicochemical methods. Genetic improvement of P. polymyxa strains, optimization of fermentation parameters, and 
the use of membrane technologies contribute to increased product yield and purity. Further research aimed at reducing 
toxicity and improving purification processes opens up prospects for the creation of new safe therapeutic forms of the 
antibiotic. 

 
Key words: polymyxin B sulfate, Paenibacillus polymyxa, biosynthesis, purification, ion-exchange chromatography 

 

Вступ 

Антибіотикорезистентність визнана 
Всесвітньою організацією охорони здоров’я 
однією з головних загроз глобальній безпеці 
здоров’я (WHO, 2014). Поширення мульти-
резистентних грамнегативних патогенів, 
таких як Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 
baumannii, Klebsiella pneumoniae, знижує 
ефективність лікування інфекцій, особливо 
у відділеннях інтенсивної терапії 
(Alshammari et al., 2025; Tamma et al., 2019; 
Tacconelli et al., 2018). У цих умовах значно 
зростає інтерес до поліміксинів, зокрема 
поліміксину B, який знову повернувся у 
клінічну практику як «антибіотик останньої 
лінії» (Landman et al., 2008; Yu et al., 2015). 

Поліміксин B є циклічним катіонним 
ліпопептидом, що продукується ґрунтовими 
бактеріями Paenibacillus polymyxa шляхом не-
рибосомного синтезу пептидів. Механізм 
його дії полягає у зв’язуванні з ліпополі-
сахаридами зовнішньої мембрани грам-
негативних бактерій, що призводить до 
порушення мембранної цілісності та заги-
белі клітини. Попри високу активність, 
застосування препарату пов’язане з ризиком 
нефро- та нейротоксичності, що зумовлює 
необхідність особливо ретельного контролю 
чистоти продукту (Nation et al., 2015). 

Виробництво поліміксину B сульфату – це 
складний біотехнологічний процес, який 
включає стадії мікробіологічного синтезу та 
багатоступеневого очищення. Біосинтез 
здійснюється у ферментерах об’ємом від 
лабораторних 10–20 л до промислових 
понад 10 000 л з використанням живильних 
середовищ, оптимізованих за карбоновим і 
нітрогеновмісним складом. Параметри 
ферментації – pH, температура, аерація, 
швидкість перемішування – визначають не 
лише вихід цільового продукту, а й 
співвідношення різних компонентів суміші 
поліміксинів (Process for production and 
purification of polymyxin B sulfate, 2010). Для 
підвищення продуктивності застосовують 
стратегії прекурсорної підгодівлі аміно-
кислотами, зокрема L-діамінобутиратом і  
L-лейцином (Hui-Zhong et al., 2024). 

Після ферментації поліміксин B пере-
буває у бульйоні разом з білками, полісаха-
ридами, клітинним детритом та вторин-
ними метаболітами. Технологічна схема 
зазвичай включає комплексне очищення. 
Особливу увагу приділяють видаленню 
ендотоксинів, що визначає безпечність пре-
парату при парентеральному застосуванні. 

Таким чином, дослідження технологіч-
них аспектів синтезу та очищення поліміксину 
B сульфату має як теоретичне, так і при-
кладне значення. Воно сприяє оптимізації 
виробництва, підвищенню виходу та якості 
продукту, зменшенню впливу на довкілля та 
забезпеченню стабільного постачання кри-
тично важливого антибіотика. 

Матеріали та методи дослідження 

У роботі використано методи систем-
ного та порівняльного аналізу для узагаль-
нення сучасних технологічних підходів до 
біосинтезу та очищення поліміксину B 
сульфату, описаних у фаховій літературі та 
нормативно-технічних документах. 

Основними матеріалами дослідження 
стали наукові статті з рецензованих міжна-
родних журналів, що висвітлюють біотехно-
логічні аспекти синтезу поліміксину, які 
були знайдені з використанням пошукової 
системи Google Scholar; патентні описи 
технологічних процесів біосинтезу та 
хімічної модифкації поліпептидних анти-
біотиків; технічні регламенти та методичні 
рекомендації з очищення біотехнологічних 
продуктів та рекомендації з контролю якості 
лікарських засобів; огляди щодо метабо-
лічної інженерії Paenibacillus polymyxa та 
оптимізації живильних середовищ для 
підвищення виходу цільового продукту. 

