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2019 год войдет в летопись Беларуси как Год малой родины, 
которая для каждого ассоциируется с родными пейзажами, те-
плотой семейного очага, беззаботным детством, неповторимой 
школьной порой, давшей путевку в самостоятельную жизнь. Нет 
ничего дороже той земли, на которой человек родился, потому 
принимаемые государством меры по развитию регионов поддер
живаются всеми белорусами, причем каждый стремится внести 
свой вклад в сохранение и приумножение природных богатств, 
охрану окружающей среды, чтобы наши потомки могли гор
диться ухоженными лесами и парками, живописными лугами, 
чистыми прозрачными водоемами, колосящимися нивами.

Стержнем экологизации экономики выступает микробио- 
логическая наука, которая на основе всестороннего изучения 
физиолого-биохимических и генетических особенностей микро
организмов различных таксономических групп создает высоко
эффективные экологически безопасные биотехнологии для сель
ского хозяйства, здравоохранения, промышленности, охраны 
окружающей среды. 

Институт микробиологии НАН Беларуси является ведущим 
научным центром Республики Беларусь в области микробио
логии и биотехнологии, успешно совмещая проведение фунда-
ментальных и прикладных научных исследований с внедрением 
в производство инновационных технологий и продуктов. В нас
тоящее время Институт располагает целым рядом научно-тех
нических разработок, в том числе сельскохозяйственного назна
чения, представляющих интерес для различных регионов нашей 
республики.

Микробные удобрения. «Биолинум» на основе азотфик
сирующих и фосфатмобилизующих бактерий для предпосевной 
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обработки семян льна-долгунца повышает урожайность и устой
чивость культуры к болезням; «Гордебак» – для предпосевной 
обработки семян и вегетирующих растений пивоваренного ячме
ня, применение которого эквивалентно дополнительному внесе
нию 15–20 % минерального азота и 20 % фосфора; «Ризофос» – 
для предпосевной обработки семян галеги восточной, люцерны, 
клевера – обеспечивает прибавку урожая зеленой массы и семян 
на 20–30 %; «Сояриз» на основе клубеньковых бактерий – для 
предпосевной обработки семян сои интенсифицирует процесс 
биологической фиксации азота и повышает урожайность культу
ры на 10–15 % без внесения азотных удобрений. Отечественные 
биоудобрения по ростостимулирующей активности не уступают 
зарубежным аналогам – препаратам «Ризоторфин», «Агрофил», 
«Мизорин», «Ризоаргин», «Азоризин», «Флавобактерин», 
«Экстрасол» (Россия), «Ризобофит», «Диазофит», «Ризоагрин», 
«Алкалигин», «Ризоэнтерин», «Фосфоэнтерин» (Украина) –  
и предпочтительны для использования в нашей стране, поскольку 
базируются на местных штаммах ризобактерий, адаптирован-
ных к почвенным и климатическим условиям Беларуси. Их кон-
курентоспособность также обеспечивается более низкой стои
мостью по сравнению с импортными биоудобрениями (1,7– 
3,0 и 2,4–16,0 долл. США/га соответственно). 

Биопестициды. «Фрутин» – для контроля возбудителей бо
лезней ягодных и плодовых культур; «Бетапротектин» – для 
борьбы с кагатной гнилью сахарной свеклы, корневыми гнилями 
томата и огурца; «Экогрин» – для защиты овощных и зеленных 
культур от болезней в условиях малообъемной гидропоники; 
«Фитопротектин», «Бацитурин», «Бактосол», «Ксантрел» – для 
защиты картофеля и овощных культур от вредителей и болезней; 
«Мультифаг» – для борьбы с бактериозами овощных культур.  
В основе разработанных средств биологической защиты расте
ний используются штаммы микроорганизмов, характеризующи-
еся комплексом полезных свойств: высокой антагонистической 
активностью к возбудителям болезней растений, высокой ско
ростью роста, генетической стабильностью, конкурентоспособ
ностью в агробиоценозах, низкой чувствительностью к биоце-
нотическим факторам, безвредностью для окружающей среды. 
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Особой востребованностью у аграриев пользуются микроб­
ные препараты комплексного действия: «Полибакт», предназна
ченный для восстановления микробоценозов деградированных 
почв и повышения урожайности сельскохозяйственных культур, 
и «Агроревитол», способствующий быстрому разложению гер
бицидов ряда сульфонилмочевины и уменьшающий содержание 
их остаточного количества в почве до экологически безопасного 
уровня. Кроме того, обладая выраженной антагонистической 
активностью к фитопатогенным грибам, «Агроревитол» конт
ролирует их развитие в агробиоценозах.

Пробиотические препараты и кормовые добавки для жи
вотноводства: «Билавет» и «Лактимет» на основе молочнокислых  
и бифидобактерий подавляют развитие патогенных микроорга
низмов, способствуют снижению заболеваемости молодняка жи
вотных на 40–45 %, их лечебно-профилактическая эффективность 
обеспечивается уникальными свойствами бактерий и достигает 
80–90 %; «Бацинил» на основе спорообразующих бактерий рода 
Bacillus – для коррекции микробоценоза желудочно-кишечного 
тракта и стимуляции иммунной системы сельскохозяйственных 
животных, лечебно-профилактическая эффективность препара
та составляет 93–96 %; «Ветоспорин» в форме геля предназначен 
для профилактики и лечения гнойно-некротических поражений 
кожных покровов животных, обладает широким спектром дей
ствия против условно-патогенных и патогенных микроорганиз
мов, способствует ускоренному заживлению ран; «Эмилин» – 
для профилактики и лечения карповых видов рыб от болезней, 
вызываемых бактериями родов Aeromonas и Pseudomonas; про
биотик «Споробакт» – для кормопроизводства; комплексный 
препарат «Проксиферон» иммуномодулирующего, антибакте
риального и антивирусного действия, основу которого состав
ляют бактерии Bacillus subtilis БИМ B-454 Д с высокой антаго
нистической и ферментативной активностями, Pantoea agglomerans 
1 Ecrtz, образующие пигменты каротиноидного ряда и белка 
куриного альфа-интерферона, синтезированного Escherichia coli 
BL 21; кормовая добавка ДКМ на основе молочнокислых бакте
рий; биопрепарат «Энатин» для санации помещений животно
водческих комплексов снижает численность условно-патогенной 
и патогенной микробиоты на 78–100  %. 
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К важным биотехнологическим разработкам медицинского 
назначения относится технология получения ферментного пре
парата «Глюкозооксидаза», который используется для производ
ства импортозамещающих датчиков «Глюкосен», предназна
ченных для определения содержания глюкозы в крови больных 
сахарным диабетом. Проведены работы по созданию генно-
инженерных штаммов – суперпродуцентов фармакологически 
важных ферментов нуклеинового обмена, с использованием ко
торых совместно с Институтом биорганической химии НАН 
Беларуси разработаны и внедрены в производство технологии 
получения противоопухолевых препаратов «Лейкладин» и «Флу
дарабел». Замена традиционных биокатализаторов на рекомби-
нантные позволила удешевить себестоимость синтезируемых 
фармсубстанций. 

Значительный интерес в последние годы вызывает исследо
вание симбиотической микробиоты человека и ее роли в поддер
жании здоровья организма хозяина. В настоящее время экспери
ментально продемонстрировано, что развитие ряда заболеваний 
человека сопровождается существенными изменениями в соста
ве его кишечного микробиома. Так, доказано участие микробио
ты в развитии воспалительных заболеваний кишечника, сахар
ного диабета 2-го типа, ожирения, атеросклероза, аллергических 
реакций и целого ряда других патологий. Проводимая в Инсти
туте оценка состояния микробиоты у пациентов с онкогемато
логическими заболеваниями при трансплантации гемопоэтиче
ских стволовых клеток ставит целью выявление таксонов микро
организмов, коррелирующих с развитием реакции «трансплантат 
против хозяина», и подбор персонифицированных методов ве
дения пациента для предотвращения осложнений в посттранс
плантационный период.

В области природоохранных биотехнологий разработки уче
ных Института направлены на комплексную очистку вентвыб
росов и промышленных стоков от токсичных загрязнений (тех
нологии внедрены на 23 предприятиях Беларуси, России, Украи
ны), биоремедиацию почв и воды, загрязненных нефтью, жировыми 
отходами. Так, микробные препараты «Экобел» и «Родобел» для 
очистки почвы и воды от нефти и продуктов ее переработки по 
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деструктивной активности не уступают лучшему российскому 
аналогу «Деворойлу» (степень деградации алифатических и аро
матических компонентов нефти – 95 %), а по стоимости – в 5 раз 
дешевле. Их применение обеспечивает ликвидацию нефтяных 
загрязнений с уровнем 10 кг/м2 в срок до 5 мес. 

Созданный научный задел – коллекция бактерий – деструк
торов нефти, нефтепродуктов и других стойких токсикантов, 
опыт разработки технологий очистки почвы и сточных вод от 
промышленных загрязнений – служит основой внедрения высо
коэффективной системы природоохранных мероприятий как  
в различных регионах республики, так и за рубежом.

Организация в Институте современного опытно-промыш
ленного биотехнологического производства обеспечила не толь
ко разработку оригинальных биотехнологий, но и организацию 
выпуска широкого спектра биопрепаратов различного назначе
ния. Перечень продукции, выпускаемой по разработкам Инсти
тута, в настоящее время включает свыше 50 наименований. 
Всего за период 2012–2019 гг. непосредственно на базе Института 
и при его научном сопровождении произведено и реализовано 
пробиотиков, кормовых добавок, биопестицидов, биоудобрений, 
ферментов и других биопрепаратов на общую сумму свыше  
5,2 млн долл. США.

Практическое использование разработанных биотехнологий 
и препаратов позволяет решить широкий спектр задач по эколо
гизации экономики отдельных регионов и республики в целом. 
В частности, предложенные микробиологические способы вос
становления агробиоценозов, биоремедиации почвы, повышения 
ее плодородия способствуют получению полноценного высоко
качественного урожая, обеспечивая тем самым здоровье не толь
ко сельскохозяйственных угодий, но и всей нации. 
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ЭНДОФИТНЫЕ БАКТЕРИИ СОИ (GLYCINE MAX): 
ВЫДЕЛЕНИЕ, ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ 

СВОЙСТВА И ИДЕНТИФИКАЦИЯ 

З. М. АЛЕЩЕНКОВА, И. Н. АНАНЬЕВА, Л. Е. КАРТЫЖОВА,  
И. В. ШАВЕЙКО, Н. Г. КЛИШЕВИЧ 

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
aleschenkova@mbio.bas-net.by

Изучен количественный и качественный состав эндофитного микробоце-
ноза растений сои, показано, что в листьях сосредоточено 82  % эндофитных 
микроорганизмов, в стебле – 1  %, в корне – 17  % . Из внутренних тканей сои 
выделены, отобраны и идентифицированы на основании морфологических, 
физиолого-биохимических и молекулярно-генетических свойств 2 наиболее 
эффективных штамма бактерий: Pseudomonas fluorescence 11E, характеризу-
ющийся фосфатсолюбилизирующей, ростостимулирующей, колонизирую-
щей способностью и антагонистической активностью в отношении возбуди-
телей бактериозов бобовых культур, а также Rhizobium radiobacter 27С, обла-
дающий азотфиксирующей, фосфатмобилизующей и ростостимулирующей 
активностью. Использование бинарной инокуляции (Rh. radiobacter 27С + Ps. 
fluorescens 11Е) на фоне применения клубеньковых бактерий (Br. japonicum 
БИМ В-501 Д) способствует увеличению азотфиксирующей активности на 
32,2  % по сравнению с контролем (Br. japonicum БИМ В-501 Д). 

Введение. Количественный и качественный состав сообще-
ства эндофитных микроорганизмов зависит от растения-хозя- 
ина, источника выделения, питательной среды и применяемого 
способа стерилизации поверхности, который варьирует в зави-
симости от вида растения, его органов и тканей [1].

С целью идентификации эндофитов применяют как класси
ческие методы, основанные на изучении морфологических ха
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рактеристик и физиолого-биохимических особенностей, но не 
позволяющие выявить некультивируемые формы, так и моле
кулярно-генетический, базирующийся на анализе генов, коди
рующих эволюционно консервативные рРНК [2, 3].

Известны различные механизмы позитивного влияния эндо-
фитов на жизнедеятельность растения-хозяина: способность  
к фиксации атмосферного азота, синтезу сидерофоров, фитогор-
монов, ферментов, антибиотиков, солюбилизации соединений 
фосфора и стимуляции развития корневой системы [4–6]. Важ-
ным аспектом стимуляции роста растений эндофитными бакте-
риями является фиксация атмосферного азота. Эндофитные 
диазотрофы имеют преимущество по сравнению с азотфиксиру-
ющими ризобактериями, ассоциированными с корнями, по-
скольку они колонизируют ткани, а не поверхностные участки 
растений и, следовательно, обладают превосходством в исполь-
зовании углеводов, синтезируемых растениями. Кроме того, они 
находятся в корнях или плотных тканях растений, где создается 
низкая концентрация кислорода, к которому чувствительна ни-
трогеназа [5].

Агрономически ценным свойством эндофитов является фос
фатмобилизующая активность, так как в почве фосфор при- 
сутствует в составе слаборастворимых солей. В связи с этим 
активно изучаются эндофитные микроорганизмы-фосфатсолю-
билизаторы, увеличивающие доступность данного элемента 
для растений [6]. 

Эндофитные микроорганизмы являются перспективными 
объектами для создания микробных препаратов, используемых 
для инокуляции семян и микроклональных растений, снижая 
негативное влияние биотических и абиотических факторов на 
растение за счет активной колонизации внутренних тканей и по-
следующего позитивного биохимического и физиологического 
воздействия на растение [7, 8].

Цель исследования – выделение, отбор и идентификация 
агрономически ценных эндофитных бактерий сои, перспектив-
ных для дальнейшего их использования в качестве основы ино-
кулянтов.
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Объекты и методы исследования.
Объекты исследования: 
соя (Glycine max) сорта «Ясельда»;
изоляты фосфатсолюбилизирующих бактерий сои;
изоляты олигонитрофильных эндофитных бактерий сои;
штаммы наиболее активных эндофитных бактерий сои: 

Pseudomonas fluorescence 11E, отобранный по показателям фос-
фатсолюбилизующей, ростостимулирующей и антагонистиче-
ской активности, и Rhizobium radiobacter 27с – штамм азотфик-
сирующих эндофитных бактерий, обладающий фосфатсолюби-
лизирующей и ростостимулирующей активностью. 

Стерилизацию поверхности растительных образцов осу-
ществляли 50%-ным раствором поверхностно-активных ве-
ществ (ПАВ) в течение 3 мин с последующим четырехкратным 
промыванием проточной водой; обработкой 96%-ным этанолом 
в течение 2 мин; выдерживанием в 50%-ном растворе перекиси 
водорода в течение 20 мин с последующим четырехкратным 
промыванием стерильной водой.

Численность микроорганизмов в разных частях растений сои 
изучали методом разведения и поверхностного посева суспензии 
на соответствующие агаризованные питательные среды [9]. 

Способность трансформировать малоподвижные фосфаты 
устанавливали чашечным методом по образованию зон «гало» 
вокруг колоний на агаризованной глюкозо-аспарагиновой сре-
де Муромцева [10], в которую методом осаждения вносили 
фосфаты кальция. Количество индолил-3-уксусной кислоты  
в культуральной жидкости определяли колориметрическим 
методом [11]. Антагонистические свойства эндофитных бакте-
рий по отношению к фитопатогенным микроорганизмам изу-
чали методом штриха на агаризованной картофельно-глюкоз-
ной среде [12].

Выделенные олигонитрофильные изоляты были проверены 
на способность к азотфиксации. В качестве маркера азотфикса-
ции был использован nifH-ген, поскольку на настоящий момент 
сформирована представительная база данных, содержащих по-
следовательность nifH-генов бактерий из различных мест обита-
ний. В опыте по изучению наличия nifH-гена у выделенных изо-
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лятов бактерий суммарную ДНК выделяли CTAB-методом [13]. 
Для амплификации фрагмента nifH-гена были использованы 
праймеры nifH-1F и nifH-1R [14]. Состав реакционной смеси для 
ПЦР: 1х буфер для Taq-полимеразы («Праймтех», Беларусь),  
0,2 ммоль каждого из нуклеозидтрифосфата (дНТФ) («Прайм-
тех», Беларусь), 2 ммоль MgCl2, 0,4 пмоль каждого праймера 
(«Праймтех», Беларусь) и 0,5 ед. Taq-полимеразы («Праймтех», 
Беларусь). Разделение ДНК на фрагменты проводили при помо-
щи электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле, содержащем бро-
мистый этидий (1 мкг/мл).

Идентификацию эндофитных бактерий осуществляли по 
определителю Берджи [15] на основании физиолого-биохимиче-
ских свойств, исследованных с помощью автоматизированной 
системы VITEK-2 («BioMérieux», Франция) и результатов анали-
за нуклеотидных последовательностей фрагментов генов 16S 
рРНК.

Для изучения выживаемости эндофитных бактерий и оцен-
ки эффективности инокуляции семян сои исследуемыми штам-
мами был заложен лабораторный опыт в условиях светокульту-
ры по следующим схемам:

1. Семена сои + вода (контроль 1).
2. Семена сои + Bradyrhizobium japonicum БИМ В-501 Д (кон-

троль 2).
3. Семена сои + Br. japonicum БИМ В-501 Д + азотфиксирую-

щий штамм Rh. radiobacter 27С.
4. Семена сои + Br. japonicum БИМ В-501 Д + фосфатмобили-

зующий штамм Ps. fluorescens 11Е.
5. Семена сои + Br. japonicum БИМ В-501 Д + Rh. radiobacter 

27С + Ps. fluorescens 11Е.
Предварительно семена сои, использованные в опыте, стери-

лизовали 3%-ной перекисью водорода по общепринятой методи-
ке. Поверхностно стерильные семена выдерживали при 30 °С в 
течение 2–4 сут, до появления корешков величиной около 5 мм. 
Проросшие семена в стерильных условиях высаживались по од-
ному в вегетационные сосуды объемом 60 мл со средой Jensen 
[16]. Через сутки проростки инокулировали 0,5 мл суспензии 
исследуемых микроорганизмов (Br. japonicum БИМ В-501 Д,  
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Rh. radiobacter 27С и Ps. fluorescens 11Е с титром клеток 4,0 × 109, 
4,3 × 109 и 3,5 × 109 КОЕ/мл соответственно). Продолжительность 
эксперимента – 30 сут. Ежедневно проводилось наблюдение за 
развитием сои и формированием клубеньков. Активность азот-
фиксации определяли ацетиленовым методом [17] на газовом 
хроматографе «Хром-4», модернизированном аппаратно-про-
граммным комплексом «UniСhrom 4.x-5». 

Математическая обработка данных – общепринятая для био-
логических исследований [18], их анализ выполнен в програм-
мах STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc. 2001) и MS Excel [18].

Результаты и обсуждение. Установлено, что общее микроб-
ное число культивируемых эндофитных бактерий в семенах сои 
составляет 5,8 × 105 КОЕ/1 г а. с. в., среди которых имеют числен-
ное превосходство олигонитрофильные и аммонифицирующие 
микроорганизмы. 

Микробиологический анализ листьев, стеблей и корней сои 
показал, что общее микробное число эндофитной микробиоты 
составляет 3,06 × 1012 КОЕ/1 г а. с. в., при этом в листьях сосредо-
точено 82 %, в стебле – 1 %, в корне –17 % эндофитных микро-
организмов (рис. 1).

В корнях растений сои количество эндофитных микроорга-
низмов на порядок ниже, чем в листьях. Однако распределение 
микроорганизмов основных эколого-трофических групп в мик
робоценозе корней сои соответствует тому же принципу, что  
и в листьях. Установлено, что в стеблях растений сои числен-
ность споровых аммонифицирующих микроорганизмов увели-
чивается в 47 раз по сравнению с таковой в листьях сои и в 3 ра- 

Рис. 1. Распределение эндофитной микробиоты по частям растений сои, % 
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за – в ее корнях; численность олигонитрофильных и азотфикси-
рующих микроорганизмов по сравнению с листьями и корнями 
снижается на 5 и 2 порядка соответственно. Отмечено, что эндо-
фитное микробное сообщество растений сои в процессе ее роста 
и развития в фазу бутонизации – цветения – представлено всеми 
изучаемыми агрономически ценными группами микроорганиз-
мов и в большей степени сосредоточено в листьях. 

Из листьев, корней и стеблей сои среди выделенных культур 
эндофитных бактерий, активно растущих на селективныой сре-
де Эшби, отобраны 27 олигонитрофильных изолятов и 11 изоля-
тов, образующих максимальные зоны «гало» на глюкозо-аспа-
рагиновой среде Муромцева. У отобранных изолятов была изу-
чена фосфатсолюбилизирующая (ФСБ) и азотфиксирующая (АФА) 
способность. Установлено, что максимальной ФСБ способностью, 
определяемой по диаметру зон «гало», обладал изолят 11Е, у ко-
торого диаметр достигал 20 мм.

Для установления детерминант, определяющих АФА у ото-
бранных бактериальных изолятов, определяли наличие гена 
nifH в их геноме. Амплификация участка гена с использованием 
праймеров nifH-1F и nifH-1R показала, что специфический ПЦР-
продукт размером ~ 430 п. о. есть как у положительного контроля 
(Rahnella aquatilis БИМ В-704 Д), так и у всех 27 изолятов С1 – 
С27 эндофитных бактерий сои (рис. 2).

Исходя из полученных данных, можно утверждать, что изо-
ляты C1 – C27 содержат nifH-ген и являются азотфиксаторами. 
Азотфиксирующую активность штаммов в чистой культуре опре
деляли ацетиленовым методом и установили, что максимальную 
нитрогеназную активность, равную 49,8 нМоль С2Н4 фл./3 сут, 
проявляет изолят C27.

С целью идентификации наиболее эффективных культур эн-
дофитов проведено исследование их морфологических, физио-
лого-биохимических и молекулярно-генетических свойств. Ос-
новные физиолого-биохимические свойства изучаемых изоля-
тов эндофитных бактерий приведены в табл. 1.

На основании морфологических и физиолого-биохимических 
свойств изолят 11Е идентифицирован как Burkholderia gladioli, 
изолят С 27 – как Rhizobium radiobacter. 
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Основным метаболитом, участвующим в стимуляции роста 
растений, является ИУК, вырабатываемая эндофитными бакте-
риями. Содержание ИУК в культуральной жидкости бактериаль-
ных эндофитов измерялось в присутствии L-триптофана (0,1 %).