Результати дослідження та обгово-
рення 

Поліміксин В має структуру, яка скла-
дається з 10 амінокислот з ліпідною хвосто-
вою ділянкою, яка надає амфіпатичні 
властивості. Результатом його синтезу є 
суміш структурних компонентів в якій 
найбільшу частку складають поліміксини В1 
і В2. На рис. 1. наведена структура полімік-
сину В1 (Vaara, 2019).  
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Рис. 1. Структура поліміксину B1. Жирний ацильний хвіст виділено (а),  
лінійна частина (б), а циклічна гептапептидна частина (с) 

 

Різниця поліміксинів B1 та B2 полягає в 
довжині жирнокислотного ланцюга (полі-
міксин B1 має на одну групу CH2 більше). 
Оскільки поліміксин B є сумішшю близьких 
ізомерів (B1, B2 та ін.), технологія отри-
мання передбачає не тільки високий вихід 

біосинтезу, але й багатоступінчасте, селек-
тивне очищення для досягнення фармако-
пейної якості (Ravindra Krishnarao et al., 
2025). Стадії одержання поліміксину В наве-
дені на рисунку 2. 

 

 

Рис. 2. Стадії синтезу поліміксину B 

 

На першій стадії відбувається під-
готовка поживного середовища. Поживне 
середовище синтезу поліміксину В містить 
джерела карбону (глюкоза, крохмаль), 
нітрогену (соєве борошно, амонійні солі), 
мінеральні компоненти (фосфати, сульфати 
Mg і Fe). Оптимальний баланс компонентів 

впливає на активність ферментації та рівень 
синтезу антибіотика (US20090197305A1, 2009; 
EP2027280A1, 2009). На другій стадії відбу-
вається біологічний синтез (ферментація). 
Біологічний синтез поліміксинів каталізують 
комплекси нерибосомальних пептидсинтетаз 
(NRPS). NRPS-механізм забезпечує модуль-
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ний відбір амінокислот, їх активацію та 
послідовний синтез пептидного ланцюга з 
подальшою циклізацією. На рисунку 3 
наведена загальна схема біосинтезу полі-
міксинів. Поліміксини синтезуються за 
допомогою нерибосомальних пептидсин-
тетаз у грампозитивних бактерій, зокрема 

Paenibacillus polymyxa. Подібно до інших 
нерибосомальних систем, утворення полі-
міксинів відбувається за участі багато-
модульних синтетаз, де кожен модуль 
містить набір ферментативних доменів, що 
послідовно діють на зростаючий пептидний 
ланцюг. 

 

 

Рис. 3. Біосинтез поліміксину, який полягає у створенні поліпептидного ланцюга  
з подальшою циклізацією 

 

Ці домени забезпечують приєднання 
амінокислотних залишків, подовження лан-
цюга, а також утворення пептидного зв’язку 
шляхом реакцій конденсації. На завершаль-
ному етапі до структури приєднується 
тіоестеразний домен, розташований на  
С-кінці останнього модуля, який каталізує 
циклізацію молекули та її вивільнення з 
ферментного комплексу. 

Фундаментальні принципи NRPS і 
структурно-функціональні зв’язки полімік-
синів описані в нещодавніх оглядах 
(Slingerland & Martin, 2024). Для синтезу 
промислово використовують штами P. Poly-
myxa або родинні продуценти; оптимізація 
штаму (відбір/селекція, генетичне інжи-
ніринг) підвищує частку бажаних ізомерів і 
загальний вихід. Генетична оптимізація 
поліміксинів базується на методі CRISPR-Cas9 
редагування геному який полягає у вада-
ленні окремих генів або великих ділянок, 
вставки. Особливо модифікація генної 
структури, що відповідає за синтез екзополі-
сахаридів. Інший метод оптимізації це 
мутації в генах поліміксинового кластеру 
(pmxC, pmxD, pmxE) у P. polymyxa PKB1, який 
полягає у редагуванні геному, що дозволило 
отримати нові варіанти поліміксину B. Це 
допомогло з’ясувати роль окремих генів у 

біосинтезі та створити потенційно менш 
токсичні або активніші форми антибіотика. 

Глибока аеробна ферментація відбу-
вається у реакторах зі стандартними умо-
вами контролю: температура 28–32 °C, pH 
близько 6.0–7.0 (регулюється буферними 
системами), інтенсивна аерація і перемі-
шування проводяться для підтримки 
концентрації розчиненого кисню на необхід-
ному рівні. Ферментація проводиться 
протягом 48–72 години; за лабораторними й 
пілотними данними виходи у діапазоні 
~1.8–3.0 г/л за оптимальних умов. Оптимі-
зація включає також контроль співвід-
ношення С:N, режимів підживлення (fed-
batch) та застосування предкурсорної 
збагачення амінокислотами або ліпідами 
для підвищення частки певних ізомерів. Для 
оптимізації процесу синтезу поліміксину В 
використовується режим ферментації fed-
batch сутність якого полягає у поступовому 
додаванні поживних речовин в процесі 
ферментації. Цей режим є одним із 
найефективніших режимів для виробництва 
поліміксину В у промислових умовах. Fed-
batch ферментація забезпечує вищий вихід 
поліміксину В та запобігає репресії синтезу 
антибіотика, однак потребує точного 
контролю подачі субстратів і є технологічно 



ISSN 2786-6955 (Online) Biota. Human. Technology. 2025. No 3 Electronic edition 
 

224 

складнішою у реалізації (Hui-Zhong et al., 
2024; Chen et al., 2024). 

Після завершення ферментації кри-
тичною є ефективна первинна сепарація 
клітин та кускових домішок (стадія 3). Вона 
включає відстоювання, центрифугування 
високої пропускної здатності або мікро-
фільтрація/ультрафільтрація в залежності 
від режиму виробництва. Оскільки полі-
міксин виявляється в культуральному 
бульйоні переважно у розчиненому стані й 
частково асоціює з колоїдним матеріалом, 
попередня фільтрація та/або нормалізація 
складу (рН, електролітів) підвищують ефек-
тивність наступних етапів очищення. 
Високопродуктивні лінії часто викорис-
товують поєднання мікрофільтрації для 
відділення клітин і реконцентрації через 
зворотний осмос/нанофільтрацію для зни-
ження об’єму. 

Концепція багатоступінчастого очи-
щення включає стадії 4-7 (рис. 2). Через 
амфіфільність молекули, близькість ізомерів і 
наявність пептидних домішок, очищення 
поліміксину B передбачає інтегровану 
каскадну схему, що умовно поділяється на: 
сорбційно-адсорбційні та іоннообмінні стадії 
(стадія 4); фракціонування за розміром 
(гелево-проникна хроматографія/Sephadex) 
(стадія 5); високороздільна хроматографія 
(обернена фаза, C18) для остаточного 
розділення й ізомерного очищення (стадія 
6); кристалізація у формі сульфату й 
ліофілізація (стадія 7). Кожна стадія має 
свою роль у видаленні різних класів домішок 
(білки, полісахариди, органічні кислоти, 
малі солі, ендотоксини) (Saraswat et al., 2013; 
Cytiva, 2020; Cytiva, 2021). 

На стадії 4 іонообмінні колонки 
(катионіти/аніоніти) застосовують для 
вилучення поліміксину на основі його 
іонних властивостей (катіонний характер 
при pH < pI – ізоелектричноїї точки). 
Адсорбція на макропористих полісти-
рольних смолах (XAD-тип) є універсальним 
кроком для попереднього видалення гідро-
фобних домішок і концентрації ліганду 
перед десорбцією етанолом або слабкими 
кислотами. Іонний характер поліміксину 
дозволяє ефективно елювати його при зміні 
pH або іонної сили; методи іонної хрома-
тографії детально описані у роботах 
(University of North Carolina at Chapel Hill, 
Sondek Laboratory, 2018). 