Максимальное количество ИУК, которое продуцировали  
Ps. fluorescens 11E и Rh. radiobacter 27С, составило 125 и 118 мкг/мл 
соответственно. 

Таким образом, штамм Rh. radiobacter 27С обладает агроно-
мически ценными свойствами: азотфиксацией, фосфатмобили-
зацией и ростостимуляцией, обусловленными наличием нитро-
геназы, фосфатазы и синтезом ИУК.

Антагонистической активностью в отношении фитопатоген-
ных бактерий обладает штамм Ps. fluorescence 11Е. Зона пода-
вления роста данным штаммом фитопатогенов Xanthomonas 
phaseoli составила 13 мм, Pseudomonas syringae – 11 мм. Штамм 
Ps. fluorescens 11E характеризуется фосфатсолюбилизирующей, 

 

 

 
 
 
 

М

1 – С1; 2 – С2; 3 – С3; 4 – R. aquatilis БИМ В-704 Д (положительный контроль); 5 – С4;  
6 – С5; 7 – C6; 8 – C7; 9 – C8; 10 – C9; 11 – C10; 12 – C11; М – маркер молекулярной массы 

ДНК (100 bp); 13 – C12; 14 – C13; 15 – C14; 16 – C15; 17 – C16; 18 – C17; 19 – C18; 20 – C19; 
21 – C20; 22 – C21; 23 – C22; 24 – C23; 25 – C24; 26 – C25; 27 – C26; 28 – C27  
Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации фрагмента генов nifH  

олигонитрофильных изолятов эндофитных бактерий
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водено изучение их морфологических, физиолого-биохимических и молекуляр-

но-генетических свойств. Основные физиолого-биохимические свойства изуча-

емых изолятов эндофитных бактерий представлены в таблице 1. 

На основании морфологических и физиолого-биохимических свойств изо-

лят 11Е идентифицирован как – Burkholderia gladioli, изолят С 27 – Rhizobium ra-

diobacter.  

Основным метаболитом, участвующим в стимуляции роста растений, яв-

ляется ИУК, вырабатываемая эндофитными бактериями. Содержание ИУК в 

культуральной жидкости бактериальных эндофитов измерялось в присутствии L-
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации фрагмента генов nifH 
олигонитрофильных изолятов эндофитных бактерий:  1 – С1; 2 – С2; 3 – С3;  
4 – R. aquatilis БИМ В-704 Д (положительный контроль); 5 – С4; 6 – С5; 7 – C6; 
8 – C7; 9 – C8; 10 – C9; 11 – C10; 12 – C11; М – маркер молекулярной массы 
ДНК (100 bp); 13 – C12; 14 – C13; 15 – C14; 16 – C15; 17 – C16; 18 – C17; 19 – C18; 
20 – C19; 21 – C20; 22 – C21; 23 – C22; 24 – C23; 25 – C24; 26 – C25; 27 – C26;  

28 – C27
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Т а б л и ц а 1.  Физиолого-биохимические свойства изолятов 
 эндофитных бактерий сои

Тест

Реакция 
на иден-
тифика-
ционный 
субстрат

Тест

Реакция 
на иден-
тифика-
ционный 
субстрат

Изолят № 11
Аланин-фенилаланин- 
пролин-ариламидаза

– Глютамил-глицин- 
аргинин-ариламидаза

–

Адонит – Тирозин-ариламидаза +
L-пирролидонил-ариламидаза – Уреаза –
L-арабит – D-трегалоза +
D-целлобиоза – Цитрат натрия +
β-галактозидаза – Малонат –
Образование Н2S – 5-кето- D-глюконат –
γ-глютамилтрансфераза – L-лактат (подщелачивание) +
Глютамилариламидаза – α-глюкозидаза –
D-глюкоза + Сукцинат (подщелачивание) +
β-N-ацетил-глюкозаминидаза – β-N-ацетил-галактозами-

нидаза
–

Сбраживание глюкозы – α-галактозидаза –
β-глюкозидаза – Фосфатаза –
D-мальтоза – Глицинариламидаза –
D-маннит + Орнитиндекарбоксилаза –
D-манноза + Лизиндекарбоксилаза –
D-сорбит + Ассимиляция L-гистидина +
Сахароза + Кумарат +
D-тагатоза – β-глюкоронидаза –
β-ксилозидаза – Устойчивость к 0/129 +
β-аланин-ариламидаза – Ассимиляция L-малата +
L-пролин-ариламидаза + Тест Эллмана –
Липаза – Ассимиляция L-лактата +
Палатиноза – Сукцинат (подщелачивание) –
D-глюкоза –

Изолят 27с
Аланин-фенилаланин-пролин- 
ариламидаза – Сахароза –

Адонит – D-тагатоза –
L-пирролидонил-ариламидаза + D-трегалоза –
L-арабит + Цитрат натрия –
D-целлобиоза – Малонат –
β-галактозидаза – 5-кето-D-глюконат –
Образование Н2S – L-лактат (подщелачивание) –
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ростостимулирующей, колонизирующей способностью и анта-
гонистической активностью в отношении возбудителей бакте-
риозов бобовых культур.

Проведена токсикологическая проверка в РУП «Институт 
экспериментальной ветеринарии имени С. Н. Вышелесского» 
штаммов Ps. fluorescens 11E и Rh. radiobacter 27c и установлено, 
что они не являются патогенными, токсичными и токсигенны-
ми в отношении лабораторных животных и могут быть исполь-
зованы в микробиологическом производстве. Штамм Ps. fluo-
rescens 11E депонирован в Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов Института микробиологии НАН Беларуси под 
регистрационными номерами БИМ В-1228 Д.

В результате проведенных исследований по изучению при-
живаемости эндофитных бактерий сои Rh. radiobacter 27c  
и Ps. fluorescens 11E в разных частях растений при инокуляции 

Тест

Реакция 
на иден-
тифика-
ционный 
субстрат

Тест

Реакция 
на иден-
тифика-
ционный 
субстрат

β-N-ацетил-глюкозаминидаза + α-глюкозидаза +
Глютамилариламидаза – Сукцинат (подщелачивание) +
D-глюкоза – β-N-ацетил-галактозами-

нидаза –

γ-глютамилтрансфераза – α-галактозидаза +
Сбраживание глюкозы + Фосфотаза +
β-глюкозидаза – Глицинариламидаза +
D-мальтоза – Орнитиндекарбоксилаза –
D-маннит + Лизиндекарбоксилаза –
D-манноза + Ассимиляция L-гистидина –
β-ксилозидаза + Кумарат –
β-аланин-ариламидаза – β-глюкоронидаза –
L-пролин-ариламидаза + Устойчивость к 0/129 –
Липаза – Глютамил-глицин-арги-

нин-ариламидаза –

Палатиноза – Ассимиляция L-малата –
Тирозин-ариламидаза + Тест Эллмана +
Уреаза – Ассимиляция L-лактата –
D-сорбит –

Окончание табл. 1
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проростков была зафиксирована их миграционная активность по 
всему растению от корня до листьев. При миграции бактериаль-
ных культур вверх по растению было установлено снижение их 
титров относительно исходного на 2–3 порядка. При этом во 
всех вариантах опыта отмечено численное преобладание интро-
дуцентов в корневой системе по сравнению со стеблем и листья-
ми. Так, в варианте опыта с моноинокуляцией проростков диа-
зотрофом Rh.  radiobacter 27С титр клеток штамма составил  
в корневой системе – 3,22 × 107, в стебле – 2,37 × 106 и в листьях – 
2,29 × 106 КОЕ/г. В варианте с бинарной инокуляцией проростков 
сои наблюдалось снижение титра штамма Rh  radiobacter 27С  
в стебле и листьях в 1,3 (3,25 × 106 КОЕ/г) и 1,9 (2,31 × 106 КОЕ/г) 
раз соответственно по сравнению с корнем (4,34 × 106 КОЕ/г) 
(рис. 3).

Анализ приживаемости и локализации клеток штамма  
Ps. fluorescens 11Е показал, что в процессе миграции по всем частям 
растений бактериальная культура хорошо приживается как в кор
не, так в стебле и листьях. Необходимо отметить, что при сни-
жении титра клеток штамма Ps. fluorescens 11Е на 2–3 порядка 
от исходного (при инокуляции) его численность приблизительно 
равна по всем частям растений и составляет в корне 2,15 × 106,  
в стебле – 2,09 × 106 и в листьях – 2,08 × 106 КОЕ/г. В варианте  
с бинарной инокуляцией (Rh. radiobacter 27С + Ps.  fluorescens 
11Е) приживаемость штамма в корне составила 1,37 × 107, в стеб
ле – 2,11 × 106 и в листьях – 2,24 × 106 КОЕ/г соответственно. Ана-
лиз биометрических показателей развития растений сои в течение 
30 суток в лабораторных условиях модельного опыта показал, 
что в варианте с применением бинарной инокуляции (Rh. radio
bacter 27С + Ps. fluorescens 11Е) высота растений составила 24,5 см, 
что на 1–6,2 % больше, чем при моноинокуляции ассоциатив-
ным диазотрофом и фосфатмобилизующим штаммом соответ-
ственно, но была меньше, чем при моноинокуляция сои клу-
беньковыми бактериями (27,31 см). 

Установлено, что в результате инокуляции сои эндофитны-
ми бактериями накопление сырой фитомассы растений проис-
ходит практически одинаково в вариантах с моноинокуляцией 
штаммом ассоциативного диазотрофа, клубеньковыми бакте-
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риями (Br. japonicum БИМ 501 Д) и бинарной инокуляцией (Rh. 
radiobacter 27С + Ps. fluorescens 11Е), что в среднем составляет 
0,81 г на 1 растение. 

Необходимо отметить, что применение фосфатмобилизую-
щего штамма Ps. fluorescens 11Е на фоне инокуляции клубенько-
выми бактериями обеспечивает максимальное увеличение нако-
пления сырой фитомассы (28,8  %).

В условиях светокультуры в течение 30 сут роста и развития 
сои были получены экспериментальные данные о симбиотиче-
ской активности микробно-растительной ассоциации Br. japoni

Рис. 3. Приживаемость эндофитных бактерий сои в разных частях растений 
при моно- и бинарной инокуляции проростков: а – Rh. radiobacter 27С;  

б – Ps. fluorescens 11Е
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cum : Glycine max. Было установлено, что бинарная инокуляция 
(Rh. radiobacter 27С + Ps. fluorescens 11Е) проростков сои на фо
не применения клубеньковых бактерий Br. japonicum БИМ 501 Д 
показала максимальный стимулирующий эффект (табл. 2).

 
Т а б л и ц а  2.  Качественные показатели симбиотической активности 

микробно-растительной ассоциации Br. japonicum : Glycine max.  
в условиях светокультуры

Вариант Вирулентность,  
сут

Нодулирующая,  
шт/раст.

Азотфиксирую-
щая активность, 

нмоль С2Н4 /
раст./ч

Br. japonicum БИМ В-501Д 8 18 29,79
Rh. radiobacter 27С +  
Br. japonicum БИМ В-501 Д 

7 17 30,54

Ps. fluorescens 11Е +  
Br. japonicum БИМ В-501 Д 

11 18 35,42

Rh. radiobacter 27С +  
Ps. fluorescens 11Е +  
Br. japonicum БИМ В-501 Д 

8 18 39,39

В условиях светокультуры в зависимости от вида инокуля-
ционного материала образовалось одинаковое количество розо-
вых клубеньков, в среднем их количество составило по 17–18 штук 
на растение. Однако более крупные клубеньки наблюдались  
в контрольном варианте (Br. japonicum БИМ В-501Д). Стимули-
рующий эффект на вирулентность клубеньковых бактерий ока-
зало применение эндофитного диазотрофа, время появления 
клубеньков превысило контрольные показатели на 12,5 %. 

Азотфиксирующая активность, являясь показателем продук-
тивности бобовых культур, обеспечивается инокуляцией семян 
клубеньковыми бактериями, при этом данный показатель мо-
жет изменяться в присутствии сопутствующей микробиоты. 
Опираясь на результаты азотфиксирующей активности, полу-
ченные в модельной системе в условиях светокультуры, можно 
заключить, что применение бинарной инокуляции эндофитны-
ми бактериями (Rh. radiobacter 27С + Ps. fluorescens 11Е) про-
ростков сои на фоне применения клубеньковых бактерий обе-
спечивает наибольшую симбиотическую активность микросим-
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бионту. Азотфиксирующая активность в данном варианте соста- 
вила 39,39 нм С2Н4, что на 32,2 % превышает контрольные дан-
ные (Br. japonicum БИМ В - 501Д). Применение фосфатмобили-
зующего штамма Ps. fluorescens 11E способствует увеличению 
азотфиксирующей активности клубеньковых бактерий на 19 %, 
а штамма диазотрофа Rh. radiobacter 27C – на 3 %.

Заключение. Изучен количественный и качественный со-
став эндофитного микробоценоза растений сои, показано, что  
в листьях сосредоточено 82, в стебле – 1, в корне –17 % культи-
вируемых эндофитных микроорганизмов.

Из внутренних тканей сои выделены, отобраны и иденти-
фицированы на основании морфологических, физиолого-био-
химических и молекулярно-генетических свойств 2 наиболее 
эффективных штамма бактерий: Pseudomonas fluorescence 11E, 
характеризующийся фосфатсолюбилизирующей, ростостиму-
лирующей, колонизирующей способностью и антагонистиче-
ской активностью в отношении возбудителей бактериозов бобо-
вых культур, а также Rhizobium radiobacter 27С, обладающий 
азотфиксирующей, фосфатсолюбилизирующей и ростостиму-
лирующей активностью.

Используемая для инокуляция проростков сои ассоциация 
эндофитных бактерий (диазотроф Rh. radiobacter 27C + фосфат-
мобилизующий штамм Ps. fluorescens 11E) способствовала вы-
сокой степени приживаемости ее компонентов во всех частях 
растений. Использование бинарной инокуляции (Rh. radiobacter 
27С + Ps. fluorescens 11Е) на фоне применения клубеньковых 
бактерий (Br.japonicum БИМ В - 501Д) способствовало увеличе-
нию азотфиксирующей активности на 32 % по сравнению с кон-
тролем (Br. japonicum БИМ В - 501Д). Моноинокуляция пророст-
ков сои фосфатмобилизующим штаммом Ps. fluorescens 11Е на 
фоне клубеньковых бактерий обеспечивает увеличение нако-
пления сырой фитомассы на 28,8 %, а азотфиксирующей актив-
ности клубеньковых бактерий – на 19 %.
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Quantitative and qualitative composition of endophytic microbiocenosis in in
habiting soybean plants was investigated. Distribution analysis of endophytic micro
organisms has shown their prevalent concentration leaves (82 %) followed by roots 
(17 %) and stem (1 %). Two most active bacterial strains: Pseudomonas fluorescens 
11E distinguished by phosphate-solubilizing, growthprotential against legume 
pathogens as well as Rhizobium radiobacter 27C possessing nitrogen-fixing, 
phosphate-mobilizing, growth-stimulating activities were recovered from soybean 
internal tissues, selected and identified on the basis of morphological, physiological-
biochemical and molecular-genetical characteristics. Bindry inoculation with  
Rh. radiobacter 27C plus Ps. fluorescens 11E coupled to nodulating bacteria  
Br. japonicum BIM B-501 D spurred up nitrogen-fixing activity by 32.2 % over the 
control (monoculture Br. japonicum BIM B-501 D).
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Активное использование химических пестицидов влечет негативные по-
следствия для окружающей среды, в связи с чем разработка и применение 
биологических средств защиты от сельскохозяйственных вредителей приоб-
ретает важное значение. Препараты бактериофагов представляют собой вари-
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ант средств биологической защиты, преимуществом которых является специ-
фичность действия, естественное происхождение, размножение в среде до 
элиминации доступных бактерий-мишеней, относительная простота их изго-
товления. Цель их настоящей работы – исследование потенциальных агентов 
борьбы с бактериальным ожогом – специфичных бактериофагов. В задачи 
входила характеристика их морфологических, физиологических и молекулярно- 
генетических свойств. В результате настоящей работы выделены из образ- 
цов почвы новые бактериофаги семейства Myoviridae: не описанный ранее 
бактериофаг Hena1 и Hena2, родственный известному бактериофагу Erwinia 
vB_EamM-M7. Изучено влияние присутствия органических добавок в пита-
тельной среде на репродукцию бактериофагов и установлены необходимые 
добавки для повышения титра бактериофага Hena2 при размножении на 
штамме бактерии Erwinia amylovora 1/79Sm – 2,5%-ный сорбитол или глюко-
за. С помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) исследо-
вана морфология частиц бактериофагов.

Введение. В настоящее время заметно увеличивается на-
грузка на окружающую среду, оказываемая сельскохозяйствен-
ной деятельностью: наблюдается рост площадей возделываемых 
земель, идет накопление в среде применяемых химических 
агентов, в том числе токсичных и вызывающих эвтрофикацию. 
Активное использование химических пестицидов влечет нега-
тивные последствия для окружающей среды, в связи с чем раз-
работка и применение биологических средств защиты от сель-
скохозяйственных вредителей приобретает важное значение [1].

Бактерия E. amylovora является карантинным объектом для 
стран, входящих в список EPPO A2 (список организмов на тер-
ритории Европейской и Средиземноморской организации по ка-
рантину и защите растений (ЕОКЗР)) и A1 (список организмов, 
отсутствующих на территории ЕОКЗР), в том числе и для Бела-
руси. Заболевание, вызываемое бактерией E. amylovora – бакте-
риальный ожог плодовых культур, – при благоприятных услови-
ях для развития патогена является вредоносным для таких важ-
ных в плодоводстве культур, как яблони и груши. И хотя 
вспышки эпифитотий бактериального ожога имеют продолжи-
тельную историю, эффективность известных на сегодня спосо-
бов контроля бактериального ожога зависит от различных фак-
торов. Причем существующие в настоящее время способы кон-
троля имеют свои недостатки [2, 3]. Так, традиционными 
методами профилактики и борьбы с возбудителем бактериаль-
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ного ожога являются агротехнические приемы и применение 
медь- и антибиотико содержащих аэрозолей. Успешность при-
менения аэрозолей химических агентов зависит от погодных ус-
ловий и возможности непосредственного контакта пестицида  
с клетками бактерий. Кроме того, данный подход не лишен со-
путствующих проблем, таких как возникновение резистентных 
штаммов бактерий, а также длительный процесс разложения не-
которых соединений в окружающей среде [4].

Использование микробных препаратов для контроля вреди-
телей является известной альтернативой химическим агентам, 
такие препараты основаны на антагонистичных отношениях  
в микробных сообществах. Препараты бактериофагов представ-
ляют собой вариант микробных препаратов, преимуществом 
которых является специфичность действия, естественное про- 
исхождение, размножение в среде до элиминации доступных 
бактерий-мишеней, относительная простота их изготовления. 
Исследования по оценке эффективности применения препаратов 
на основе бактериофагов в настоящее время ведутся и для кон-
троля возбудителя бактериального ожога. Например, отмечено 
значительное снижение симптомов бактериального ожога на 
цветках при обработке яблонь смесью бактериофагов ΦEa1, 
ΦEa116B, ΦEa116C в полевых экспериментах на 15-е и 22-е сут 
после инокуляции смеси бактериофагов [5]. Также с помощью 
модифицированного капельного теста Адамса и ПЦР в реаль-
ном времени продемонстрирована возможность перемещения 
фаговых частиц по растению при обработке как корней, так сте-
блей и листьев препаратом на основе бактериофагов [6].

Цель работы – исследование потенциальных агентов борьбы 
с бактериальным ожогом – специфичных бактериофагов. В за
дачи входила характеристика их морфологических, физиологи-
ческих и молекулярно-генетических свойств бактериофагов.

Материалы и методы. Объектами исследования служили 
бактериофаги, проявляющие литическую активность в отноше-
нии штамма бактерий E. amylovora 1/79Sm [7].

Культивирование штамма бактерии-хозяина E. amylovora 1/79Sm 
и репродукцию бактериофагов проводили при температуре 28 °С 
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в питательной среде на основе пептона и дрожжевого экстракта 
(г/л: пептон – 10,0; дрожжевой экстракт – 5,0; NaCl – 8,5; вода 
дистиллированная – до 1 л).

Анализ морфологии частиц бактериофагов проводили на про
свечивающем электронном микроскопе «Hitachi H-800» в НИИПФП 
имени А. Н. Севченко БГУ. Образец бактериофага концентриро-
вали при помощи ультрацентрифугирования (35 000 g в тече- 
ние 1 ч), отмывали 0,1М-ным раствором ацетата аммония, затем 
концентрировали ультрацентрифугированием и ресуспендиро-
вали в дистиллированной воде. Суспензию бактериофага нано-
сили на подложки из формвара. Для негативного контрастиро-
вания использовали 1%-ный раствор фосфорновольфрамовой 
кислоты.

Исследование влияния добавок в среду культивирования 
на репродукцию бактериофагов в клетках бактерий. Сорби-
тол, глицин и глюкозу вносили в расплавленную агаризованную 
питательную среду до конечных концентраций 2,5; 0,4 и 2,5 % 
соответственно. Далее на приготовленной среде титровали бак-
териофаг методом Грациа [8] и на следующие сутки отмечали 
способность бактериофага формировать на среде негативные 
колонии.

Выделение ДНК бактериофагов. Выделение геномной ДНК 
бактериофагов осуществляли согласно принятому методу [9]. 

Клонирование фрагментов ДНК бактериофагов. Транс-
формацию клеток бактерий E. coli XL-1 Blue плазмидной ДНК 
проводили с применением хлористого кальция по принятому 
методу [10]. Фрагменты геномов бактериофагов Hena1 и Hena2, 
полученные рестрикцией EcoRI, встраивали в вектор pUC18. 
Были отобраны трансформанты E. coli, содержащие рекомби-
нантные плазмиды pH1 и pH2 со вставками участков геномов 
Hena1 и Hena2 соответственно, для дальнейшего секвенирования.

Секвенирование ДНК бактериофагов. Секвенирование 
встроенных последовательностей геномов бактериофагов Hena1 
и Hena2 осуществляли с использованием набора DNA Cycle Se-
quencing Kit («Jena Bioscience») на ДНК анализаторе «Li-Cor 
4300» (лаборатория «Центр аналитических и генно-инженерных 
исследований» Института микробиологии НАН Беларуси).



26	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

Анализ полученных данных методами биоинформатики. 
Анализ геномных и протеомных данных проводили с использо-
ванием онлайн программы Национального центра биотехноло-
гической информации США (NCBI) BLAST для поиска схожих 
белков или нуклеиновых кислот в базах данных Non-redundant 
protein sequences (nt) и Nucleotide collection (nr/nt) GenBank соот-
ветственно и ORFfinder для поиска открытых рамок считывания 
в последовательности ДНК.

Результаты и обсуждение. На территории г. Новогрудка 
(Гродненская обл.) из образцов почвы под грушами и яблонями 
частного подворья выделены бактериофаги Hena1 и Hena2. После 
проведения серии пассажей на бактериях E.  amylovora 1/79Sm 
получены чистые линии бактериофагов и изучены их морфоло-
гические, физиологические и молекулярно-генетические свойства.

Морфология негативных колоний бактериофагов на среде на 
основе пептона и дрожжевого экстракта при посеве методом 
Грациа представлена на рис. 1. Для бактериофага Hena1 харак-
терно образование точечных негативных колоний, а для бакте-
риофага Hena2 – от точечных до 2 мм в диаметре, с неровными 
краями.

Анализ полученных данных методами биоинформатики. Анализ геном-
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а) Hena1; б) Hena2 

Рис. 1. Морфология негативных колоний при титровании бактериофагов  
методом агаровых слоев 

 
Первичная характеристика бактериофагов с помощью электронной мик-

роскопии позволила отнести их к хвостатым бактериофагам семейства 

Myoviridae. Так, бактериофаги Hena1 и Hena2 имели хвостовые отростки и ико-

Рис. 1. Морфология негативных колоний при титровании бактериофагов 
методом агаровых слоев: а – Hena1; б – Hena2

Первичная характеристика бактериофагов с помощью элек-
тронной микроскопии позволила отнести их к хвостатым бакте-
риофагам семейства Myoviridae. Так, бактериофаги Hena1 и Hena2 
имели хвостовые отростки и икосаэдрические головки разме-
ром, в среднем составляющем 35 и 26 нм соответственно. Ми-
крофотографии частиц бактериофагов представлены на рис. 2.

Следует отметить, что охарактеризованные в литературе  
в настоящее время хвостатые бактериофаги, значительную долю 
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которых составляют представители семейства Myoviridae, явля-
ются многочисленной группой, отличающейся разнообразием 
вирионов, геномов и особенностями репликации. Для бактерио-
фагов Myoviridae характерно наличие относительно жестких  
и длинных сократимых хвостов, построенных из сложенных ко-
лец шести субъединиц и окруженных спиральной сократимой 
оболочкой, которая отделена от головы шейкой. По сравнению  
с другими хвостатыми фагами миовирусы часто имеют более 
крупные головки, больший вес частиц и дцДНК геномы разме-
ром 33–244 т. п. н. [11, 12]. При сопоставлении размеров частиц 
исследованных бактериофагов Hena1 и Hena2 с приведенными  
в литературе для бактериофагов E. amylovora сделано заключе-
ние о малых размерах бактериофагов Hena1 и Hena2: в различ-
ных регионах Земли выделены бактериофаги со средним диаме-
тром капсидов от 53 до 143,2 нм [13–15].

На следующем этапе исследований целесообразным явля-
лось изучение влияния на взаимодействие бактериофагов и бак-
терии-хозяина различных добавок в среду культивирования как 
потенциальных ингибиторов или стимуляторов процесса репро-
дукции бактериофагов на чувствительной культуре бактерий. 
Для этого в питательную среду на основе пептона и дрожжевого 
экстракта добавляли сорбитол, глицин или глюкозу. Присут-
ствие сорбитола в среде индуцирует синтез экзополисахарида 
амиловорана бактериями E.  amylovora – одного из ключевых 
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а) Hena1; б) Hena2 

Рис. 2. Микрофотографии частиц бактериофагов,  
полученные с помощью ПЭМ Hitachi H-800 
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факторов вирулентности возбудителя бактериального ожога [16, 
17]. Амиловоран позволяет бактериям обходить защитные си-
стемы растений и нарушать проводимость их сосудистой систе-
мы, защищать клетки бактерий от потери воды и питательных 
веществ в засушливых условиях, а также является основным 
фактором образования биопленки [17]. Немаловажное значение 
амиловоран имеет и в процессе адсорбции бактериофагов на 
клетках бактерий. Так, при постановке экспериментов с бакте-
риофагами E. amylovora, представителями семейств Myoviridae  
и Podoviridae, показаны отличия в образовании негативных ко-
лоний на штаммах с высоким и низким уровнями продукции эк-
зополисахаридов, причем четкие негативные колонии бактерио-
фаги Myoviridae формировали при высоком уровне продукции 
экзополисахаридов, а Podoviridae – наоборот [18]. Также известно, 
что ферменты бактериофагов способны расщеплять амиловоран, 
например, деполимераза DpoL1 T7-подобного фага E. amylovora 
L1 [17]. В исследованиях бактериофагов Hena1 и Hena2 пред-
ставляло интерес изучение влияния на титр бактериофагов до-
бавления глицина в среду культивирования благодаря его спо-
собности изменять структуру клеточных стенок бактерий [19]. 
Глюкоза является легко доступным источников углерода и, как 

Рис. 3. Титр бактериофага Hena1 при культивировании  
на питательных средах с различными добавками

П р и м е ч а н и е.  Планки погрешностей отражают величину стандарт-
ного отклонения.
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правило, способствует увеличению скорости роста культуры 
бактерии. Результаты 5 повторов экспериментов представлены 
на рис. 3 и 4.

Показано, что культивирование бактериофага Hena1 в при-
сутствии органических добавок в питательной среде не оказало 
статистически значимого влияния на титр бактериофага. Для 
бактериофага Hena2 выявлено, что добавление в питательную 
среду сорбитола или глюкозы до конечной концентрации 2,5 % 
приводит к увеличению титра бактериофага Hena2 при размно-
жении на чувствительной культуре бактерий.

Фрагмент генома фага Hena1 был встроен в вектор pUC18 по 
сайту ЕcoRI, клонирован в клетках E. coli XL-1 Blue и частич- 
но секвенирован. При анализе последовательности фрагмента 
(821 нуклеотид) с помощью программы blastn в базе данных 
GenBank удалось найти гомологичные участки геномов различ-
ных бактериофагов. Среди них наибольший процент идентич-
ности имели последовательности бактериофагов Klebsiella vB_
KpnM_BIS47 (идентичность – 72,87 %; покрытие – 91 %), Raoultel-
la Ro1 (идентичность – 72,54 %; покрытие – 91 %), Proteus Mydo 
(идентичность – 72,32 %; покрытие – 91 %), Klebsiella vB_KpnM_
KB57 (идентичность – 72,32 %; покрытие – 91 %), Salmonella 

Рис. 4. Титр бактериофага Hena2 при культивировании на питательных сре-
дах с различными добавками

П р и м е ч а н и е.  Планки погрешностей отражают величину стандарт-
ного отклонения
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PVP-SE1 (идентичность – 71,37 %; покрытие – 87 %), Escherichia 
4MG (идентичность – 71,26 %; покрытие – 87 %), Cronobacter 
vB_CsaM_GAP31 (идентичность – 71,29 %; покрытие – 87 %).

Из литературных источников следует, что родственные Hena1 
бактериофаги Cronobacter vB_CsaM_GAP3, Escherichia 4MG, 
Salmonella PVP-SE1, Klebsiella vB_KpnM_KB57 и Raoultella Ro1 
относятся к семейству Myoviridae [20–24], что также соответ-
ствует таксономической принадлежности бактериофага Hena1, 
определенной с помощью ПЭМ. Согласно принятому Междуна-
родным комитетом по таксономии вирусов (англ. International 
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) в 2016 г. предложению 
по систематике вирусов, бактериофаги Salmonella PVP-SE1, 
Escherichia 4MG и Cronobacter GAP31 были отнесены к подсе-
мейству Vequintavirinae [25]. Таким образом, первичная молеку-
лярно-генетическая характеристика бактериофага Hena1 дает 
основания предположить принадлежность бактериофага к дан-
ной таксономической группе. Следует отметить, что Hena1 – 
первый представитель Vequintavirinae, способный поражать бак-
терии E. amylovora.

Фрагмент генома фага Hena2 также был встроен в вектор 
pUC18 по сайту ЕcoRI и клонирован в клетках E. coli XL-1 Blue. 
При анализе последовательности фрагмента (841 нуклеотид)  
с помощью программы blastn в базе данных GenBank удалось 
найти гомологичные участки геномов различных бактериофагов. 
Наибольший процент идентичности имела последовательность 
бактериофага Erwinia vB_EamM-M7 (идентичность – 99,11 %; 
покрытие – 93 %). Аминокислотная последовательность одного 
из гипотетических белков бактериофага Hena2, полученная из рас
считанной открытой рамки считывания, была схожей на 96,89 % 
с генным продуктом gp024 бактериофага Erwinia vB_EamM-M7 
(AEJ81283.1). Известно, что бактериофаг Erwinia vB_EamM-M7 
принадлежит роду Ea214virus подсемейства Ounavirinae [26]. 
Следовательно, можно сделать вывод, что бактериофаг Hena2 яв-
ляется представителем рода Ea214virus подсемейства Ounavirinae.

Заключение. В ходе проведенных исследований получены 
чистые линии бактериофагов E. amylovora Hena1 и Hena2. Ре-
зультаты ПЭМ позволили отнести оба бактериофага к семейству 
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Myoviridae. Анализ фрагментов геномов исследуемых бактерио-
фагов позволил предположить их систематическое положение. 
Hena1 предварительно отнесен к подсемейству Vequintavirinae, 
Hena2 – к подсемейству Ounavirinae, роду Ea214virus. Изучено 
влияние присутствия органических добавок в питательной сре-
де бактериофагов на эффективность их репродукции и установ-
лены необходимые добавки для повышения титра бактериофага 
Hena2 при размножении на штамме бактерии E. amylovora 
1/79Sm – 2,5%-ный сорбитол или глюкоза.
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Characterization of bacteriophages Hena1 and Hena2, 
specific to Erwinia amylovora

N. V. Besarab 1, A. L. Lagonenko 1, A. N. Evtushenkov 1,  
M. A. Makhavikou 2, O. V. Milchanin 2

1Belarusian State University, Minsk, Belarus 
2A. N. Sevchenko Institute of Applied Physics Problems  
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The active use of chemical pesticides has negative consequences for the envi
ronment, in connection with which the development and application of biological 
means of protection against agricultural pests becomes important. Bacteriophage 
preparations are a variant of biological means of protection, the advantage of which 
is the specificity of the action, natural origin, reproduction in the medium until the 
elimination of available target bacteria, the relative simplicity of their production. 
The aim of the present work was investigation of potential agents for the control  
of fire blight – specific bacteriophages. Research objectives included characterization 
of morphological, physiological and molecular genetic properties of bacteriophages. 
As a result of this work, new bacteriophages of the Myoviridae family were isolated 
from soil samples: Hena1, not previously described, and Hena2, related to Erwinia 
phage vB_EamM-M7. The effect of the presence of organic additives in the nutrient 
medium on the bacteriophage multiplication was studied, and the necessary 
additives to increase the titer of the bacteriophage Hena2 during reproduction on 
the 1/79Sm strain were found to be 2.5 % sorbitol or glucose. Using transmission 
electron microscopy (TEM), the morphology of bacteriophage particles was 
investigated.

Поступила в редакцию 17.04.2019
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Осуществлен синтез серии коньюгатов фармакологически перспектив-
ных модифицированных нуклеозидов с фосфолипидом. Некоторые из липо-
нуклеотидов были получены впервые. Донором фосфатидильного остатка 
служил соевый лецитин. В качестве биокатализатора в реакции трансфосфа-
тидилирования была использована фосфолипаза D, изолированная из ранее 
селектированного штамма Streptomyces netropsis БИМ В-428Д. Выход реак-
ции синтеза липонуклеотидов составил 44–95 мол.% в зависимости от акцеп-
тора фосфатидильного остатка. 

Процедура выделения и очистки фосфатидилклофарабина с помощью 
хроматографии на колонке с силикагелем позволила получить 65 мг (около  
68 мкмолей) хроматографически чистого фосфолипида с выходом 68 мол.%  
в расчете на введенный в реакцию модифицированный нуклеозид. 

Введение. Препараты на основе модифицированных нуклео-
зидов и нуклеотидов играют значительную роль в химиотера-
пии онкологических и тяжелых вирусных заболеваний [1, 2]. 
Среди них имеются как давно известные и хорошо зарекомендо-
вавшие себя (5-фторуридин, 2-хлор-2′-дезоксиаденозин, 2-фто-
раденинарабинозид, азидотимидин, виразол (рибавирин) и др.), 
так и более новые терапевтические агенты (клофарабин, нелара-
бин и др.). Появляются также соединения, перспективные для 
применения в клинической практике, с уникальными свойства-
ми и принципиально иным механизмом действия. 

Так, в недавнем сообщении [3] был предложен и эксперимен-
тально обоснован принципиально новый подход к лечению он-
кологических заболеваний, приводящий к избирательному са-
моуничтожению раковых клеток. Он базируется на способности 
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фермента теломеразы в опухолевых клетках встраивать 5′-три-
фосфат 6-тио‑2′-дезоксигуанозина (модифицированного аналога 
природного 2′-дезоксигуанозина) в состав теломеры. Включение 
в теломеру модифицированного нуклеозида настолько изменяет 
структуру конца хромосомы, что он становится неспособным 
экранироваться защитными белками, вследствие чего происхо-
дит запуск апоптоза и гибель клетки [4]. 

Сравнительно недавно предложено использовать в качестве 
эффективного противоопухолевого средства рибозид фитогор-
мона кинетина. Было показано, что кинетинрибозид проявляет 
терапевтическую эффективность в отношении острого миелоб-
ластного лейкоза [5] и антипролиферативную активность на 
клетках рака прямой кишки [6]. Цитотоксические эффекты ки-
нетинрибозида обусловлены его способностью вызывать бы-
строе истощение АТФ, приводя к генотоксическому стрессу, ко-
торый активирует ген CDKN1A и другие ответственные за 
стресс гены [7].

Одним из современных высокоэффективных противоопухо-
левых препаратов нуклеозидной природы является клофарабин 
(2-хлор-2′-фтораденинарабинозид). Клофарабин используется 
при лечении тяжелых форм детских лейкемий, не поддающихся 
терапии другими лекарственными соединениями [8–10]. Докли-
нические испытания показали также способность клофарабина 
подавлять рост различных типов солидных опухолей [11].

Однако известно, что большинство соединений, используе-
мых и потенциально пригодных для терапии онкозаболеваний, 
обладают нежелательными свойствами: невысоким терапевти-
ческим индексом, выраженными токсическими эффектами, бы-
стрым катаболизмом в русле крови до неактивных соединений, 
что ограничивает их клиническое применение. Одним из подходов 
в решении данной проблемы является разработка нового поколе
ния лекарственных препаратов («prodrugs») на основе конъюгатов 
антивирусных и противоопухолевых нуклеозидов с фосфолипи-
дами. Такие коньюгаты характеризуются большей биодоступно-
стью, устойчивостью в русле крови, улучшенными фармакоки-
нетическими параметрами и меньшей токсичностью [12]. На-
пример, показано, что некоторые диалкилглицерофосфатные 
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производные клофарабина проявляют меньшую токсичность  
в сравнении с исходным препаратом, сохраняя при этом высо-
кую противоопухолевую активность [13]. Внутрибрюшинное 
или пероральное введение диацилглицерофосфатов клофараби-
на и флударабина приводит к пролонгированному выделению 
действующих нуклеозидов и длительной их циркуляции в си-
стемном кровотоке животных [14–16]. 

Существующие методы химического коньюгирования фос-
фолипидов с нуклеозидами сложны и характеризуются невысо-
кими выходами целевых продуктов [17]. Ранее нами была пока-
зана возможность использования более простого и эффективного 
биотехнологического подхода, предложенного японскими уче-
ными [18, 19], для синтеза фосфолипидных производных ряда 
природных и модифицированных нуклеозидов [20–22]. Этот под
ход основан на использовании бактериальной фосфолипазы D. 

Фосфолипаза D (ФЛД; ЕС 3.1.4.4) – фермент, который ката-
лизирует гидролиз фосфодиэфирной связи фосфолипидов, обра-
зуя фосфатидную кислоту и спиртовой остаток. В дополнение  
к гидролитической активности ФЛД также может катализиро-
вать замещение полярных групп фосфолипидов по процессу, на-
зываемому трансфосфатидилированием [18] (рис. 1).

ных и модифицированных нуклеозидов [20–22]. Этот подход основан на ис-
пользовании бактериальной фосфолипазы D.  

Фосфолипаза D (ФЛД; ЕС 3.1.4.4) – фермент, который катализирует гид-
ролиз фосфодиэфирной связи фосфолипидов, образуя фосфатидную кислоту и 
спиртовой остаток. В дополнение к гидролитической активности, ФЛД также 
может катализировать замещение полярных групп фосфолипидов по процессу, 
называемому трансфосфатидилированием [18] (рис. 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

R1 и R2 – алкилы жирнокислотных остатков, Х1 и Х2 – полярные группы. 
Рис. 1. Реакции, катализируемые ФЛД 

 
Как оговаривалось выше, большинство из изученных ФЛД, кроме реак-

ции гидролиза, способно переносить фосфатидильный остаток на первичную 
или, в особых условиях, на вторичную спиртовую группу большого числа со-
единений. Следует отметить, что благодаря доступности ФЛД из растений и 
микроорганизмов и достаточно высокой эффективности реакции трансфосфа-
тидилирования, этот подход применяется для получения в препаративном ко-
личестве разнообразных фосфолипидов. С его помощью из широкодоступного 
фосфатидилхолина получены фосфатидилэтаноламин [23], фосфатидилсерин 
[24], фосфатидилглицерол [25] и менее распространенные фосфолипиды – 6-
фосфатидил-L-аскорбат [26], производные витамина Е [27], фосфатидилнуклео-
зиды [28, 29], фосфолипид-фитостеролы [30] и ряд других соединений [31]. 
Синтезированные фосфолипиды можно использовать в качестве эмульгаторов, 
косметических средств, медикаментов и липосомальных препаратов [22, 32].  

Цель исследования – изучение возможности получения новых фосфати-
дильных производных некоторых фармакологически важных модифицирован-
ных нуклеозидов при помощи реакции трансфосфатидилирования, катализиру-
емой ФЛД streptomyces netropsis. 

1 

Рис. 1. Реакции, катализируемые ФЛД: R1 и R2 – алкилы жирнокислотных 
остатков; Х1 и Х2 – полярные группы
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Как оговаривалось выше, большинство из изученных ФЛД, 
кроме реакции гидролиза, способны переносить фосфатидиль-
ный остаток на первичную или, в особых условиях, на вторич-
ную спиртовую группу большого числа соединений. Следует 
отметить, что благодаря доступности ФЛД из растений и ми-
кроорганизмов и достаточно высокой эффективности реакции 
трансфосфатидилирования, данный подход применяется для 
получения в препаративном количестве разнообразных фосфо-
липидов. С его помощью из широкодоступного фосфатидилхо-
лина получены фосфатидилэтаноламин [23], фосфатидилсерин 
[24], фосфатидилглицерол [25] и менее распространенные фос-
фолипиды – 6-фосфатидил-L-аскорбат [26], производные вита-
мина Е [27], фосфатидилнуклеозиды [28, 29], фосфолипид-фи-
тостеролы [30] и ряд других соединений [31]. Синтезированные 
фосфолипиды можно использовать в качестве эмульгаторов, 
косметических средств, медикаментов и липосомальных препа-
ратов [22, 32]. 

Цель исследования – изучение возможности получения но-
вых фосфатидильных производных некоторых фармакологиче-
ски важных модифицированных нуклеозидов при помощи реак-
ции трансфосфатидилирования, катализируемой ФЛД Strepto-
myces netropsis.

Материалы и методы. В работе использовали модифициро-
ванные нуклеозиды: 2-фтораденинарабинозид (флударабин), 
2-хлор-2′-дезоксиаденозин (лейкладин), 6-метоксигуанинараби-
нозид (неларабин), 6-тио-2′-дезоксигуанозин, кинетинрибозид, 
1,2,4-триазол-3-карбоксамидрибозид (виразол) и 2-хлор-2′-фто-
раденинарабинозид (клофарабин), синтезированные в лаборато-
рии молекулярной биотехнологии Института микробиологии 
НАН Беларуси и лаборатории химии нуклеотидов и полинукле-
отидов Института биоорганической химии НАН Беларуси. 

Источником фосфатидилхолина служил высокоочищенный 
соевый лецитин Lipoid S100 («Lipoid GmbH», Германия).

Другие реагенты и растворители (хлороформ, метанол, аце-
тон) имели спецификацию х. ч. или ч. д. а. либо были дополни-
тельно очищены путем перегонки.



38	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

Культивирование S. netropsis БИМ В-428Д (штамм депони-
рован в Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов) 
проводили на биологической качалке (вращение 180 об./мин) 
при 30 °С в течение 24 ч в 250 мл колбах Эрленмейера, содержа-
щих 100 мл питательной среды следующего состава (%): глюко-
за – 1,0; дрожжевой экстракт – 2,0; MgSO4 × 7Н2О – 0,1 (pH 7,2). 
Посевным материалом служила 18-часовая культура в количе-
стве 10 об.%. 

После отделения биомассы путем фильтрования ФЛД осаж-
дали из фильтрата культуральной жидкости ацетоном (30–60 % 
конечного объема) при 4 °С в течение 15–20 мин. Преципитат 
собирали центрифугированием (5000 g, 5 мин) и высушивали 
под вакуумом при комнатной температуре.

Аналитические синтезы фосфатидильных производных 
нуклеозидов осуществляли в реакционной смеси объемом 2 мл, 
включающей 0,66 мл водно-буферной фазы и 1,34 мл хлорофор-
мной фазы и содержащей 0,2 М натрий-ацетатный буфер (рН 6,0), 
0,1 М СаCl2, 0,3 мг биокатализатора (сухого ферментного препа-
рата ФЛД), а также 10 мкмоль нуклеозида и 30 мкмоль фосфати-
дилхолина.