На стадії 5 Sephadex-гелі/гель-фільтра-
ційні техніки (GF) використовують для упо-
рядкування за розміром: видалення низько-
молекулярних солей, розділення середніх 
пептидів і відокремлення основної фракції 
поліміксину від високомолекулярних забруд-
нень. Це додатковий етап для розділення 
біомолекул, що добре поєднується з попе-
редньою адсорбцією (Cytiva, 2020; Cytiva, 
2021). 

Фінальна стадія розділення ізомерів та 
отримання фармакопейної чистоти (стадія 6) 
реалізується на колонках C18 із водно-
органічними градієнтами (ацетонітрил/ 
вода або метанол/вода) з додаванням 
трифторетанової або метанової кислоти для 
оптимізації піків. Цей крок надає можливість 
повністю розділити B1/B2 та інші споріднені 
компоненти; Цей метод також використо-
вується для аналітичної стандартизації та 
визначення біологічної активності фракцій 
(Cytiva, 2021). 

Для стабілізації та приведення про-
дукту у фармацевтичну форму проводять 
сульфатування (утворення поліміксину B 
сульфату) (стадія 7). Поліміксин переводять 
у сульфатну сіль (pH 5–7), після чого 
здійснюють кристалізацію та осадження. Це 
забезпечує стабільність та дозованість 
препарату (US20190256557A1, 2019; 
CN103130876B, 2014). 

Після відокремлення кристалів вико-
нують промивання холодними розчинни-
ками (етанол/вода) і висушування – 
зазвичай ліофілізацію або вакуумне сушіння 
при температурі ≤40 °C, щоб уникнути 
термічної деградації (стадія 8). Готовий 
сульфатний кристал характеризується висо-
кою водорозчинністю та зручністю дозу-
вання (US20190256557A1, 2019). 

Контроль кінцевої субстанції (стадія 9) 
включає кількісне визначення загальної 
біологічної активності, співвідношення 
ізомерів (B1/B2), вміст домішок (максимум 
допустимі значення, зазвичай ≤15–17 % 
сумарно), залишкові розчинники, мікро-
біологічні показники та рівні ендотоксинів. 
Методики аналітичного контролю – HPLC 
(RP), мас-спектрометрія (LC-MS), UV-спектро-
скопія (λ≈215–220 nm для пептидного 
скелета), біоактивність у тестах інгібування 
росту – відповідають фармакопейним стан-
дартам і вимогам регламенту ДФУ, 
гармонізована з Ph. Eur.(HPLC (RP) – розділ 
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2.2.29 – розділ «Рідинна хроматографія»; 
мас-спектрометрія (LC-MS) – 2.2.43 – розділ 
«мас-спектрометрія»; UV-спектроскопія – 
2.2.25 – розділ «Спектрофотометрія в УФ і 
видимій області»; біоактивність – 2.7.2 – 
розділ «Мікробіологічне визначення актив-
ності антибіотиків»). Видалення ендо-
токсинів – окреме завдання, що вирішується 
комбінацією хроматографічних методів і 
специфічних адсорбентів (Sandle, 2022; Aslan 
et al., 2022). 

Аналіз технології виробництва полі-
міксину дозволив виявити технічні виклики 
у виробництві та визначити шляхи опти-
мізації. Наявна технологія дозволяє одер-
жати продукт неоднорідного складу. Суміш 
ізомерів вимагає глибокого розділення з 
використанням каскадної схеми, що 
підвищує собівартість. Рішенням проблеми 
може стати селекція або молекулярний 
інжиніринг штамів для підвищення частки 
бажаного ізомеру; напівсинтетичні підходи 
для перетворення суміші в більш однорідні 
(Chen et al., 2024). Процес синтезу супро-
воджується втратами частини продукту на 
ділянках обладнанні і використаних 
сорбентах – поліміксин адсорбується на 
полімерних і металевих поверхнях. Змен-
шення втрат продукту можливо за рахунок 
використання матеріалів (тугоплавкі 
покриття, PTFE) і оптимізацією часу 
контакту. Суттєвою проблемою є видалення 
ендотоксинів, що є критичним для 
парентеральних продуктів. При цьому 
комбіновані підходи (іонообмін, афініті-
сорбенти, спеціалізовані колонки) показують 
найкращий результат. Ефективною може 
бути інтеграція мембранних процесів – 
застосування мікро/ультра/ нанофільтрації 
у ланцюжку дозволяє зменшити залучення 
хроматографії та відповідні втрати про-
дукту, а також підвищити пропускну здат-
ність одержаного продукту (CN103130876B, 
2014). 