Все реакции осуществляли при температуре 37 ºC и посто-
янном интенсивном перемешивании, их ход контролировали 
при помощи ТСХ на пластинах Silica gel 60 F254 («Merck», Герма-
ния) в системах растворителей хлороформ / метанол / 25%-ный 
аммиак (либо вода) 140:4:1,5 и 75:25:5 по объему. Соединения об-
наруживали в УФ-свете и элюировали нуклеозиды дистиллиро-
ванной водой, а фосфолипидные производные – этанолом. Кон-
центрации веществ в элюатах определяли спектрофотометриче-
ски, используя известные коэффициенты молярной экстинкции 
нуклеозидов. При этом учитывали тот факт, что изучаемые мо-
дификации в углеводной части молекулы нуклеозидов практи-
чески не сказываются на величине молярных коэффициентов 
экстинкции данных соединений. Спектры поглощения элюатов 
снимали на регистрирующем спектрофотометре «РВ 2201А» 
(«Solar», Беларусь). 

Трансфосфатидилирующую активность ФЛД определяли за 
время, при котором выход продуктов не превышал 15–20 %,  
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и расчитывали как количество продукта в нмолях, образовавше-
гося в результате реакции за 1 мин на 1 мг сухого ферментного 
препарата. 

Препаративный синтез фосфолипидного производного 2-хлор- 
2′-фтораденинарабинозида (клофарабина) проводили в двухфаз-
ной реакционной смеси объемом 10 мл, состоящей из 4 мл 0,2 М 
натрий-ацетатного буфера (рН 6,0) и 6 мл хлороформа. Реакци-
онная смесь содержала 30 мг нуклеозида, 100 мг фосфатидилхо-
лина, 0,1 М СаCl2 и 1,2 мг сухого ферментного препарата ФЛД. 

По окончании реакции хлороформный слой отделяли и упа-
ривали. Очистку фосфатидилклофарабина осуществляли на  
колонке с силикагелем L60 («Merck», Германия), элюируя фос-
фолипиды изократической системой растворителей хлороформ / 
метанол / вода (75:25:5 по объему). Хроматографические пики 
обнаруживали с помощью УФ-детектора (контроль поглощения 
при длине волны 206 и 264 нм). Фракции, содержащие хромато-
графически чистое (контроль методом ТСХ) целевое соедине-
ние, объединяли и упаривали с использованием роторного испа-
рителя при 30 °С. 

31P-, 13С- и 1Н-ЯМР-спектры регистрировали на приборе 
«Avance 500» («Bruker», Германия). Химические сдвиги приве-
дены относительно ТМС как внутреннего стандарта. 

Результаты и обсуждение. Нами была изучена возможность 
получения фосфолипидных производных ряда модифицирован-
ных фармакологически важных нуклеозидов. Как следует из та-
блицы, все изученные нуклеозиды фосфатидилируются ФЛД  
с выходами 44–95 мол.% за 2–5 ч проведения процесса. 

На рис. 2 представлена типичная кривая, отражающая дина-
мику накопления целевого продукта в ходе проведенных нами 
ферментативных реакций (на примере синтеза фосфатидилкло-
фарабина). Видно, что исходный нуклеозид быстро трансформи-
руется в фосфолипидное производное и далее не претерпевает 
никаких изменений.

Следует отметить, что фосфатидильные производные нела-
рабина, кинетинрибозида и 6-тио-2′-дезоксигуанозина нами син
тезированы впервые. 
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Остальные липонуклеотиды, фигурирующие в таблице, бы
ли получены ранее Цибульской с соавторами [15–17] с помощью 
трудоемких многостадийных химических методов. Подобные 
методы были применены также для синтеза фосфатидильных 
производных ряда других нуклеозидов [33–35]. 

В качестве примера препаративного синтеза липонуклеоти-
да далее нами было осуществлено получение фосфатидилкло-

Эффективность синтеза липонуклеотидов

Исходный нуклеозид Активность ФЛД, 
нмоль/мин × мг

Максимальный выход 
фосфатидил-нуклео-

зида, %

Время  
реакции, ч

2-фтораденинарабинозид
(флударабин) 67 44 5

2-хлор-2′-дезоксиаденозин
(лейкладин) 952 > 95 2–3

2-хлор-2′-фтораденинараби-
нозид (клофарабин) 1267 > 95 1

6-метоксигуанинарабинозид
(неларабин) 567 82 4

6-тио-2′-дезоксигуанозин 617 70 3,5
Кинетинрибозид 920 > 95 2
1,2,4-триазол-3-карбоксами-
дрибозид − 55 3

(лейкладин) 
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Рис. 2. Динамика накопления фосфатидилклофарабина в реакции  

трансфосфатидилирования, катализируемой ФЛД streptomyces netropsis 
 

Следует отметить, что фосфатидильные производные неларабина, ки-
нетинрибозида и 6-тио-2′-дезоксигуанозина нами, по-видимому, синтезированы 
впервые.  

Остальные липонуклеотиды, фигурирующие в таблице 1, были получены 
ранее Цибульской с соавт. [15–17] с помощью трудоемких многостадийных 
химических методов. Подобные методы были использованы также для синтеза 
фосфатидильных производных ряда других нуклеозидов [33–35].  

В качестве примера препаративного синтеза липонуклеотида далее нами 
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фарабина. При этом выход реакции (по данным ТСХ) составил 
86 мол.%. После выделения целевого продукта и очистки на ко-
лонке с силикагелем получено 65 мг фосфатидил-клофарабина 
(выход 68 мол.% в пересчете на введенный в реакцию нуклеозид).

Данные ЯМР-спектроскопии синтезированного конъюгата 
хорошо согласуются с описанными в работе И. А. Цибульской 
[15, 17] для родственных соединений. В 1Н ЯМР спектре присут-
ствуют сигналы нуклеозида 8,28 (с, Н8), 7,90 (ушир. с. NH2), 6,36 
(dd, JF,H1 = 14,0 Hz; JH1,H2 = 4,5 Hz; H1′), а также другие сигналы, 
которые отчасти перекрываются сигналами липидных остатков.  
В спектре 13С ЯМР присутствуют сигналы двух С=О групп при 
172,92 и 172,71 мд нуклеозидного фрагмента, основания – 157,23; 
153,79; 150,62; 140,39 (д, JC8,F = 2,6 Hz; C8), 117,75 (C5), углеводно-
го фрагмента – 95,42 (д, JC2′,F = 192,4 Hz; C2′). В спектре 31Р при-
сутствует уширенный сигнал при –0,68 мд, что однозначно ука-
зывает на наличие конъюгата. 

Заключение. Как известно, фосфолипазы играют главную 
роль в таких клеточных процессах, как трансдукция сигнала  
и воспаление, через их влияние на метаболизм фосфолипидов  
и лизофосфолипидов [36]. В настоящее время особенно интен-
сивно изучаются ферменты, принадлежащие классу фосфолипа-
зы D [37, 38], которая расщепляет терминальную фосфодиэфир-
ную связь лецитина, высвобождая таким образом фосфатидную 
кислоту. Поскольку данная реакция обратима, появляется воз-
можность рационального использования ее для синтеза новых, 
несуществующих в природе фосфолипидов [39, 40]. 

В настоящем исследовании осуществлен одностадийный 
синтез ряда коньюгатов фармакологически перспективных мо-
дифицированных нуклеозидов с фосфолипидом. Некоторые из 
липонуклеотидов были получены впервые. Донором фосфати-
дильного остатка служил соевый лецитин. В качестве биоката-
лизатора в реакции трансфосфатидилирования была использо-
вана фосфолипаза D, изолированная из ранее селектированного 
штамма Streptomyces netropsis БИМ В-428Д. Выход реакции 
синтеза липонуклеотидов составил 44–95 мол.% в зависимости 
от акцептора фосфатидильного остатка. Проведенный в качестве 
примера препаративный синтез 5′-фосфатидил-2-хлор-9-(2-дезок-
си-2-фтор-β-D-арабинофуранозил)аденина (фосфатидилклофара- 
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бина) позволил получить 65 мг (около 68 мкмолей) хроматогра-
фически чистого фосфолипида с выходом 68 мол.% в расчете на 
введенный в реакцию модифицированный нуклеозид. 

В целом, представленный ферментативный метод синтеза 
липонуклеотидов превосходит по ряду параметров известные 
методы химического синтеза таких соединений и может слу-
жить основой для создания соответствующих производствен-
ных технологий.

Работа выполнена в рамках задания «Энзиматический син-
тез липонуклеотидов и установление их резистентности к дей-
ствию панкреатической фосфолипазы А2», утвержденного по-
становлением Бюро Президиума НАН Беларуси № 116 от 12 марта 
2019 г. «Об отдельных проектах фундаментальных и приклад-
ных научных исследований на 2019 год». 
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SYNTHESIS OF LIPONUCLEOTIDES USING BACTERIAL  
PHOSPHOLIPASE D
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Synthesis of series of conjugates of pharmacologically perspective modified 
nucleosides with phospholipid was carried out. Some of liponucleotides were 
received for the first time. As the donor of the phosphatidyl residue served soy bean 
lecithin. As the biocatalyst in reaction of a transphosphatidyation the phospholipase 
D isolated from earlier selected strain of Streptomyces netropsis BIM B-428 was 
used. The yield of reaction of synthesis of liponucleotide was 44–95 mol.% 
depending on an acceptor of the phosphatidyl residue. 

The procedure of allocation and cleaning of a phosphatidyl klofarabine by 
means of a chromatography on a column with silica gel allowed to receive 65 mg  
(~ 68 µmol) chromatographically pure phospholipid with the 68 mol.% yield 
counting on the modified nucleoside entered into reaction.
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оптимизация метода РЕКОМБИНЕРИИ  
ДЛЯ направленного МУТАГЕНЕЗа бактерий 

PSEUDOMONAS CORRUGATA 3ʹ

С. В. БУЙНИЦКАЯ, Н. Н. ПИЛИПЕНОК,  
Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
sveta_ts94@mail.ru

Осуществлен направленный инактивационный мутагенез штамма Pseudo
monas corrugata 3ʹ путем рекомбинерии. Мишенью был выбран ген rfiA, коди-
рующий транскрипционный регулятор семейства LuxR. Первоначально rfiA 
заменяли кассетой канамицинрезистентности neoR / kanR с навесками инак-
тивируемого гена путем гомологичной рекомбинации, затем удаляли ген 
антибиотикорезистентности из хромосомной ДНК путем сайт-специфичной 
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рекомбинации, в результате чего получили укороченный нефункциональный 
ген rfiA. Удаление кассеты антибиотикорезистентности осуществили с помо-
щью плазмиды pLS3063, содержащей ген Cre-рекомбиназы. Было проверено 
влияние исходного и мутантного штамма на растения томата, в результате 
чего оказалось, что у мутантного штамма снизилась вирулентность, но не ис-
чезла полностью.

Введение. Фитопатогенные псевдомонады представляют со-
бой весьма разнородную группу бактерий. Это касается как их 
генетических или экологических особенностей, так и типов за-
болеваний, которые они вызывают [1]. Например, бактерии 
Pseudomonas corrugata, впервые описанные как возбудители не-
кроза сердцевины томата, также могут вызывать некроз сердце-
вины перца, стеблевую гниль хризантем, некроз сердцевины ге-
рани [2, 3] и наносить таким образом значительный экономиче-
ский ущерб.

После появления в начале 2000-х гг. данных о полных геном-
ных последовательностях различных псевдомонад [4–6] стало 
возможным проводить сравнительный анализ влияния различ-
ных генетических факторов на проявляемые фитопатогенные 
свойства. На данный момент наиболее используемыми подхода-
ми для анализа функции генов являются предсказание на осно-
ве гомологии, инактивационный мутагенез, повышение числа 
копий гена, а также транскриптомный анализ и секвенирование 
иммунопреципитированного хроматина (ChIP-seq) [7]. Не так 
давно появился более простой подход направленного изменения 
геномов бактерий под названием рекомбинерия [8]. Данный ме-
тод включает в себя ряд технических приемов по замене опреде-
ленных фрагментов ДНК хозяина на измененные с помощью го-
мологичной рекомбинации, которую осуществляют при участии 
экзогенных фаговых белков (RecE / RecT из Rac профага или 
Redαβδ из бактериофага λ) [8]. Согласно литературным данным, 
рекомбинерия была успешно использована для осуществления 
направленного мутагенеза бактерий Pseudomonas putida KT2440 
[9] и Pseudomonas syringae DC3000 [10]. Мы же решили опробо-
вать данный подход на близкородственном штамме бактерий – 
Ps. corrugata 3′.

Цель исследования – оптимизация метода направленного 
мутагенеза Ps. corrugata 3′ путем рекомбинерии.
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Материалы и методы. В работе использовали бактериаль-
ный штамм Ps. corrugata 3ʹ из рабочей коллекции фитопатоген-
ных микроорганизмов лаборатории «ЦАГИИ» Института ми-
кробиологии НАН Беларуси, а также штаммы бактерий 
Escherichia coli XL1-Blue [11], E. coli S17-1 (λ-pir) [12]. Характери-
стика плазмид и праймеров для ПЦР, использованных в работе, 
приведены в табл. 1 и 2 соответственно.

Т а б л и ц а  1.  Характеристика плазмид, использованных в работе

Плазмида Характеристика

pUCP24/recT oriVColE1 reppRO1614 PnptII::recT aacC1(GmR) sacB; 7365 п. н.
pUCP24/recTE oriVColE1 reppRO1614 PnptII::recTE aacC1(GmR) sacB; 9023 п. н.
pLS1648 oriVR6K loxP-neo-loxP кассета, ApR, KanR; 2537 п. н.

pLS3063
oriVRK2, xylS, Pm - λ Red (Gam, Beta, Exo), sacB, mekR, 
PmekA - cre, TcR; 14 159 п. н.

pJET1.2 oriVColE1 ApR PlacUV5 eco47IR; 2974 п. н.
pJQ200KS oriVp15A GmR lacZα sacB mob; 5370 п. н.

Т а б л и ц а  2.  Характеристика праймеров, использованных в работе

Название Последовательность (5’→3’) Tm, °С Мишень

loxP-rfimut-R tacaacgactattcccacatgttggcaaagtgat-
CGAAAAGTGCCACCTGCATCG*

58 Ген резистентно-
сти к неомицину 
и канамицину 
(neoR/kanR) 
на плазмиде 
pLS1648

loxP-rfimut-F catccagcggatgagcgagcggcgtccaccaa
tg-CCGAAGTTCCTATTCTCTAG*

49

loxP-F CCGAAGTTCCTATTCTCTAG 49
loxP-R CGAAAAGTGCCACCTGCATCG 58
rfi-chek-F CAGATGCACACTGAGTTG 48 Ген rfiA
rfi-chek-R GAATGGAGGGTCAGAATAC 46 Бактерии  

Ps. corrugata 3ʹ
cre-F ACGAGTGATGAGGTTCGC 51 Ген, кодирующий 

Cre-рекомбина-
зу, на плазмиде 
pLS3063

trfA-R CGAAGAGTTGCGAGGCAGC 58

pJET-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 49 Полилинкер 
плазмиды 
pJET1.2

pJET-R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 49

M13F CACGACGTTGTAAAACGAC 49 Полилинкер 
плазмиды 
pJQ200KS и др.

M13R GGATAACAATTTCACACAGG 49
	

П р и м е ч а н и е.  Строчными буквами обозначена последовательность, 
комплементарная гену rfiA бактерий Ps. corrugata 3′.
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Штаммы Ps.  corrugata и E.  coli выращивали при 28 и 37  °C 
соответственно. Бактерии культивировали на полноценном пи-
тательном агаре (ППА)(ГРМ-Агар, ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск) 
с добавлением дрожжевого экстракта (5 г/л) или в LB бульоне 
(Conda). В работе использовали коммерческие препараты анти-
биотиков в концентрациях (мкг/мл): гентамицин – 10, канами-
цин – 50, ампициллин – 100, тетрациклин – 30.

Выделение тотальной ДНК осуществляли с использованием 
набора «Нуклеосорб» комплектации А (кат. № 005а.2, ОДО 
«Праймтех») согласно прилагаемой инструкции. Плазмидную 
ДНК выделяли методом щелочного лизиса [13], а для последую-
щего секвенирования – с помощью набора реактивов «GeneJET™ 
Plasmid Miniprep Kit», (K0502, «Thermo Fisher Scientific»). Ре-
стрикцию плазмидной ДНК и лигирование проводили с помо-
щью коммерческих ферментов («Thermo Fisher Scientific») в ус-
ловиях, рекомендуемых фирмой-изготовителем. Из агарозного 
геля целевые фрагменты ДНК выделяли с использованием набо-
ра реактивов «GeneJET™ Gel Extraction Kit» (K0691, «Thermo 
Fisher Scientific»). Осаждение и концентрирование ДНК из вод
ных растворов осуществляли с помощью этилового спирта  
и ацетата натрия [14]. Амплификацию ДНК проводили методом 
полимеразной цепной реакции [15] с использованием реактивов 
«Thermo Fisher Scientific», ОДО «Праймтех», Taq и Diamant HF 
ДНК-полимеразы производства Института микробиологии НАН 
Беларуси (http://mbio.bas-net.by/produkciya-i-uslugi/produkciya_5/
reagenty-dlya-pcr-diagnostiki) и амплификатора «SureCycler 8800 
Thermal Cycler» («Agilent Technologies»). Электрофоретический 
анализ ДНК осуществляли с использованием 0,8%-ной агарозы 
и ТАЕ-буфера, окрашивание нуклеиновых кислот проводили  
с помощью бромистого этидия (0,5 мкг/мл). Размер фрагментов 
ДНК устанавливали на основании их электрофоретической под-
вижности в агарозном геле, при этом использовали маркер моле-
кулярного веса GeneRuler™ DNA Ladder Mix, (SM0331, «Thermo 
Fisher Scientific»).

Сиквенс-анализ осуществляли с помощью автоматического 
секвенатора «4300 DNA Analyzer» («Li-COR Biosciences»). Для 
постановки секвенирующей реакции использовали меченые 
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флуоресцентной меткой Cy5.5 праймеры pJET-F, pJET-R, M13F  
и M13R производства ОДО «Праймтех», а также набор реакти-
вов «DNA Cycle Sequencing Kit» (PCR-401S, «Jena Bioscience») 
[16]. Результаты секвенирования анализировали с использова-
нием программного пакета eSeq V.3.1.10 («Li-COR Biosciences»), 
компьютерной программы BLASTn 2.9.0 (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov) и базы данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank).

Визуализацию генетических локусов и построение карт плаз
мид осуществляли с помощью программы SnapGene Viewer 4.3.

Электротрансформацию бактерий E. coli проводили соглас-
но методическим рекомендациям, изложенным в руководстве 
[15], а электротрансформацию Ps. corrugata 3ʹ – согласно мето-
дике, изложенной в руководстве [17], с использованием прибора 
«MicroPulser» («Bio-Rad»). Сепиолитную трансформацию кле-
ток псевдомонад осуществляли согласно методике, указанной  
в статье Родригеса-Белтрана с коллегами [17].

Химическую (кальциевую) трансформацию бактерий Ps. cor
rugatа  3ʹ [pUCP24/recTЕ] осуществляли следующим образом. 
Ночную культуру разводили в 20 раз и растили с аэрацией при 
28  °С до оптической плотности (λ = 600  нм), равной 0,3–0,4. 
Культуру охлаждали на льду 5–10 мин, затем осаждали клетки  
в течение 5 мин при 4500 g, добавляли 1 мл 0,1 М CaCl2, центри-
фугировали 5 мин при 4500 g, полученный осадок ресуспенди-
ровали в 100 мкл 0,1 М СаCl2, оставляли на 1 ч при 0 °С, после 
чего добавляли ДНК, перемешивали и оставляли на льду еще на 
30 мин. Затем проводили тепловой шок – 2 мин при 42  °С –  
и переносили на лед. Добавляли 1  мл бульона, инкубировали 
при 28  °С, после чего проводили высев на селективную среду  
с соответствующим антибиотиком.

Конъюгацию осуществляли следующим образом. Ночные 
культуры E.  coli S17-1 (λ-pir) [pJQ200KS::Rfi-Kan] и Ps.  corru
gata 3ʹ сгущали в 5 раз, смешивали в соотношении 1:1 и полу-
ченную смесь наносили на стерильные мембранные фильтры 
(Synpor 6, размер пор – 0,45 мкм), размещенные на поверхности 
ППА в чашках Петри. Скрещиваемые бактерии инкубировали  
в течение 2 сут при 30 °С, после чего клетки смывали физиоло-
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гическим раствором и высевали на селективные среды с соот-
ветствующими антибиотиками.

Исследование фитопатогенных свойств бактерий проводи- 
ли на растениях томата (Solanum lycopersicum) сорта Загадка. 
Ночную культуру Ps.  corrugata центрифугировали при 1400  g  
в течение 5  мин, ресуспендировали в 1  мл физиологического 
раствора и доводили полученную суспензию до значения опти-
ческой плотности (ОП600), равной 1; 0,1 и 0,01 ед. (1 ед. ОП600 со-
ответствует плотности клеток 2 × 108 КОЕ/мл, что было опреде-
лено методом серийных разведений с последующим высевом на 
ППА). Данную суспензию клеток объемом 10 мкл инокулирова-
ли в стебли растения при помощи шприца (84852, «Hamilton»). 
Проявление признаков заражения оценивали через 15 дней по-
сле инокуляции.

Результаты и обсуждение. Инактивационный мутагенез 
штамма Ps.  corrugata 3ʹ проводили путем рекомбинерии  
с использованием плазмид pLS1648, pLS3063, pUCP24/recT  
и pUCP24/recTE [9, 17], которые любезно предоставили нам зару-
бежные коллеги – доктор Брайан М. Свингле и Гуандонг Шанг. 
Мишенью был выбран ген rfiA, кодирующий транскрипционный 
регулятор семейства LuxR, регулирующий биосинтез и транс-
порт главных вирулентных факторов бактерий Ps.  corrugata – 
фитотоксинов липодепсипептидов. Таким образом, при инакти-
вации целевого гена возможно без труда обнаружить фенотипи
ческий эффект мутации, который будет заключаться в снижении 
фитопатогенных свойств изучаемых бактерий.

Согласно литературным данным [9, 17], для осуществления 
гомологичной рекомбинации в клетках Ps. syringae DC3000 до-
статочно трансформировать данный штамм фрагментом ДНК, 
фланкированным с обеих сторон последовательностями целево-
го гена размером около 10 п. н. Однако в данном случае эффек-
тивность рекомбинации невысока. Увеличение области гомоло-
гии, а также использование экзогенной фаговой рекомбиназы, 
кодируемой геном recT, значительно повышает эффективность 
рекомбинации. Поэтому с использованием праймеров loxP-rfimut 
мы амплифицировали фрагмент плазмидной ДНК pLS1648, со-
держащий ген резистентности к неомицину и канамицину (NeoR /  
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KanR), фланкированный фрагментами гена rfiA бактерий Ps. cor
rugata 3ʹ (рис. 1).

Данным ПЦР-продуктом путем электропорации трансфор-
мировали штамм Ps.  corrugata 3ʹ [pUCP24/recT] (плазмида со-
держит ген recT), однако ни одного трансформанта получено не 
было. Неоднократное повторение трансформации при варьиро-
вании ее условий (количество ДНК, время инкубации трансфор-
мантов) не увенчалось успехом.

Нами было сделано предположение, что рекомбинация не про
исходит либо из-за недостаточной «защищенности» ПЦР-про-
дукта в клетках Ps. corrugata 3ʹ (линейная ДНК подвергается дей
ствию экзонуклеаз), либо получаемых с помощью праймеров 
фрагментов гена rfiA (по 34 п. н. с обоих концов ПЦР-продукта) 
недостаточно для осуществления гомологичной рекомбинации 
в клетках именно данного штамма.

Для того, чтобы улучшить сохранность ПЦР-продукта в клет
ках Ps. corrugata 3 ,́ было проведено его лигирование с вектором 
pJET1.2 по сайту EcoRV. В результате образовалась плазмида 
pJET::KanRfi1 размером 4104 п. н., которую клонировали в клет-
ках E.  coli XL1-Blue, затем выделяли и подтверждали наличие 
искомой конструкции путем секвенирования ДНК. Плазмидой 
pJET::Kan-Rfi-1 неоднократно трансформировали компетентные 
клетки Ps. corrugata 3ʹ [pUCP24/recT], однако постоянно получа-
ли ложноположительные результаты – у выросших на ППА с ка-
намицином трансформантов не происходило замещения гена 
rfiA на кассету антибиотикорезистентности. Вероятно, на самой 
плазмидной ДНК pJET1.2 имеются области, гомологичные хро-
мосомной ДНК Ps. corrugata 3 ,́ по которым и происходила ре-
комбинация. Для повышения вероятности «правильной» гомо-
логичной рекомбинации было принято решение увеличить об-
ласть целевой гомологии.

же использование экзогенной фаговой рекомбиназы, кодируемой геном recT, 

значительно повышает эффективность рекомбинации. Поэтому с использова-

нием праймеров loxP-rfimut мы амплифицировали фрагмент плазмидной ДНК 

pLS1648, содержащий ген резистентности к неомицину и канамицину 

(NeoR/KanR), фланкированный фрагментами гена rfiA бактерий Ps. corrugata 3ʹ 

(рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Генетическая карта ПЦР-продукта Kan-Rfi 

 
Данным ПЦР-продуктом путем электропорации трансформировали 

штамм Ps. corrugata 3ʹ [pUCP24/recT] (плазмида содержит ген recT), однако ни 

одного трансформанта получено не было. Неоднократное повторение транс-

формации при варьировании ее условий (количество ДНК, время инкубации 

трансформантов) не увенчалось успехом. 

Нами было сделано предположение, что рекомбинация не происходит ли-

бо из-за недостаточной «защищенности» ПЦР-продукта в клетках Ps. corrugata 

3ʹ (линейная ДНК подвергается действию экзонуклеаз), либо получаемых с по-

мощью праймеров фрагментов гена rfiA (по 34 п.н. с обоих концов ПЦР-

продукта) недостаточно для осуществления гомологичной рекомбинации в 

клетках именно данного штамма. 

Для того, чтобы улучшить сохранность ПЦР-продукта в клетках 

Ps. corrugata 3ʹ, было проведено его лигирование с вектором pJET1.2 по сайту 

EcoRV. В результате образовалась плазмида pJET::Kan-Rfi-1 размером 

4104 п.н., которую клонировали в клетках E. coli XL1-Blue, затем выделяли и 

подтверждали наличие искомой конструкции путем секвенирования ДНК. 

Плазмидой pJET::Kan-Rfi-1 неоднократно трансформировали компетентные 

клетки Ps. corrugata 3ʹ [pUCP24/recT], однако постоянно получали ложнополо-

жительные результаты – у выросших на ППА с канамицином трансформантов 

Рис. 1. Генетическая карта ПЦР-продукта Kan-Rfi
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Чтобы получить ПЦР-продукт с канамициновой кассетой, 
фланкированный участками гена rfiA размером более 100 п. н., 
были выполнены дополнительные этапы работы.

Сначала с помощью Diamant-полимеразы и праймеров rfi-chek 
был амплифицирован ген rfiA бактерий Ps.  corrugata 3 .́ Полу-
ченный ПЦР-продукт лигировали с линеаризованным по EcoRV- 
сайту вектором pJET1.2, в результате чего получили конструк-
цию pJET::Rfi размером 3986 п. н., которую затем клонировали  
в клетках E. coli XL1-Blue, далее выделяли из них плазмидную 
ДНК и подтверждали наличие искомой конструкции путем ана-
литической рестрикции.

Далее плазмида pJET::Rfi была линеаризована по сайтам 
Eco0109I (образует «липкие» концы), HincII (образует «тупые» 
концы) и обработана «тупящим» ферментом (DNA Blunting 
Enzyme) из набора «CloneJET PCR Cloning Kit» («Thermo Fisher 
Scientific»). В результате данных манипуляций получили фраг-
мент вектора pJET::Rfi размером 3557 п. н., в котором отсутству-
ет внутренняя часть гена rfiA. Параллельно провели амплифика-
цию кассеты NeoR / KanR на матрице pLS1648 c помощью прай-
меров loxP-F, loxPR и Diamant-полимеразы, в результате чего 
получили ПЦР-продукт размером 1062  п. н., содержащий ген 
резистентности к неомицину и / или канамицину. ПЦР-продукт 
«Kan-loxP» лигировали с фрагментом вектора pJET::Rfi разме-
ром 3557 п. н., в результате чего получили плазмиду pJET::Rfi-
Kan-2 размером 4619 п. н. 

Конструкцию pJET::Rfi-Kan-2 клонировали в клетках E. coli 
XL1-Blue, выделяли плазмидную ДНК и проверяли путем ре-
стрикционного и сиквенс-анализа, по результатам которого 
была составлена точная генетическая карта конструкции (рис. 2). 
Оказалось, что при амплификации фрагмента плазмидной ДНК 
pLS1648 с обеих сторон от целевой последовательности кассеты 
антибиотикорезистентности отжегся праймер loxP-F.

На следующем этапе с матрицы pJET::Rfi-Kan-2 и с помощью 
праймеров rfi-chek амплифицировали ПЦР-продукт «Rfi-Kan-2» 
размером 1643 п. н., фланкированный фрагментами гена rfiA 
размером 147 и 291  п. н. Неоднократное трансформирование 
компетентных клеток бактерий Ps.  corrugata  3ʹ [pUCP24/recT] 
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как ПЦР-продуктом «Rfi-Kan-2», так и конструкцией pJET::Rfi-
Kan-2 и последующее инкубирование суспензии трансформан-
тов в течение различного времени не позволило получить ни од-
ной колонии трансформантов на селективной среде. Поэтому 
было решено для манипуляций в клетках псевдомонад попробо-
вать использовать мобилизуемый вектор pJQ200KS, являющий-
ся суицидным при росте на сахарозе [18]. 

На очередном этапе работы линеаризованный по SmaI-сайту 
вектор pJQ200KS был лигирован с ПЦР-продуктом «Rfi-Kan-2», 
в результате чего получили конструкцию pJQ200KS::Rfi-Kan 
(рис. 3) размером 7013  п. н., которую клонировали в клетках 
штамма E.  coli XL1-Blue, затем выделяли из них плазмидную 
ДНК и подтверждали наличие искомой конструкции путем ре-
стрикционного анализа.

Конструкцией pJQ200KS::Rfi-Kan электропорировали ком-
петентные клетки Ps. corrugata 3ʹ [pUCP24/recT], трансформан-
тов высевали на ППА с канамицином, однако ни одной колонии 
на селективной среде не сформировалось.

По литературным данным известно [17], что при наличии  
в клетках псевдомонад плазмиды pUCP24/recTЕ гомологичная 
рекомбинация может происходить более эффективно, чем при 
участии pUCP24/recT (в плазмиде pUCP24/recTЕ добавлен ген 
экзонуклеазы). Поэтому было решено попробовать провести ре-
комбинацию с использованием данной плазмиды. Клетки штам-
ма Ps. corrugata 3ʹ [pUCP24/recTЕ] были трансформированы кон-
струкцией pJQ200KS::Rfi-Kan как путем кальциевой трансфор-
мации, так и путем электропорации, но ни в одном из случаев 
нами не было получено ни единого трансформанта.

Поскольку после многочисленных попыток электротранс-
формации и химической трансформации псевдомонад нами не 
было получено рекомбинантных вариантов, мы решили прове-
сти эксперимент по сравнению эффективности трансформации 
псевдомонад различными доступными способами: трансформи-
ровали штамм Ps. corrugata 3ʹ конструкцией pUCP24/recT путем 
химической и сепиолитной трансформации, а также электропо-
рации. Эксперимент проводили дважды. В результате штамм 
Ps.  corrugata 3ʹ был трансформирован контрольной плазмидой 
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pUCP24/recT лишь путем электропорации (менее 10 трансфор-
мантов на 10 нг пДНК). Возможно, это связано с существовани-
ем у данного штамма активной системы рестрикции-модифика-
ции или других защитных механизмов от горизонтального пе-
реноса нуклеиновых кислот, которые эффективно деградируют 
чужеродную ДНК.

После многочисленных неудачных попыток трансформации 
бактерий Ps. corrugata 3ʹ было решено передать вектор в данный 
штамм путем полового процесса. Для этого нами был использован 
конъюгативный штамм E. coli S17-1 (λ-pir), который заранее транс
формировали конструкцией pJQ200KS::Rfi-Kan. Конъюгацию бак
терий Ps.  corrugata 3ʹ с E.  coli S17-1 (λ-pir) [pJQ200KS::Rfi-Kan] 
проводили на фильтрах, высевали трансконъюгантов на ППА  
с ампициллином и канамицином, после чего выросшие колонии 
рассевали на ППА с канамицином и 5%-ной сахарозой. Плазмида 
pJQ200KS содержит ген sacB, кодирующий левансахаразу, кото-
рая в присутствии сахарозы образует токсичное для псевдомонад 
соединение леван. Следовательно, на данной селективной среде 
формируются колонии только тех бактерий, которые потеряют 
плазмиду с геном sacB. Из полученных колоний выделяли тоталь-
ную ДНК и амплифицировали ее с помощью праймеров rfi-chek. 
В результате ПЦР в одном из образцов сформировался ПЦР-про-
дукт размером около 1600 п. н. (размер искомого ПЦР-продукта – 
1643 п. н.), предположительно свидетельствующий о вставке ка-
намициновой кассеты в ген rfiA. Таким образом, было сделано 
предположение, что путем конъюгации нам удалось передать до-
статочное количество инактивированной аллели гена rfiA в клет-
ки штамма Ps. corrugata 3ʹ и в результате гомологичной рекомби-
нации данная мутантная аллель заменила нативную. Получив-
шийся штамм был назван Ps. corrugata Kan.

Далее клетки Ps.  corrugata  Kan были трансформированы 
плазмидной ДНК pLS3063, содержащей ген сайт-специфичной 
Cre-рекомбиназы бактериофага Р1, которая осуществляет ре-
комбинацию по loxP-сайтам. Трансформантов высевали на ППА 
с тетрациклином. Для проверки наличия в полученных клетках 
искомой плазмиды выделяли тотальную ДНК и использовали ее 
в качестве матрицы при амплификации ДНК с помощью прай-
меров cre-F, trfA-R и rfi-chek. Результаты ПЦР показали, что  
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в клетках исследуемого штамма присутствует плазмида pLS3063, 
с участием Cre-рекомбиназы которой, вероятно, произошло уда-
ление кассеты NeoR / KanR, фланкированной loxP-сайтами, из 
хромосомной ДНК бактерий Ps.  corrugata Kan, поскольку раз-
мер ПЦР-продукта, полученного с помощью праймеров rfi-chek, 
составлял примерно 650 п. н. (расчетный – 661 п. н.).

Для элиминации плазмиды pLS3063 мутантный штамм был 
рассеян на ППА с сахарозой, после чего выросшую единичную 
колонию параллельно пересеяли на ППА, ППА с канамицином 
и ППА с тетрациклином. Колония бактерий выросла лишь на 
чашке с ППА. Для подтверждения утери клетками плазмиды 
pLS3063 из них была выделена тотальная ДНК и проведена ПЦР 
(праймеры cre-F, trfA-R), в результате которой специфицеского 
продукта получено не было.

Для анализа ПЦР-продукта, полученного с праймерами rfi-
chek на исследуемой матрице, провели его рестрикцию с помо-
щью фермента XbaI, в результате которой образовались фраг-
менты ДНК искомого размера (408 и 253 п. н.).

Таким образом, нами был получен мутантный штамм Ps. cor
rugata 3 ,́ лишенный фрагмента гена rfiA, – штамм Ps. corru
gata mut. Последовательные изменения в гене rfiA наглядно ото-
бражены на рис. 4 и 5.
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Рис. 4. Электрофореграмма ампликонов, полученных при ПЦР 
с праймерами rfi-chek и матрицей трёх штаммов псевдомонад 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 5. Схема, отражающая процесс мутагенеза бактерий Ps. corrugata 3ʹ 
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с матриц Ps. corrugata 3 ,́ Ps. corrugata Kan и Ps. corrugata mut соответственно
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Для окончательной проверки результатов направленного му-
тагенеза и более детального анализа полученной «шрамовой» по-
следовательности она была клонирована и секвенирована в соста-
ве вектора pJET 1.2. Оказалось, что экспериментально полученная 
нами последовательность полностью совпадает с последователь-
ностью, смоделированной при планировании мутагенеза. Следо-
вательно, штамм Ps. corrugata mut может экспрессировать только 
первых 97 кодонов гена rfiA, что составляет всего одну треть от 
нативного белка (288 аминокислотных остатков).

Поскольку штаммы Ps.  corrugata вызывают некроз сердце-
вины томатов, последним этапом работы стала фенотипическая 
проверка влияния мутантного штамма Ps. corrugata mut на дан-
ные растения.

При заражении растений томатов суспензиями бактерий  
Ps. corrugata 3ʹ и Ps. corrugata mut оказалось, что суспензии обоих 
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штаммов (как мутантного, так и исходного) с ОП600 = 0,01 не вы-
зывают развития у растений каких-либо реакций (рис. 6).
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более детального анализа полученной «шрамовой» последовательности, она 

была клонирована и секвенирована в составе вектора pJET 1.2. Оказалось, что 

полученная нами экспериментально последовательность полностью совпадает с 

последовательностью, смоделированной при планировании мутагенеза. Следо-

вательно, штамм Ps. corrugata mut может экспрессировать только первых 97 

кодонов гена rfiA, что составляет всего одну треть от нативного белка (288 ами-

нокислотных остатка). 

Поскольку штаммы Ps. corrugata вызывают некроз сердцевины томатов, 

последним этапом работы стала фенотипическая проверка влияния мутантного 

штамма Ps. corrugata mut на данные растения. 

При заражении растений томатов суспензиями бактерий Ps. corrugata 3ʹ и 

Ps. corrugata mut оказалось, что суспензии обоих штаммов (как мутантного, так 

и исходного) с ОП600 = 0,01 не вызывают развития у растений каких-либо реак-

ций (рис. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 6. Стебли растений томатов после заражения штаммами 

Ps. corrugata 3ʹ, Ps. corrugata mut (ОП600 0,01) 
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при заражении суспензиями штамма Ps. corrugata mut с соответствующими 

концентрациями клеток (рис. 7). 
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При заражении томатов суспензиями штамма Ps. corrugata 3ʹ 
с ОП600 = 0,1; 1 симптомы заболевания проявляются гораздо бо-
лее выражено, чем при заражении суспензиями штамма 
Ps. corrugata mut с соответствующими концентрациями клеток 
(рис. 7).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 7. Стебли растений томатов после заражения штаммами 

Ps. corrugata 3ʹ, Ps. corrugata mut с (ОП600 0,1 и 1) 
 

Следует отметить, что у мутантного штамма Ps. corrugata mut вирулент-

ность снизилась, однако не пропала полностью, что может свидетельствовать в 

пользу того, что транскрипционный регулятор RfiA контролирует экспрессию 

лишь ряда генов фитопатогенности у бактерий Ps. corrugata 3ʹ. 

Заключение. С помощью направленного мутагенеза впервые удалось по-

лучить безмаркерный мутант бактерий Ps. corrugata, что открывает перспекти-

вы по планомерному изучению генетических детерминант, ответственных за 

проявление фитопатогенных либо иных свойств данных бактерий, с помощью 

последовательной инактивации любого количества генов. 

Установлено, что при инактивационном мутагенезе бактерий 

Ps. corrugata 3ʹ методом рекомбинерии оптимально вводить изменённый аллель 

с помощью конъюгации, поскольку трансформация путем электропорации, с 

использованием сепиолита и химическая трансформация недостаточно эффек-

тивны для данных бактерий. 

Рис. 7. Стебли растений томатов после заражения штаммами Ps. corrugata 3 ,́ 
Ps. corrugata mut с (ОП600 0,1 и 1)
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Следует отметить, что у мутантного штамма Ps.  corrugata 
mut вирулентность снизилась, однако не пропала полностью, 
что может свидетельствовать в пользу того, что транскрипцион-
ный регулятор RfiA контролирует экспрессию лишь ряда генов 
фитопатогенности у бактерий Ps. corrugata 3 .́

Заключение. С помощью направленного мутагенеза впер-
вые удалось получить безмаркерный мутант бактерий Ps.  cor
rugata, что открывает перспективы по планомерному изучению 
генетических детерминант, ответственных за проявление фито-
патогенных либо иных свойств данных бактерий, с помощью 
последовательной инактивации любого количества генов.

Установлено, что при инактивационном мутагенезе бакте-
рий Ps. corrugata 3ʹ методом рекомбинерии оптимально вводить 
измененный аллель с помощью конъюгации, поскольку транс-
формация путем электропорации, с использованием сепиолита 
и химическая трансформация недостаточно эффективны для 
данных бактерий.
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Directed inactivation mutagenesis of the strain Pseudomonas corrugata 3ʹ was 
carried out by recombineering. The target was chosen to be the rfiA gene, encoding  
a transcriptional regulator of the LuxR family. Initially, rfiA was replaced with a neoR / 
kanR kanamycin resistivity cassette with weights of the inactivating gene by homo- 
logous recombination, then the antibiotic resistance gene was removed from chromo-
somal DNA by site-specific recombination, resulting in a shortened non-functional 
rfiA gene. Removal of antibiotic resistance cassette was performed using the plasmid 
pLS3063 containing the Cre recombinase gene. The effect of the initial and mutant 
strains on tomato plants was tested, as a result of which it turned out that the mutant 
strain has decreased virulence, but this feature did not completely disappear.
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СОЗДАНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ КОНСТРУКЦИИ  
ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ШТАММА-ПРОДУЦЕНТА  

ПУРИННУКЛЕОЗИДФОСФОРИЛАЗЫ,  
СЛИТОЙ С АННЕКСИНОМ-А5

А. Б. БУЛАТОВСКИЙ, И. С. КАЗЛОВСКИЙ,  
А. И. ЗИНЧЕНКО

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
zinch@mbio.bas-net.by

Одним из механизмов, позволяющих злокачественным опухолям укло-
няться от контроля со стороны иммунной системы пациента, является фор-
мирование в ложе опухоли под влиянием внеклеточного аденозина иммуно-
супрессирующего микроокружения. В результате настоящего исследования 
создана генетическая конструкция pET42a-PNP-AnxA5, необходимая для по-
лучения рекомбинантного штамма Escherichia coli – продуцента химерного 
белка, состоящего из человеческого аннексина-А5, способного селективно 
связываться с фосфатидилсерином, выстилающим поверхность опухолевых 
клеток, и гомологичной пуриннуклеозидфосфорилазы, которая способна рас-
щеплять молекулу аденозина. Имеются основания предполагать, что такой 
белок может «снимать тормоз» с собственного противоопухолевого иммуни-
тета человека и служить высокоэффективным препаратом для терапии широ-
кого круга онкологических заболеваний.

Введение. В Республике Беларусь, как и в других странах 
Европы, злокачественные новообразования являются второй 
причиной смертности населения после заболеваний сердечно- 
сосудистой системы [1]. К сожалению, такие канонические ме-
тоды терапии, как хирургия, облучение и химиотерапия, карди-
нально проблему борьбы с раком не решают [2–4]. В то же время 
редкие случаи спонтанной регрессии самых разнообразных он-
кологических заболеваний и поразительные успехи хирургов- 
энтузиастов начала прошлого столетия, излечивавших некото-
рые виды рака с помощью бактериальных лизатов [5–7], свиде-
тельствуют о том, что иммунная система человека располагает 
потенциальными возможностями ликвидировать как постоянно 
образующиеся единичные переродившиеся клетки, так и сфор-
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мировавшиеся опухоли на поздних стадиях развития. В боль-
шинстве случаев этого не наблюдается из-за того, что солидная 
опухоль формирует вокруг себя особое микроокружение, при 
попадании в которое противоопухолевые цитотоксические лим-
фоциты теряют активность. Важно подчеркнуть, что ключевым 
ингибитором противоопухолевого иммунитета является рибо-
нуклеозид аденозин, концентрация которого в микроокружении 
опухоли повышается при перерождении нормальной ткани во 
много раз [8].

В работе [9] нами высказана идея устранения ингибирующе-
го влияния аденозина на противоопухолевый иммунитет онко-
логических больных с помощью аденозиндеградирующих фер-
ментов, которые можно прицельно доставить в опухоль с помо-
щью белков, распознающих опухолевые клетки. В роли одного 
из таких белков может выступать аннексин-А5, экспрессирую-
щийся в плаценте человека. Он избирательно связывается с фос-
фатидилсерином, который появляется на поверхности большин-
ства клеток при опухолевом перерождении. 