Поліміксин B має високі бактерицидні 
властивості, але його застосування обме-
жене нефро- і нейротоксичністю; це 
спонукає до необхідного контролю дози, 
моніторингу токсичності та пошуку безпеч-
ніших аналогів. Після парентерального 
введення він швидко розподіляється у 
позаклітинній рідині, істотну роль відіграє 
ниркова екскреція; період напіввиведення в 
людини зазвичай 6–12 годин, але значно 

варіює за станом нирок. Детальні огляди та 
клінічні дослідження підтверджують фактори 
ризику нефротоксичності та шляхи її 
мінімізації (Özkarakaş et al., 2023; Chang et al., 
2022; Xia et al., 2023; Wu et al., 2022). 

Через токсичність оригінальних полі-
міксинів інтенсивно розробляють нові 
молекули: PMBN (деацильований нона-
пептид), синтетичні аналоги та «полі-
міксиноподібні» сполуки (SPR206, QPX9003 
та ін.), що демонструють зменшену нефро- і 
нейротоксичність при збереженні ад’ювант-
ної здатності або прямої активності. Ці нові 
сполуки також вимагають адаптованих 
методів очищення через відмінний профіль 
фізико-хімічних властивостей (Aslan et al., 
2022). 

Висновки 

Виробництво поліміксину B сульфату є 
складним, багатоступінчастим біотехно-
логічним процесом, що поєднує високо-
специфічну стадію мікробіологічного син-
тезу (ферментації) з ретельно спроєктованою 
схемою очищення. 

На етапі ферментації ключовим є 
забезпечення максимальної продуктивності 
та селективності синтезу, що досягається 
завдяки генетичному вдосконаленню 
штамів Paenibacillus polymyxa, оптимізації 
карбоно-нітрогенового балансу живильного 
середовища та використанню прекурсорної 
підживлення для зсуву ізомерного складу в 
бік терапевтично більш активних компо-
нентів. 

Головними технологічними викликами 
залишаються неоднорідність продукту 
внаслідок утворення суміші близьких 
ізомерів; наявність домішок білкової, вугле-
водної та ліпідної природи; значні втрати 
цільового продукту під час кожної стадії 
очищення; необхідність повного видалення 
ендотоксинів для забезпечення безпечності 
при парентеральному застосуванні. 

Ефективні шляхи подолання цих 
проблем включають селекцію та генетичну 
оптимізацію виробничих штамів для змен-
шення утворення небажаних ізомерів; засто-
сування мембранних технологій (ультра- та 
нанофільтрація) як попередніх або допо-
міжних стадій; впровадження нових селек-
тивних сорбентів з підвищеною ємністю та 
стабільністю; розробку оптимізованих 
хроматографічних режимів для зменшення 
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кількості циклів та підвищення виходу 
одержаного продукту. 

Перспективи розвитку галузі виходять 
за межі лише вдосконалення класичних 
технологій. Наразі активні дослідження 
спрямовані на створення менш токсичних 
аналогів поліміксину B (наприклад, за 
рахунок модифікації бічних ланцюгів або 

заміни амінокислот), що потенційно дозво-
лить знизити нефротоксичність і нейро-
токсичність препарату. Такі зміни можуть 
істотно вплинути на вимоги до техно-
логічних процесів, зокрема спростити окремі 
стадії очищення, зменшити кількість ізомер-
них фракцій та поліпшити показники 
безпечності кінцевого лікарського засобу. 
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