Следует отметить, что нами уже создан штамм-продуцент 
химерного белка, представляющего собой аденозиндезаминазу 
Escherichia coli, слитую с аннексином-А5 [10]. Представлялось 
целесообразным располагать химерным белком, состоящим из 
аннексина-А5 и бактериальной пуриннуклеозидфосфорилазы 
(ПНФазы) – фермента, который расщепляет аденозин на пури-
новое основание и сахарофосфат и поэтому способен не только 
снижать содержание аденозина в микроокружении опухоли, но 
также применяться (в сочетании с препаратом «Флударабел») 
для так называемой пролекарственной терапии рака [11, 12]. 

Цель исследования – создание генетической конструкции, 
содержащей ген человеческого аннексина-А5, слитого с геном 
ПНФазы E. coli, что является необходимым этапом получения 
бактериального штамма, продуцирующего соответствующий хи
мерный белок.

Материалы и методы. В работе использовали штамм бак-
терий E. coli BL21(DE3) («Novagen», США) и коммерческие плаз-
миды pET12-PAPI («Addgene», США), pET42a(+) («Novagen», 
США).
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Ген ПНФазы (deoD; GeneID: LN832404) был выделен при по-
мощи полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием  
в качестве матрицы геномной ДНК E. coli BL21(DE3). Ген чело-
веческого аннексина-A5 (anxA5; GeneBank: NM_001154.3) был 
также выделен при помощи метода ПЦР с использованием в ка-
честве матрицы коммерческой плазмиды pET12-PAPI. Геном-
ную ДНК и плазмиды выделяли из клеток бактерий с помощью 
стандартного метода фенол-хлороформной экстракции. 

Реакционная смесь для ПЦР объемом 50 мкл содержала: 1 ед. 
активности X-SSO-ДНК-полимеразы [13], смесь 4 конониче- 
ских дезоксинуклеозидтрифосфатов (суммарно 200 мкмолей), 
по 20 пмоль прямого и обратного праймеров и 0,1 мкг ДНК.  
Амплификацию проводили по следующей программе: этап пред
денатурации (1 мин при 98 °С); 25 циклов амплификации  
(5 с при 98 °C; 5 с при 55 °C; 30 с при 72 °C); финальная элонга-
ция (1 мин при 72 °C). Использованные в работе олигонуклео-
тидные праймеры синтезированы ОДО «Праймтех» (Беларусь).

После амплификации генов провели выделение их из реак-
ционных смесей при помощи коммерческого набора «PCR Puri-
fication Kit» («Thermo Fisher Scientific», США) и подвергли элек-
трофоретическому разделению в 1%-ном агарозном геле.

Линеаризацию плазмиды pET42a(+) проводили методом 
ПЦР с использованием X-SSO-ДНК-полимеразы и праймеров:  
F (5ʹ-GAGCATCAC-CATCACCACCACTGATAAAGCAATTACTGA 
TATTGC-3ʹ) и R (5ʹ-GTTGT-GGACCACCACCGCCTTTGCTTG- 
GAT-3ʹ) [13]. Амплификацию осуществляли по программе: этап 
предденатурации (2 мин при 98 °С), 25 циклов амплификации  
(5 с при 98 °C; 5 с при 55 °C; 3 мин 25 с при 72 °C), финальная 
элонгация (3 мин при 72 °C).

Сборку линеаризованного вектора pET42a(+) и генов deoD  
и anxA5 проводили методом продолжительной перекрывающей-
ся ПЦР (ПП-ПЦР) [14], используя следующую программу: этап 
предденатурации (2 мин при 98 °C), 16  циклов амплификации  
(5 с при 98 °C; 5 с при 55 °C; 4 мин при 72 °C), финальная элонга-
ция (5 мин при 72 °C). В реакционную смесь вносили по 30 фен-
томолей каждого продукта. В результате была получена новая 
генетическая конструкция, представляющая собой плазмиду 
pET42a(+), содержащую гены ПНФазы и аннексина-А5. 
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Все перечисленные этапы клонирования контролировали 
путем электрофореза ДНК в 1%-ном агарозном геле при напря-
жении 3–4 В/см. Визуализацию результатов проводили при по-
мощи системы гель-документации Bio-Rad (США).

Результаты и обсуждение. По данным литературных источ-
ников и баз данных GenBank (США) и GenID (США), получены 
нуклеотидные последовательности гена аннексина-А5 anxA5 
(GeneBank: NM_001154.3), состоящего из 957 п. о., и гена ПНФазы 
E. coli deoD (GeneID: LN832404), состоящего из 732 п. о. Исполь-
зуя эти нуклеотидные последовательности, с помощью компью-
терной программы SnapGene подобраны четыре олигонуклео-
тидных праймера (таблица) и построена генетическая карта кон-
струкции, обозначенного нами pET42a-PNP-AnxA5 (рис. 1). 

Последовательности олигонуклеотидных праймеров

Праймер Назначение праймера

deoD_F
(5′-GTGGTGGTCCACAACGCTAC-
CCCA-CACATTAATG-3′);

Прямой праймер для амплифи-
кации гена deoD E. coli

deoD_R 
(5′-GATCCAGAACCGAGCCCTCTTTATC-
GCCCAGCAG-3′).

Обратный праймер для ам-
плификации гена deoD E. coli, 
содержит линкерный участок 
(подчеркнут)

anxA5_F 
(5′-GGCTCCGGTTCTGATCCCACAG-
GT-TCTCAGAGGCA-3′); 

Прямой праймер для ампли-
фикации гена anxA5, содержит 
линкерный участок  
(подчеркнут)

anxA5_R 
(5′-GGTGATGGTGATGCTCGT-
CATCTT-CTCCACAGAGCAG-3′).

Обратный праймер для ампли-
фикации гена anxA

Для снижения стерических препятствий между аннекси-
ном-А5 и ПНФазой к обратному праймеру к гену deoD и прямому 
праймеру к гену anxA5 был добавлен участок (размером 18 п. о., 
подчеркнут в таблице), кодирующий олигопептид, состоящий 
из поочередно повторяющихся аминокислотных остатков гли-
цина и серина. По литературным данным [15], этот пептид обра-
зует α-спираль, что позволяет отдалить субъединицы химерного 
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белка друг от друга и устранить возможные стерические пре-
пятствия для проявления их активности. 

Методом ПЦР с пользованием сконструированных прайме-
ров изолировали из геномной ДНК E. coli BL21(DE3) ген ПНФа-
зы, а из коммерческой плазмиды pET12-PAPI – ген аннексина-А5 
(рис. 2). 

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификаци генов deoD (1)  
и anxA5 (2)

Затем осуществили линеаризацию плазмиды pET42a(+) ме-
тодом ПЦР. Электрофореграмма линеаризованной плазмиды пред
ставлена на рис. 3.

Рис. 3. Электрофореграмма плазмиды pET42a(+) до (1)  
и после линеаризации (2) 
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Очищенные гены deoD и anxA5 и линеаризованная плазмида 
pET42a(+) собраны в одну генетическую конструкцию методом 
ПП-ПЦР. 

Клонирование гена с помощью ПП-ПЦР [14] требует нали-
чия в векторе и вставке перекрывающихся комплементарных 
участков. При проведении ПП-ПЦР вставка с вектором образует 
смесь линейных конкатемеров, содержащих различное количе-
ство повторов вставка-вектор. Данной смесью линейных молекул 
трансформируются клетки-реципиенты, в которых происходит 
рекомбинация и формирование кольцевой молекулы плазмиды, 
несущей вставку. Таким образом, гены deoD и anxA5, кодиру
ющие ПНФазу и аннексин-А5 соответственно, были встроены  
в линеаризованную плазмиду pET42a(+) (рис. 4). 

Рис. 4. Электрофореграмма полученных в работе кострукций: 1 – ген deoD;  
2 – ген anxA5; 3 – линеаризованная плазмида pET42a(+);  

4 – генетическая конструкция pET42a-PNP-AnxA5

Следует отметить, что ранее ПНФаза E. coli, слитая с аннек-
сином-A5 человека (правда, через другой, менее надежный лин-
кер), была получена исследователями США [16] для применения 
в пролекарственной терапии солидных опухолей. Мы планируем 
использовать данный химерный белок для другой цели, а имен-
но – разрушения аденозина, ингибирующего противоопухоле-
вый иммунитет онкологических больных (рис. 5).
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такой химерный белок для другой цели, а именно – разрушения аденозина, ин-

гибирующего противоопухолевый иммунитет онкологических больных (рис. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рис. 5. Схема реакции, катализируемой ПНФазой E. coli 
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ной белковой молекулы. Полученная плазмида может быть применена для пре-

паративного получения ПНФазы E. coli, слитой с человеческим аннексином-А5.  
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DEVELOPMENT OF A GENETIC CONSTRUCTION TO OBTAIN  
A STRAIN-PRODUCER OF PURINE NUCLEOSIDE  

PHOSPHORYLASE FUSED WITH ANNEXIN-A5

A. B. BULATOVSKI, I. S. KAZLOUSKI, A. I. ZINCHENKO

Institute of Microbiology, National Academy of Science, Minsk, Belarus,  
zinch@mbio.bas-net.by

One of the mechanisms that allows malignant tumors to shy away from control 
by the patient’s immune system is the formation of an immunosuppressive 
microenvironment in the tumor bed under the influence of extracellular adenosine. 
As a result of this study, the genetic construction pET42a-PNP-AnxA5 was deve
lopment, which is necessary for the production of the recombinant Escherichia coli 
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strain, which produces a chimeric protein consisting of human annexin-A5 (capable 
of selectively binding to phosphatidylserine lining the surface of tumor cells) and 
homologous purine nucleoside phosphorylase, able to break down adenosine 
molecules. There is a reason to believe that such a protein can “remove the brake” 
from a person’s own antitumor immunity and serve as a highly effective drug for 
the treatment of a wide range of oncological diseases.

Поступила в редакцию 16.04.2019

УДК 579.64+578.81

ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА  
БАКТЕРИОФАГОВ ФИТОПАТОГЕННЫХ БАКТЕРИЙ

Н. И. Гирилович, П. И. Орловская, Т. А. Пилипчук, 
М. А. МОНАРХОВИЧ, М. Н. Мандрик-Литвинкович,  

Э. И. КОЛОМИЕЦ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
microbio@mbio.bas-net.by

Выделены 10 бактериофагов, которые проявляют литическую активность 
в отношении фитопатогенных бактерий, относящихся к родам Pseudomonas, 
Dickeya, Xanthomonas. Изучена морфология негативных колоний и выявлены 
различия в их размерах. Установлено, что бактериофаги характеризуются 
широким спектром литического действия. Исследуемые изоляты бактерио-
фагов в перспективе могут быть использованы в качестве агентов биологиче-
ского контроля для борьбы с бактериальными заболеваниями сельскохозяй-
ственных растений. 

Введение. Фитопатогенные бактерии вызывают заболевания 
многих экономически важных культур растений и тем самым 
наносят урон сельскому хозяйству. Сложность контроля бакте-
риозов растений заключается в высокой изменчивости патоге-
нов, быстром увеличении их популяции в оптимальных условиях 
и развитии устойчивости к пестицидам, отсутствии эффектив-
ных химических средств защиты [1]. Вредоносные фитопатоген-
ные бактерии принадлежат к таким родам, как Pseudomonas, 
Ralstonia, Agrobacterium, Xanthomonas, Erwinia, Dickeya, Pecto-
bacterium, Clavibacter. Симптомы бактериальной инфекции раз-
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личных растений проявляются в виде пятнистости листьев, 
ожогов, некрозов, увядания, мягких гнилей, галлов. 

Для предотвращения развития бактериальных заболеваний 
растений известны различные агротехнические приемы – выра-
щивание устойчивых к болезням и вредителям сортов, соблюде-
ние севооборота, использование качественного семенного мате-
риала и т. д. Химический контроль заключается в использовании 
соединений на основе меди и антибиотиков, однако данный спо-
соб теряет свою эффективность из-за развития устойчивости бак
терий к таким веществам [2, 3]. Кроме того, продолжительное 
использование химикатов на основе меди может привести к на-
коплению ее в токсической концентрации в окружающей среде.

Одним из биологических методов защиты сельскохозяй-
ственных культур от бактериозов является использование бак-
териофагов – вирусов бактерий. Преимущество бактериофагов 
перед химическими средствами борьбы с бактериальными забо-
леваниями растений заключается в том, что они являются есте-
ственными компонентами экосистем, не оказывают негативного 
влияния на окружающую среду, обладают высокой специфич-
ностью в отношении патогенных бактерий, не токсичны для че-
ловека и животных. 

В различных исследованиях показана возможность исполь-
зования бактериофагов в борьбе с фитопатогенными бактериями. 
Например, отмечено снижение распространения мягкой гнили 
до 30–70 % на ломтиках картофеля, инокулированных бактери-
офагами и патогеном Dickeya solani [4]. Растения томата, обра-
ботанные фагом ΦRSL1, не проявляли симптомов бактериально-
го увядания, в то время как все растения из контроля были пора-
жены фитопатогенной бактерией Ralstonia solanacearum [5].  
В условиях защищенного грунта обработка растений томата 
смесью бактериофагов снижала заболеваемость бактериальной 
пятнистостью (возбудитель заболевания – Xanthomonas campestris 
pv. vesicatoria) на 30–62 % [6]. Бактериофаги ΦEa 1337-26 и ΦEa 
2345 уменьшали инфекцию, вызванную Erwinia amylovora, в опы
тах на цветках груши на 84 и 96 % соответственно [7]. Более  
80  % рассады латука, обработанной суспензией фага РР1, не про
являли симптомов заболевания, вызываемого Pectobacterium 
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carotovorum subsp. сarotovorum [8]. Исследование активности 
эндолизинов бактериофагов CMP1 и CN77 показало высокую 
специфичность их действия в отношении Clavibacter michigan-
ensis subsp. michiganensis и C. michiganensis subsp. nebraskensis 
соответственно [9]. 

Бактериофаги широко распространены в природе и обнару-
живаются там, где встречаются бактерии [10]. Вирусы бактерий 
могут быть выделены из почвы, водных источников, раститель-
ного материала. 

Одним из критериев отбора фагов, перспективных для ис-
пользования в качестве агентов биологического контроля, явля-
ется их вирулентность. При инфицировании бактериальных клеток 
вирулентными фагами происходит лизис бактерий с высвобо-
ждением потомства фаговых частиц, способных заражать дру-
гие клетки. В случае умеренных бактериофагов инфекция не 
заканчивается разрушением бактерий, а фаговый геном встраи-
вается в бактериальную хромосому или сохраняется как плаз-
мида. Такие фаги могут существовать внутри клетки в неактив-
ной форме, сохраняя способность стать вирулентными. Кроме 
того, умеренные бактериофаги могут переносить бактериаль-
ные гены, в том числе отвечающие за вирулентные свойства фи-
топатогенных бактерий [11]. 

Не менее важным является спектр бактерий-хозяев, который 
бактериофаги могут заражать и лизировать. Специфичность 
взаимодействия бактериофагов в том, что бактерия-хозяин по-
зволяет создать препарат на основе фагов, обладающих литиче-
ским действием в отношении известных патогенных штаммов, 
которые вызывают конкретное заболевание растений. Использо-
вание в одном препарате нескольких бактериофагов дает воз-
можность избежать появления фагоустойчивых бактерий.

Исходя из вышеизложенного, использование бактериофагов 
в качестве агентов биологического контроля фитопатогенных 
бактерий является перспективным с учетом тенденций экологи-
зации земледелия. 

Цель исследования – выделение из природных источников 
вирулентных бактериофагов к фитопатогенным бактериям, вы-
зывающим заболевания сельскохозяйственных растений.
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Материалы и методы исследования. В качестве индика-
торных культур в работе использовали фитопатогенные бакте-
рии родов Dickeya, Clavibacter, Pseudomonas, Xanthomonas, Pec-
tobacterium из Белорусской коллекции непатогенных микроор-
ганизмов и рабочих коллекций Института микробиологии НАН 
Беларуси. Бактерии выращивали на агаризованной среде на ос-
нове гидролизата рыбной муки (ГРМ-агар) при 28–30 °C в тече-
ние 24–48 ч. Для получения глубинной культуры использовали 
бульон на основе гидролизата рыбной муки (ГРМ-бульон).

Материалом для выделения бактериофагов служили образ-
цы почвы, отобранные в местах выращивания овощных культур 
в условиях открытого и защищенного грунта (Минская и Грод-
ненская обл.), растений (огурец, томат) с признаками бактери-
ального поражения и без них, а также искусственные субстраты 
(минеральная вата) и растворы, применяемые в теплицах с ги-
дропонной технологией выращивания томатов.

Для выделения бактериофагов использовали метод обогаще-
ния. Растительный материал предварительно гомогенизировали 
в ГРМ-бульоне. Растворы, суспензии почвенных, растительных 
образцов, искусственных субстратов центрифугировали при 
6000 g в течение 20 мин. Надосадочную жидкость в объеме 10 мл 
вносили в колбы с 10 мл стерильного ГРМ-бульона, добавляли 
0,2 мл 18–20-часовой культуры соответствующей индикаторной 
бактерии. Полученную смесь инкубировали 24 ч, затем центри-
фугировали при 6000 g в течение 20 мин, супернатант пропуска-
ли через фильтр с диаметром пор 0,2 мкм и проверяли на нали-
чие фагов методом агаровых слоев. Для этого смешивали 0,1 мл 
исследуемой суспензии и 0,2 мл чувствительной культуры бак-
терий, вносили в 3 мл 0,7%-ного ГРМ-агара, расплавленного  
и остуженного до 45–50 °C, перемешивали и распределяли по 
поверхности 1,5%-ного ГРМ-агара. Посевы инкубировали в те-
чение 24–48 ч при 28–30 °C и анализировали появление негатив-
ных колоний фага на бактериальном газоне. 

Чистые линии бактериофагов получали путем 5 последова-
тельных пассажей из морфологически однородных негатив- 
ных колоний: единичные негативные колонии помещали в 1 мл 
ГРМ-бульона, добавляли 10 мкл хлороформа, центрифугирова-
ли, супернатант высевали на чашки методом агаровых слоев.
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Для получения фаголизатов бактериальную культуру штам-
ма-хозяина, находящуюся в экспоненциальной фазе роста, зара-
жали фагом в соотношении 1:10 и культивировали до наступле-
ния лизиса бактериальной культуры, центрифугировали при 6000 g 
в течение 20 мин и пропускали через мембранный фильтр с диа-
метром пор 0,2 мкм. Лизаты бактериофагов хранили при 4 °C. 

Для определения титра бактериофагов предварительно гото-
вили серию десятикратных разведений фаголизатов и из соот-
ветствующих разведений засевали на чашки методом агаровых 
слоев. После 24 ч инкубирования при 28–30 °C проводили под-
счет негативных колоний. Среднее число колоний умножали на 
фактор разведения с учетом объема высеваемой пробы и полу-
чали число фаговых частиц, содержащихся в 1 мл. 

Определение спектра литического действия бактериофагов 
осуществляли нанесением 5 мкл лизата фага на бактериальный 
газон, чашки инкубировали при 28–30°C и после 18–24 ч отме-
чали наличие зоны лизиса клеток бактерий в месте нанесения 
фаголизата. 

Статистическую обработку и анализ результатов осущест-
вляли, используя пакет программ Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение. Бактериофаги являются есте-
ственными обитателями экосистем и подвержены воздействию 
таких факторов окружающей среды, как температура, кислот-
ность, УФ-излучение [2]. Для увеличения шансов обнаружения 
бактериофагов, которые могут присутствовать в изначально низ
кой концентрации, при исследовании 34 образцов (почва, расти-
тельный материал, питательные растворы и искусственные суб-
страты) применяли метод обогащения, основанный на способ-
ности фагов к размножению в присутствии восприимчивых 
бактерий. В результате было выделено 10 изолятов бактериофа-
гов на следующих индикаторных культурах: Pseudomonas syrin-
gae БИМ B-268 – 4 (PsP1, PsP2, PsP3, PsP4), Dickeya dadantii 
А3937 – 1 (DdN1), Xanthomonas phaseoli БИМ B-279 – 4 (XpN1, 
XpN2, XpN3, XpN4), Pseudomonas corrugatа 3′ – 1 (PcN1). Боль-
шинство фагов получено из почвенных образцов. В плодах то-
мата с признаками бактериального поражения и в образце ис-
кусственного субстрата из теплицы с гидропонной технологией 
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выращивания также содержались фаги. С поверхности растений 
(листья, стебли огурца и томата) фаги выделить не удалось. Из 
литературных данных известно, что главным фактором, уча-
ствующим в снижении популяции бактериофагов в филлосфере 
растений, является инактивация УФ-излучением [12]. 

После получения чистых линий фагов исследовали морфо-
логию негативных колоний, которые представляют собой зоны 
лизиса, образующиеся в результате действия фага на бактери-
альный газон чувствительной культуры.

Характеристика морфологических признаков выделенных фа
гов приведена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1.  Морфология негативных колоний  
выделенных бактериофагов

Источник
выделения

Фаг Морфология негативных колоний

Диаметр, мм Описание Вид

Плод томата
(Московская обл.) PsP1 5–6 прозрачные,  

край четкий 

Плод томата
(Московская обл.) PsP2 6–7 прозрачные,  

край четкий

Почва 
(Гродненская обл.) PsP3 1–2 прозрачные,  

край четкий

Минеральная вата 
(Московская обл.) PsP4 3 прозрачные,  

край четкий
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Источник
выделения

Фаг Морфология негативных колоний

Диаметр, мм Описание Вид

Почва
(Минская обл.) DdN1 2 прозрачные,  

край четкий

Почва
(Минская обл.) PcN1 2 прозрачные,  

край четкий

Почва
(Минская обл.) XpN1 5 прозрачные,  

край четкий

Почва
(Минская обл.) XpN2 1 прозрачные,  

край четкий

Почва
(Минская обл.) XpN3 0,5–1 прозрачные,  

край четкий

Почва
(Минская обл.) XpN4 3–4 прозрачные,  

край четкий

При изучении морфологии негативных колоний отмечено, 
что все бактериофаги формировали на соответствующих инди-
каторных бактериях прозрачные зоны лизиса, что является ти-
пичным для вирулентных фагов. Размер негативных колоний 
варьировал от 0,5 до 7 мм в диаметре: данный параметр позво-
ляет выделить крупные (PsP1, PsP2, XpN1), средние (XpN4, PsP4) 
и мелкие (PsP3, PcN1, DdN1, XpN2, XpN3) колонии. 

Окончание табл. 1
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Для дальнейших исследований каждый бактериофаг был раз-
множен на индикаторной культуре. Содержание фаговых частиц 
в фаголизатах находилось в пределах 1,5 × 109 – 3,4 × 1010 БОЕ/мл, 
при этом максимальный титр отмечен для бактериофага PsP1: 
DdN1 – 1,5 × 109, PcN1 – 2,1 × 109, PsP1 – 3,4 × 1010, PsP2 – 2,0 × 1010, 
PsP3 – 9,8 × 109, PsP4 – 1,4 × 1010, XpN1 – 1,9 × 1010, XpN2 – 1,7  × 1010, 
XpN3 – 9,5 × 109, XpN4 – 1,5 × 1010 БОЕ/мл.

Спектр литического действия, определяющий способность 
заражать и лизировать определенный круг бактерий, является 
одной из основных биологических характеристик бактериофагов. 
По данному признаку бактериофаги делятся на специфические  
и поливалентные. Активность изолятов бактериофагов тестиро-
вали на фитопатогенных штаммах бактерий родов Dickeya, Cla
vibacter, Pseudomonas, Xanthomonas, Pectobacterium (табл. 2).

Как видно из приведенных данных, бактериофаги PsP1, PsP2 
характеризуются узкой специфичностью действия по сравне-
нию с другими фагами и лизируют только бактерию-хозяина 
(штамм P. syringae БИМ B-268). Изоляты PsP3, PsP4 образовыва-
ли зоны лизиса только на штаммах одного вида P. syringae. Бак-
териофаг PcN1 был активен в отношении 3 тест-объектов –  
P. syringae БИМ B-268, P. сorrugatа 3′, P. сorrugatа БИМ B-673. 
Отмечено, что 5 из 10 выделенных бактериофагов обладали ли-
тическим действием в отношении бактерий, относящихся к раз-
ным родам. Так, изолят DdN1 лизировал клетки Dickeya и Pseu-
domonas, изоляты XpN1, XpN2, XpN3, XpN4 – Xanthomonas  
и Pseudomonas. Бактериофаги XpN1, XpN2 обладали одинаковым 
спектром литического действия – бактерия-хозяин X. phaseoli 
БИМ B-279 и 4 штамма P. syringae. Бактериофаг XpN3 формиро-
вал зоны лизиса на 2 штаммах X. campestris, а также X. phaseoli 
БИМ B-279 и P. syringae БИМ B-268. Под действием фага XpN4 
зоны лизиса образовывались на газоне 6 тест-объектов, включая 
4 штамма Pseudomonas syringae, штамм X. phaseoli БИМ B-279  
и X. campestris БИМ B-634. На основании полученных данных 
бактериофаги, выделенные к Pseudomonas corrugatа 3′, Dickeya 
dadantii А3937, Xanthomonas phaseoli БИМ B-279, можно отнести 
к поливалентным.
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Таким образом, на данном этапе изучения выделенных бак-
териофагов отмечены различия не только в морфологии нега-
тивных колоний, но и в спектре литического действия. Получен-
ные бактериофаги, в особенности DdN1, PcN1, XpN1, XpN2, 
XpN3, XpN4, активные в отношении фитопатогенных бактерий 
разных видов, перспективны для использования в составе био-
препаратов.

Т а б л и ц а  2.  Спектр литического действия выделенных бактериофагов 

Штамм
 бактерий

Изолят бактериофага

DdN1 PcN1 PsP1 PsP2 PsP3 PsP4 XpN1 XpN2 XpN3 XpN4

D. dadanti А3937 + – – – – – – – – –
P. corrugatа 3′ – + – – – – – – – –
P. сorrugatа
БИМ B-673 – + – – – – – – – –

P. syringae БИМ 
B-268 + + + + + + + + + +

P. syringae БИМ 
B-267 – – – – + + + + – +

P. syringae БИМ 
B-266 – – – – + + + + – +

P. syringae БИМ 
B-239 – – – – + + + + – +

X. phaseoli 
БИМ B-279 – – – – – – + + + +

X. campestris 
БИМ B-829 – – – – – – – – + –

X. campestris 
БИМ B-634 – – – – – – – – – +

X. campestris 
БИМ B-259 – – – – – – – – + –

C. michiganensis 
БИМ B-357 – – – – – – – – – –

P. carotovorum 
БИМ B-560 – – – – – – – – – –

P. wasabiae
БИМ B-88 – – – – – – – – – –

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «+» – наличие зон лизиса бактерий,  
«–» – отсутствие зон лизиса бактерий.
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Заключение. Получены 10 изолятов бактериофагов, облада-
ющих литической активностью в отношении фитопатогенных 
бактерий родов Pseudomonas, Dickeya, Xanthomonas. Выделен-
ные фаги на газоне бактерий-хозяев формировали прозрачные 
негативные колонии диаметром от 0,5 до 7 мм с четкими края-
ми. Изоляты бактериофагов отличались по спектру инфицируе-
мых бактерий. Выявлены изоляты бактериофагов, которые ли-
зировали только бактерию-хозяина (PsP1, PsP2), с узким спек-
тром действия (PsP3, PsP4), а также обладающие литическим 
действием в отношении бактерий, принадлежащих к разным 
видам одного и разных родов. Для дальнейших исследований 
интерес представляют фаги с более широким спектром литиче-
ского действия. 
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Ten bacteriophages showing lytic activity towards phytopathogenic bacteria  
of genera Pseudomonas, Dickeya, Xanthomonas have been isolated. The morpho
logy of negative colonies was studied and differences in their sizes were found. It 
has been established that bacteriophages are characterized by a different spectrum 
of lytic action. The bacteriophage isolates can be used as biological control agents 
to combat bacterial diseases of agricultural plants. 
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ПОЛУЧЕНИЕ ШТАММА ESCHERICHIA COLI –  
ПРОДУЦЕНТА ГОМОЛОГИЧНОЙ  

ГЛИЦЕРОЛКИНАЗЫ

О. Д. ДЕМЕШКО, Т. В. СЕМАШКО, И. С. КАЗЛОВСКИЙ,  
А. И. ЗИНЧЕНКО, А. Г. ЛОБАНОК 
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Сконструирован штамм Escherichia coli pGlpK – продуцент гомологич-
ной глицеролкиназы, содержащей октагистидиновый олигопептид на С-кон-
це молекулы фермента. Данная структура белка позволяет выделять его из 
клеточного лизата в одну стадию с использованием металл-аффинной хрома-
тографии на смоле Ni2+-NTA. Показано, что созданный штамм продуцирует 
глицеролкиназу в количестве 70 мг с 1 л культуральной жидкости, при этом 
чистота ферментного препарата составила более 95 %. Показано, что фермент 
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способен к катализу реакции фосфорилирования глицерола, что дает основа-
ния использовать его как один из компонентов в каскадной реакции опреде-
ления глицерола и триглицеридов.

Введение. Важной задачей аналитической биотехнологии 
является определение концентрации глицерола. Это связано  
с использованием данного соединения в различных отраслях 
промышленности. Глицерол – один из метаболитов спиртового 
брожения, определяющий вкусовые качества напитков и пище-
вых продуктов [1]. Его используют при производстве взрывча-
тых веществ, косметических средств, лекарственных препара-
тов. С необходимостью детекции глицерола и триглицеридов  
в крови человека связано выявление патологий липидного обме-
на, как приводящих к различным заболеваниям, так и осложня-
ющих течение уже имеющихся [2].

Глицеролкиназа (ГК) является одним из ключевых фермен-
тов, используемых при определении глицерола и триглицеридов. 
Обычно она применяется в сочетании с липазой, глицерол-3- 
фосфатоксидазой и пероксидазой [2].

ГК (КФ 2.7.1.30; АТФ: глицерол-3-фосфотрансфераза) – фер-
мент класса трансфераз, семейства фосфотрансфераз, который 
катализирует перенос фосфатной группы от аденозинтрифосфа-
та (АТФ) на глицерол с получением глицерол-3-фосфата и аде-
нозиндифосфата (рис. 1). 

Встречается в печени, почках и других органах и тканях по-
звоночных животных. Фермент обнаруживается также у многих 
видов микроорганизмов, таких как Cellulomonas sp., Haloferax 
volcanii, Mycobacterium sp., Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus 
rhamnosus, Thermus flavus, Candida mycoderma, Saccharomyces 
cerevisiae, Escherichia coli и др. [3–10].
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Рис. 1 Схема реакции фосфорилирования глицерола, катализируемой ГК
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Гены ГК E. coli, Bacillus subtilis, S. cerevisiae, T. flavus, Flavo-
bacterium meningosepticum и человека были клонированы в E. coli 
и определены первичные структуры белка ГК [6, 7, 9–14]. Уста-
новлено, что аминокислотные последовательности данного фер-
мента у разных микроорганизмов в высокой степени гомологичны. 
Максимальные различия отмечены между ГК E. coli и человека 
(идентичность аминокислотных последовательностей составля-
ет 51 %). Следует отметить, что синтезируемые различными ми-
кро- и макроорганизмами ферменты имеют существенные отли-
чия по физико-химическим свойствам, но практически не отли-
чаются по кинетическим параметрам (сродство к глицеролу, 
скорость катализа). Вероятно, это связано с тем, что ГК является 
ключевым ферментом в метаболизме глицерола, и поэтому пер-
вичная структура, определяющая его важные функциональные 
свойства, в процессе эволюции не подвергалась значительным 
изменениям.

Востребованность ГК для детекции глицерола и триглице-
ридов в различных отраслях медицины и промышленности обу-
славливает необходимость получения новых высокоактивных 
штаммов-продуцентов данного фермента. Поэтому все чаще при
бегают к использованию методов генной инженерии.

Цель исследования – получение рекомбинантного штамма 
E. coli − продуцента ГК. 

Материалы и методы. В работе использовали ДНК E. сoli 
К12, штамм Е. coli BL 21 (DE3) («Novagen», США), плазмиду 
pET42a(+) («Novagen», США).

Геномную ДНК E. сoli К12 выделяли с помощью коммерче-
ского набора QIAamp DNA Mini Kit («Qiagen», США). 

Конструирование вектора для экспрессии гена ГК штамма  
E. сoli К12 (glpK ID: 948423), нуклеотидная последовательность 
которого представлена в GenBank, осуществляли методом про-
должительно перекрывающейся ПЦР (ПП-ПЦР) [16]. 

Для выделения glpK E. сoli К12 с использованием программ-
ного обеспечения UGENE 1.22 («UniPro», Россия) подобраны 
праймеры:  glpK_E_F  (5′-gtggtggtccacaacatgactgaaaaaaaatatatcgttg
cg  -3′)  и  glpK_E_R  (5′-  ggatccagaaccggagccttcgtcgtgttcttcccac -3′). 
На 5′-конце праймеров добавлены последовательности, компле-
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ментарные плазмиде pET42a (+). Амплификацию glpK осущест-
вляли по следующей программе: этап предденатурации – 30 с 
при 98 °С; 24 цикла амплификации: 5 с при 98 °С, 5 с при 55 °С, 
45 с при 72 °С; финальная элонгация – 45 с при 72 °С.

Для линеаризации коммерческой плазмиды pET42a(+) ис-
пользовали праймеры: pET42linF (5′-catatgtatatctccttcttaaagttaaac
aaaattatttctagag-3′) и pET42linR (5′-gagcatcaccatcaccaccaccaccactaa
ttg-3′). Амплификацию вектора осуществляли по программе: этап 
предденатурации – 30  с при 98 °С; 30 циклов амплификации: 
10 с при 98 °С, 15 с при 55 °С, 3 мин при 72 °С; финальная элонга-
ция – 3 мин 25 с при 72 °С. 

Дальнейшую сборку экспрессионного вектора с геном про-
водили по следующей программе: этап предденатурации – 30 с 
при 98 °С; 16 циклов амплификации: 7 с при 98 °С, 7 с при 55 °С, 
4 мин 30 с при 72 °С; финальная элонгация – 5 мин при 72 °С, 
используя линеаризованную плазмиду pET42a(+) и ген glpK в эк-
вимолярных количествах.

Электрофорез амплификатов проводили в 1%-ном агарозном 
геле в ТAE-буфере при напряжении 3–4 В/см. В качестве марке-
ра молекулярных масс фрагментов ДНК использовали 
«GeneRuler DNA Ladder Mix» («Thermo Fisher Scientific», США).

Сконструированным вектором, содержащим ген glpK, транс-
формировали компетентные клетки E. coli BL 21 (DE3). Отбор 
трансформантов проводили на питательной среде Luria–Bertani 
(LB) (в процентном соотношении: триптон – 1,0; дрожжевой экс-
тракт – 0,5; агар-агар – 2,0; хлорид натрия – 1,0) [15], используя  
в качестве селективного маркера канамицин в конечной концен-
трации 100 мкг/мл.

Для анализа трансформантов на наличие плазмид, содержа-
щих целевые «вставки», часть одиночной колонии отбирали при 
помощи стерильного наконечника и вносили в 50 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей 67 мМ Трис-HCl (pH 8,3), 17 мМ (NH4)2SO4, 
2 мМ MgCl2, 0,02 % Твин-20, смесь дНТФ (каждого в кон- 
центрации 0,2  мМ) и 1  ед. Diamant-ДНК-полимеразы. В ка- 
честве ДНК-затравки использовали праймеры (по  10 пмоль)  
к последовательности T7-промотора (T7p 5′-taatacgactcactataggg-3′) 
и последовательности, кодирующей целевой белок (glpK_E_R). 



Микробный синтез биологически активных соединений...	 85

ПЦР проводили по следующей программе: этап начальной дена-
турации – 2 мин при 98 °С; 25 циклов амплификации: 5 с при 
98 °С; 5 с при 55 °С; 45 с при 72 °С; финальная элонгация − 1 мин 
при 72 °С.

Выделение и очистку ферментного белка осуществляли ме-
тодом металл-аффинной хроматографии с последующим диали-
зом. Для этого клетки трансформантов выращивали глубинно 
на среде LB (температура культивирования − 37 °С, обороты вра
щения платформы шейкера-инкубатора 250 об/мин), содержащей 
антибиотик канамицин (100 мкг/мл), до оптической плотности 
0,6 (λ = 600 нм), затем проводили индукцию синтеза белка пу-
тем внесения 0,5мМ изопропил-β-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 
и продолжали культивирование в течение 3 ч. После культиви-
рования клетки осаждали центрифугированием, ресуспендиро-
вали в буфере, содержащем 50 мМ NaH2PO4, 300 мМ NaCl и 20 мМ – 
имидазол (pH 8,0). Затем их подвергали ультразвуковой дезин-
теграции на приборе «Sonifier-450» («Branson», США) при 
следующих режимах: мощность – 0,05 кВт; температура – 4 °С; 
продолжительность – 600 импульсов по 0,5 с. Клеточный лизат 
центрифугировали при 60 000 g в течение 30 мин. Надосадоч-
ную фракцию клеточного лизата, содержащую целевой белок, 
наносили на хроматографическую колонку со смолой Ni2+-NTA 
(«Qiagen», США). Белок элюировали буфером, содержащим  
50 мМ NaH2PO4, 300 мМ NaCl и 500 мМ имидазол (рН 8,0). По-
лученные в результате металл-аффинной хроматографии образ-
цы анализировали с помощью SDS-полиакриламидного гель- 
электрофореза. В качестве маркера молекулярных масс (кДа) 
белков использовали BlueEye Prestained Protein Marker («Jena 
Bioscience», Германия). Диализ полученного раствора фермента 
проводили против 100-кратного объема 50мМ Трис-НСl буфера 
(рН 8,0), содержащего 1мM β-меркаптоэтанол, 1мM ЭДТА и 10%-ный 
глицерол.

Качественный анализ способности ГК фосфорилировать 
глицерол осуществляли с помощью метода тонкослойной хро-
матографии. Реакционную смесь, содержащую 60 мМ Трис-НСl 
буфер (рН 8,0), 10 мМ MgCl2, 10 мМ АТФ, 10%-ный глицерол  
и фермент ГК, инкубировали при 37  °С в течение 60 мин. Из 
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анализируемых образцов каждые 10 мин отбирали аликвоты  
(5 мкл), которые наносили на силикагелевые пластины («Merck 
KGaA», Германия) для тонкослойной хроматографии. Хромато-
графию проводили в системе растворителей диоксан:аммиак:во-
да (9:1:6). Расположение пятен продуктов реакции определяли  
в УФ-свете. 

Результаты и их обсуждение. Использование в данной ра-
боте генетического вектора pET42a(+) было обусловлено его вы-
сокоэффективной экспрессионной способностью в штаммах  
E. сoli. Вышеуказанный вектор содержит последовательности 
сильного индуцибельного Т7-промотора, с которого осущест-
вляется синтез мРНК ДНК-зависимой РНК-полимеразой бакте-
риофага Т7, октагистидиновый олигопептид, который в после-
дующем позволяет упростить процесс очистки целевого белка, 
Т7-терминатор, и ген устойчивости к канамицину в качестве се-
лективного маркера. 

Клонирование гена glpK осуществляли с помощью ПЦР. 
Электрофоретический анализ показал, что с использованием 
подобранных праймеров амплифицирован продукт размером 
1500 п. о., что соответствует теоретически рассчитанному раз-
меру гена ГК E. сoli (рис. 2).

Рис. 2. Электрофореграмма продукта амплификации гена glpK (1);  
М – маркер молекулярных масс фрагментов ДНК 
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Сборку вектора осуществляли с помощью ПП-ПЦР. Соглас-
но литературным данным, при проведении ПП-ПЦР вставка  
с вектором образуют смесь линейных конкатемеров, содержа-
щих различное количество повторов «вставка-вектор». Данной 
смесью высокомолекулярных линейных молекул трансформи-
руются клетки-реципиенты, в которых происходит формирова-
ние нескольких кольцевых молекул – плазмид, несущих в себе 
целевой ген. 

Таким образом, ген glpK, кодирующий ГК E. coli, был встро-
ен в плазмиду рЕТ42a+ под контролем Т7-промотора (рис. 3).  
К гену glpK с 3ʹ-конца кодирующей цепи была добавлена допол-
нительная нуклеотидная последовательность, кодирующая ок-
тагистидиновый олигопептид, выполняющий роль домена, аф-
финного к Ni2+-NTA-смоле. 

Полученной конструкцией трансформировали компетентные 
клетки E.  coli BL21(DE3). После трансформации для детекции 
наличия встроенной плазмиды с геном ГК E.  coli проводили 
ПЦР-скрининг с использованием праймеров к Т7-промотору  
и гену ГК. Установлено, что все отобранные по устойчивости  
к канамицину колонии E. coli имели плазмиду со вставкой гена 
glpK (рис. 4).

Создан новый штамм-продуцент гомологичной ГК, назван-
ный E. coli pGlpK. Клетки этого штамма продуцируют белок ГК 
E. coli, содержащий на С-конце дополнительный октагистидино
вый олигопептид, что позволяет упростить процесс его очистки.

На следующем этапе работы провели очистку гомологичной 
ГК с помощью металл-аффинной хроматографии на колонке  
с Ni2+-NTA-смолой до электрофоретически гомогенного состоя-
ния. При этом следует подчеркнуть, что введение в рамку счи-
тывания гена glpK дополнительного олигонуклеотида, кодиру-
ющего октагистидиновый олигопептид на С-конце, позволило 
получить высокоочищенный препарат белка, чистота которого 
составила более 95 % (рис. 5).

Видно, что клетки анализируемого штамма способны после 
соответствующей индукции синтезировать белок с молекуляр-
ной массой около 55 кДа, что соответствует теоретически рас-
считанной массе субъединиц ГК.
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Путем очистки ГК с помощью хроматографии, последующе-
го обессоливания и концентрирования белка диализом из 1 л 
культуральной жидкости штамма E. coli pGlpK было получено 
70 мг очищенного фермента с выходом 60 %, чистота фермент-
ного препарата составила более 95 %.

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа на наличие гена ГК:  
1–5 – полученные клоны-трансформанты;  

М – маркер молекулярных масс фрагментов ДНК

Рис. 5. Электрофореграмма в SDS-полиакриламидном геле белка ГК до (1)  
и после (2) очистки; М – положение и молекулярные массы (кДа) стандарт-
ных белков (BlueEye Prestained Protein Marker («Jena Bioscience», Германия))
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С помощью метода тонкослойной хроматографии показано, 
что полученный ферментный препарат ГК способен катализи-
ровать реакцию переноса фосфатных групп с АТФ. Хроматогра-
фический анализ образцов реакционной смеси, содержащей 
АТФ, глицерол и ГК, выдержанных при 37 °С в течение 1 ч по- 
казывает, что в ходе реакции образуются аденозинди- и адено-
зинмонофосфаты (рис. 6). Это свидетельствует о том, что полу-
ченная ГК катализирует реакцию переноса фосфатной группы  
с АТФ на глицерол.

смеси, содержащей АТФ, глицерол и ГК, выдержанных при 37 °С в течении 1 ч 

показывает, что в ходе реакции образуются аденозинди- и аденозинмонофосфа-

ты (рис. 6). Это свидетельствует о том, что полученная ГК катализирует реак-

цию переноса фосфатной группы с АТФ на глицерол. 

 
Рис. 6 Хроматограмма продуктов реакции фосфорилирования глицерола:  

1 – контроль (глицерол + АТФ), 2-7 – продукты реакции фосфорилирования глицеро-
ла с использованием ГК, время реакции 10, 20, 30, 40, 50, 60 мин, соответственно 
 

В дальнейшем планируется провести изучение физико-химических 

свойств ГК и дать количественную оценку активности фермента. 
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основания использовать его как один из основных компонентов в каскадной ре-
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Рис. 6 Хроматограмма продуктов реакции фосфорилирования глицерола:  
1 – контроль (глицерол + АТФ); 2–6 – продукты реакции фосфорилирования 

глицерола с использованием ГК, время реакции – 10, 20, 30, 40, 50, 60 мин 
соответственно

В дальнейшем планируется провести изучение физико-хи-
мических свойств ГК и дать количественную оценку активно-
сти фермента.

Заключение. С использованем генно-инженерных методов 
клонирован ген, кодирующий ГК E. coli, и сконструирован новый 
штамм E. coli pGlpK – продуцент гомологичной ГК, имеющей на 
С-конце молекулы октагистидиновый олигопептид. Включение 
в структуру белка подобной конструкции позволяет проводить 
одностадийную очистку ГК с использованием металл-аффинной 
хроматографии на смоле Ni2+-NTA. Продуцирующая способность 
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штамма E. coli pGlpK составляет 70 мг ГК на 1 л культуральной 
жидкости, при этом чистота ферментного препарата составила 
более 95 %. Доказано, что фермент способен к катализу реакции 
фосфорилирования глицерола, что дает основание использовать 
его как один из основных компонентов в каскадной реакции 
определения глицерола.
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ENGINEERING ESCHERICHIA COLI STRAIN  
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The engineered strain Escherichia coli pGlpK is the producer of homologous 
glycerol kinase containing octahistidine oligopeptide at C-terminus of the enzyme 
molecule. Such protein structure allows to recover it from cell lysate in a monostage 
process using metal affinity chromatography on Ni2+-NTA resin. The resulting 
strain was shown to produce glycerol kinase in amount 70 mg per 1 l of cultural 
liquid, reaching purity grade of enzyme preparation over 95 %. It was found that the 
enzyme was able to catalyze glycerol phosphorylation reaction, laying the ground 
for its use in the cascade reaction of glycerol and triglyceride determination.
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СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ШТАММА  
ESCHERICHIA COLI – ПРОДУЦЕНТА СЛАДКОГО  

БЕЛКА БРАЗЗЕИНА

И. С. КАЗЛОВСКИЙ 1, И. В. БЕЛЬСКАЯ 2, А. И. ЗИНЧЕНКО 1
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Создан рекомбинантный штамм Escherichia coli Qbra42 – продуцент слад
кого белка браззеина. Синтезируемый белок содержит октагистидиновый 
олигопептид на С-конце молекулы, что позволяет выделять его из клеточного 
лизата в одну стадию с использованием металл-аффинной хроматографии. 
Продуцирующая способность штамма E. coli Qbra42 в отношении браззеина 
достигает 140 мг белка с 1 л культуральной жидкости; чистота полученного 
белкового препарата составляет более 98 %. 

Введение. Сахарозаменители –  вещества, применяющиеся 
вместо сахара и придающие пищевым продуктам сладкий вкус. 
Как правило, они имеют меньшую калорийность по сравнению 
с сахаром, при той же интенсивности вкуса.

Согласно классификации Международной ассоциации про-
изводителей подсластителей и низкокалорийных продуктов (Ca
lorie Control Council), к группе сахарозаменителей относят фрук-
тозу, ксилит и сорбит. Они полностью усваиваются организмом 
и, как обычный сахар, служат для него источником энергии. 
Данные сахарозаменители безопасны, но, к сожалению, тоже ка-
лорийны. В отдельную группу интенсивных подсластителей 
входят цикламат, сукралоза, неогесперидин, тауматин, глицир-
ризин, стевиозид и лактулоза. Эти соединения не усваиваются 
организмом и не имеют энергетической ценности [1].

В последнее время глобальное распространение ожирения  
и сахарного диабета привело к повышению интереса к безопас-
ным и низкокалорийным натуральным подсластителям с благо-
приятными вкусовыми свойствами. В связи с этим большое 
внимание уделяется белкам со сладким вкусом, которые пред-
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ставляют собой важную группу подсластителей. К настоящему 
времени обнаружены 6 природных белков, которые обладают 
интенсивной сладостью: тауматин, монеллин, мабинлин, браззе-
ин, пентадин и неокулин [2]. Данные белки встречаются в рас- 
тениях, произрастающих в тропических лесах Южной Азии  
и Африки. Среди перечисленных белков браззеин является са-
мым сладким и стабильным, отличается наиболее удовлетвори-
тельным послевкусием [3], что делает его весьма перспективным 
коммерческим продуктом. 

Впервые браззеин был изолирован из мякоти фруктов запад-
ноафриканского растения Pentadiplandra brazzeana [3], в кото-
рых он содержится в количестве 0,05–0,2 % по массе. Браззеин 
хорошо растворим в воде (более 50 г/л) и имеет изоэлектриче-
скую точку в районе рН 5,4 [4]. Он является одноцепочечным бел-
ком с молекулярной массой 6,49  кДа. Присутствие в молекуле 
браззеина четырех дисульфидных мостиков обуславливает его 
стабильность в широком диапазоне pH (от 2,5 до 8) и температу-
ры. Так, сообщалось [4], что браззеин остается сладким после 
инкубации в течение 2 ч при 98 °C или 4,5 ч при 80 °C.

Для применения в пищевой промышленности новых подсла-
стителей высокой интенсивности они должны иметь те же тех-
нофункциональные свойства, что и углеводные сахарозамените-
ли, но предпочтительно без калорийной нагрузки. До настояще-
го времени не обнаружены ни искусственные, ни натуральные 
подсластители, способные имитировать органолептический про
филь углеводных сахарозаменителей. К недостаткам можно от-
нести побочный привкус (горечь, металлический привкус и т. д.)  
и не свойственный сахару временной профиль (позднее начало 
сладости и / или непрекращающаяся сладость).

В концентрации 40 г/л браззеин в 1900 раз слаще сахарозы 
[5], однако при концентрации 100 г/л данный сахарный эквива-
лент снижается до 800. 

В сравнении с применяемыми высокоинтенсивными подсла-
стителями у браззеина есть явные преимущества, описанные 
выше, и только высокие затраты на его производство пока не по-
зволяют этому белку составить достойную конкуренцию на ми-
ровом рынке привычным сахарозаменителям [6].
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Цель исследования – создание штамма Escherichia coli, про-
дуцирующего сладкий белок браззеин, а также получение высо-
коочищенного белкового препарата с использованием металл- 
аффинной хроматографии. 

Материалы и методы. Основой для создания генетической 
конструкции с геном, кодирующим браззеин, служил вектор  
pET42a(+) («Novagen», США), содержащий ген kanR, обуславли-
вающий устойчивость к антибиотику канамицину, сильный 
Т7-промотор, а также полилинкер с множественными сайтами 
клонирования. 

Ген браззеина химически синтезировали в ОДО «Праймтех» 
(Беларусь), основываясь на уже известной аминокислотной по-
следовательности белка. К 3ʹ- и 5ʹ- концам гена (для удобства  
в дальнейшей генно-инженерной работе) были добавлены ну-
клеотидные последовательности, соответствующие специфиче-
ским сайтам узнавания рестриктаз NdeI и XhoI соответственно. 

Синтетический ген подвергали одновременной обработке 
вышеупомянутыми рестриктазами по методикам, рекомендо-
ванным производителем («Thermo Fisher Scientific», США). По-
лученный ген очищали при помощи препаративного 1%-ного 
агарозного гель-электрофореза [7].

Рестрикцию вектора pET42a(+) осуществляли ферментами 
NdeI и XhoI. Лигирование целевого гена и вектора проводили 
Т4-лигазой согласно стандартным методикам, предложенным 
фирмой-производителем («Thermo Fisher Scientific», США). 

Полученной лигазной смесью трансформировали компетент
ные клетки штамма E. coli XLBlue методом электропорации.

Рестрикционный и ПЦР-анализ полученных клонов осуще
ствляли по стандартным методикам. Результаты визуализирова-
ли с помощью электрофореза и обрабатывали с использованием 
системы гель-документирования и программного обеспечения 
BioRad. Секвенирование клонов проводили при помощи автома-
тизированной системы генетического анализа Beckman Coulter 
GenomeLab GeXP™ («BeckmanCoulter», США) с использовани-
ем коммерческого набора, поставляемого вместе с оборудовани-
ем, на базе ГУ «РНПЦ эпидемиологии и микробиологии». 
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Из полученных трансформантов методом щелочного лизиса 
выделяли плазмиды, которые в дальнейшем использовали для 
трансформации электрокомпетентных клеток E. coli BL21 (DE3). 
Клетки-трансформанты выращивали в среде LB с канамицином 
(80 мкг/мл) до оптической плотности КЖ 0,6 (λ = 600 нм), затем ин-
дуцировали синтез белка 0,5 мМ изопропил-β-тиогалактопира-
нозидом (ИПТГ) и продолжали культивирование в течение 3 ч. 
Анализ содержания целевого белка осуществляли, используя 
программу ImageLab («BioRad», США).

По окончании культивирования клетки осаждали центрифу-
гированием, ресуспендировали в 50 мМ Na-фосфатном буфере 
(pH 8,0), содержащем 300 мМ NaCl и 20 мМ имидазол. Ультразву
ковую дезинтеграцию клеток проводили в приборе «Sonifier-450» 
(«Branson», США) при следующих режимах: мощность – 0,05 кВт; 
температура – 4 °С; продолжительность – 600 импульсов по 0,5 с. 
Клеточный лизат осветляли центрифугированием при 60 000 g  
в течение 30  мин. Осадок, содержащий «тела включения», от-
мывали 8 М раствором мочевины в течение 2 ч и подвергали 
центрифугированию. Супернатант наносили на хроматографи-
ческую колонку со смолой Ni-NTA («Qiagen», США). Белок элю-
ировали 50 мМ Na-фосфатным буфером (рН  8,0), содержащим 
300 мМ NaCl и 500 мМ имидазол. Полученные в результате  
аффинной хроматографии образцы анализировали с помощью 
ДСН-полиакриламидного гель-электрофореза. Фракции, содер-
жащие целевой белок, объединяли и диализовали против сте-
рильной воды.

Результаты и обсуждение. Генетические конструкции для 
клонирования интересующих генов должны содержать следую-
щие структурные элементы: целевой ген, промотор и термина-
тор, узнаваемые ферментами репликации бактериальных кле-
ток, а также селективный ген, позволяющий производить отбор 
трансформированных клеток. 

Вектор pET42a(+) был выбран нами, поскольку он является 
основой многих высокоэффективных экспрессионных конструк-
ций. Данный вектор содержит последовательности Т7-промотора, 
с которого осуществляется синтез мРНК ДНК-зависимой РНК- 
полимеразой бактериофага Т7, и Т7-терминатора.
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Ген браззеина длиной 164 п. о. выделили из коммерческой 
неэкспрессионной плазмидной ДНК с помощью эндонуклеаз. 
Затем провели лигирование полученного гена и вектора, кото-
рый предварительно был линеаризован по сайтам рестрикциии 
NdeI и XhoI (рис. 1). 

Полученной лигазной смесью трансформировали электроком-
петентные клетки штамма E.  coli XLBlue. ДНК полученных 
клонов подвергали ПЦР-анализу для подтверждения наличия 
целевого гена в правильной ориентации. Для этого использова-
ли праймеры к последовательности T7-промотора и последова-
тельности, кодирующей браззеин. По результатам ПЦР-анализа 
трансформантов отобрано 5 клонов, содержащих целевой ген  
в правильной ориентации (рис. 2). 

Рестрикционный анализ плазмид, выделенных из отобран-
ных трансформантов, с использованием эндонуклеазы HindIII, 
подтвердил наличие целевого гена (рис. 3). Размер линейной мо-
лекулы после рестрикции соответствовал теоретически рассчи-
танному (5182 п. о.).

Результаты секвенирования плазмид свидетельствуют об 
отсутствии мутаций в последовательности гена, кодирующего 
браззеин. Клонированная последовательность целевого гена со-
впала с теоретической. Результаты секвенирования представле-
ны в таблице. 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов рестрикции коммерческого вектора 
pET42a(+) (1) и гена браззеина (2): М (здесь и далее) – маркер  

молекулярных масс фрагментов ДНК
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Из таблицы видно, что последовательности всех клонов 
плазмид совпадают с первоначальной последовательностью ге
на браззеина.

Путем трансформации электрокомпетентных клеток E.  coli 
BL21 (DE3) полученными векторными конструкциями создан 
новый штамм, названный E. coli Qbra42. Клетки данного штам-
ма продуцируют сладкий растительный белок браззеин, содер-
жащий на С-конце дополнительный октагистидиновый олиго-
пептид.

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР-анализа на наличие гена  
браззеина в правильной ориентации: 1–10 – полученные  

клоны-трансформанты

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов рестрикции плазмид, выделенных  
из 5 штаммов-трансформантов
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Результаты секвенирования клонов плазмид на предмет отсутствия 
введенных мутаций в ген браззеина

Объект Нуклеотидная последовательность, 3ʹ-5ʹ

Теоретическая  
последова- 
тельность

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCG
GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAA
CTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGGATAAGTG
CAAGAAAGTGTACGAAAACTATCCGGTTTCGAAAT
GTCAGTTAGCCAATCAATGCAACTATGACTGTAAA
CTGGACAAACATGCGCGTAGCGGCGAATGCTTTTA
CGATGAGAAACGCAATCTGCAGTGTATTTGCGATT
ACTGTGAATAT

1-й клон TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT
AACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGCAGGATAAGTGCAAGAAA
GTGTACGAAAACTATCCGGTTTCGAAATGTCAGTTAG
CCAATCAATGCAACTATGACTGTAAACTGGACAAACA
TGCGCGTAGCGGCGAATGCTTTTA

2-й клон TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT
AACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGCAGGATAAGTGCAAGAA
AGTGTACGAAAACTATCCGGTTTCGAAATGTCAGTT
AGCCAATCAATGCAACTATGACTGTA

3-й клон TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATA
ACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGCAGGATAAGTGCAAGA
AAGTGTACGAAAACTATCCGGTTTCGAAATGTCAG
TTAGCCAATCAATGCAACTATGACTGTAAACTGGA
CAAACATGCGCGTAGCGGCGAATGCTTTTA
CGATGAGAAACGCAATCTGCAGTGTATTTG

4-й клон TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAA
CAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGCAGGATAAGTGCAAG
AAAGTGTACGAAAACTATCCGGTTTCGAAATGTCA
GTTAGCCAATCAATGCAACTATGACTGTAAACTGGAC
AAACATGCGCGTAGCGGCGAATGCTTTTACG
ATGAGAAACGCAATCTGCAGTGTATTTG
CGATTACTGTGAATAT

5-й клон TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC
GGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTT
AACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGGATAA
GTGCAAGAAAGTGTACGAAAACTATCCGGTTTCG
AAATGTCAGTTAGCCAATCAATGCAACTATGAC
TGTAAACTGGACAAACATGCGCGTAGCGGCGAATG
CTTTTACGATGAGAAACGCAATCTGCAGTGTATTTG
CGATTACTGTGAATAT
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На рис. 4 представлены результаты анализа белкового соста-
ва лизата клеток E. coli Qbra42 в ДСН-полиакриламидном гель- 
электрофорезе. Видно, что клетки анализируемого штамма спо-
собны в условиях индукции синтезировать белок с молекулярной 
массой около 7 кДа, что соответствует теоретически рассчитан-
ной массе браззеина (7856 Да). 

Рис. 4. Электрофореграмма белкового состава клеток E. coli Qbra42:  
1 – растворимая фракция; 2 – тела включения; 3 – очищенный белковый  

препарат; М – положение и молекулярные массы (кДа) стандартных белков 

На следующем этапе работы проводили очистку белка мето-
дом аффинной хроматографии на смоле Ni-NTA. При этом следует 
подчеркнуть, что добавление к рамке считывания гена браззеина 
дополнительной нуклеотидной последовательности, кодирую-
щей октагистидиновый олигопептид, позволило получить высо-
коочищенный препарат белка с выходом 85 %. В результате из  
1 л культуральной жидкости было получено 140 мг очищенного 
белка с чистотой более 98 % (рис. 4). Следует отметить, что в на-
стоящее время в литературе описан освновной биотехнологи- 
ческий способ получения браззеина в системе гетерологичной 
экспрессии Pichia  pastoris, где максимальный выход составил  
90 мг белка с 1 л культуральной жидкости [4].

Заключение. Создан новый рекомбинантный штамм E. coli 
Qbra42 – продуцент сладкого белка браззеина, содержащий ок-
тагистидиновый олигопептид на С-конце молекулы, что позво-
ляет выделять его из клеточного лизата в одну стадию с исполь-
зованием металл-аффинной хроматографии на смоле Ni-NTA. 
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Штамм E. coli Qbra42 продуцирует браззеин в количестве 
140 мг с 1 л культуральной жидкости, при этом чистота полу-
ченного белкового препарата составляет более 98 %. Есть осно-
вания полагать, что использование полученного штамма-проду-
цента поможет создать технологию получения данного перспек-
тивного сахарозаменителя. 
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The strain E. coli Qbra42, producer of recombinant sweet taste protein brazzein, 
containing octahistidine oligopeptide at the C-terminus of the molecule, was 
constructed. The primary structure of the protein allows to isolate it from the cell 
lysate in a single step using metal-affinity chromatography on Ni-NTA resin. The 
production capacity of the strain E. coli Qbra42 is 140 mg protein from 1 L of the 
cultural liquid. The purity of the extracted protein is more than 98 %. 
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АНАЛИЗ ГЕНОМА БАКТЕРИИ PSEUDOMONAS 
CHLORORAPHIS SUBSP. AURANTIACA В-162

А. И. ЛЕВДАНСКАЯ, Е. Г. ВЕРЕМЕЕНКО,  
Н. П. МАКСИМОВА

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь,  
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Секвенирован и собран геном бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aurantiaca В-162. В процессе анализа аннотации собранного генома были об-
наружены 6551 открытая рамка считывания, 5 кластеров рРНК (5S, 16S, 23S), 
59 генов тРНК. Найдены 2 кластера с генами профагов, предположительно 
использующих общие белки капсида для упаковки своего генетического ма-
териала. У P. chlororaphis subsp. aurantiaca В-162 подтверждено наличие phz-
оперона, продукты которого катализируют реакции синтеза феназиновых 
антибиотиков. Помимо этого, обнаружены еще 3 гена, продукты которых 
сходны по функции с продуктом phzC-гена (ДАГФ-синтазой II типа), но лока-
лизуются за пределами phz-оперона. Два из них кодируют ферменты ДА-
ГФ-синтазы, относящиеся к подтипу Iα. Третий ген обеспечивает формирова-
ние еще одной ДАГФ-синтазы II типа.

Введение. Род Pseudomonas – типовой род семейства Pseudo
monadaceae. Он представлен грамотрицательными палочковид-
ными неспорообразующими аэробными бактериями. Интерес  
к данному роду бактерий увеличивается благодаря их способно-
сти к утилизации различных соединений, а также синтезу боль-
шого количества биологически активных метаболитов, напри-
мер, пигментов, витаминов, полисахаридов и антибиотиков [1]. 

Отдельного внимания заслуживают феназиновые антибио-
тики, относящиеся ко вторичным метаболитам, синтезируемым 
некоторыми видами рода Pseudomonas. Феназины не только 
обеспечивают конкурентное преимущество продуцирующим 
их штаммам, но и обладают рядом свойств, делающих данные 
вещества перспективными для использования в различных от-
раслях народного хозяйства и медицины [2, 3].

Бактерии P. chlororaphis subsp. aurantiaca относятся к группе 
ризосферных микроорганизмов. Феназиновые соединения, син-
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тезируемые представителями данного вида, могут улучшать ми-
неральное питание и стимулировать рост растений благодаря 
способности феназинов переводить минералы в биодоступную 
форму. Также известно об участии феназинов в образовании ми-
кробных биопленок, защищающих корни растений от зараже-
ния почвенными фитопатогенами и контролирующих развитие 
микробиоты прикорневой зоны растений благодаря своей высо-
кой антимикробной активности широкого спектра действия [4, 5]. 
Феназины активно синтезируются в стационарной фазе роста 
бактерий, когда количество питательных веществ в окружаю-
щей среде ограничено [5].

Известна также способность феназинов выступать в роли сиг
нальных молекул, осуществляющих как позитивную, так и не-
гативную регуляцию активности различных генов. Например, 
для мутантных бактерий Pseudomonas aeruginosa, у которых 
были удалены оба набора генов биосинтеза феназинов, показано 
изменение экспрессии 51 гена [6]. Добавление в среду пиоциани-
на активировало транскрипцию 22 генов, 8 из которых кодиро-
вали белки-транспортеры и белки каналов, функционирующие 
как переносчики различных веществ. Для остальных 29 генов 
пиоцианин являлся негативным регулятором. Продукты 7 генов, 
репрессируемых пиоцианином, оказались вовлечены в процесс 
поглощения трехвалентного железа.

Похожие эксперименты, проведенные с бактериями Pseudo-
monas chlororaphis, продемонстрировали действие феназинов на 
гены, продукты которых связаны с клеточной адгезией и фор-
мированием биопленки [7]. Таким образом, гены, на экспрессию 
которых могут влиять феназиновые антибиотики у разных ви-
дов бактерий рода Pseudomonas, могут существенно отличаться.

Еще одной биологической функцией феназиновых антибио-
тиков является способность к переносу электронов. Например, 
метанофеназин выступает в качестве донора / акцептора элек-
тронов посредством мембрано-связанных дегидрогеназ и гете-
родисульфидных редуктаз [8].

У бактерий рода Pseudomonas феназины синтезируются по 
ароматическому пути, из общего предшественника – хоризмата 
[7, 9]. Гены, контролирующие синтез феназиновых соединений, 
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объединены в единый оперон (phz-оперон) [7], который у бакте-
рий рода Pseudomonas состоит из 7 генов (phzABCDEFG) [10]. 
Среди них особый интерес представляет phzC-ген, кодирующий 
фермент 3-дезокси-D-арабиногептулозонат-7-фосфат-синтазу 
(ДАГФ-синтазу). Данный фермент из класса трансфераз катали-
зирует первую реакцию шикиматного пути: взаимодействие фос
фоенолпирувата и эритрозо-4-фосфата. На основании структур-
но-функциональных особенностей выделяют 2 основных типа 
ДАГФ-синтаз – I и II типы [11]. ДАГФ-синтазы I типа, предпо-
ложительно, контролируют метаболические процессы в лога-
рифмической стадии роста бактерий и связаны с синтезом аро-
матических аминокислот [12]. ДАГФ-синтазы I типа на основе 
особенностей их аллостерической регуляции разделяют на 2 
подтипа: Iα и Iβ. Известно о существовании 3 вариантов генов 
для Iα подтипа и столько же для Iβ подтипа. Причем в одной 
бактериальной клетке может встречаться несколько паралогов 
одного подтипа [13]. О ДАГФ-синтазах II типа известно не так 
много. Гены ферментов данного типа были обнаружены не толь-
ко в геномах бактерий, но и в геномах грибов и растений. Дан-
ный тип ДАГФ-синтаз, предположительно, влияет на синтез 
вторичных метаболитов в стационарной фазе роста бактерий [12]. 
Имеются сведения, что бактерии рода Pseudomonas – одни из не-
многих бактерий, в чьем геноме присутствуют гены обоих типов 
ДАГФ-синтаз, что вызывает интерес к изучению их функций.

Цель исследования – определить особенности генетической 
организации генома бактерии Pseudomonas chlororaphis subsp. 
aurantiaca В-162, а также генов, имеющих отношение к регуля-
ции шикиматного пути.

Материалы и методы. Объект исследования – P. chlorora-
phis subsp. aurantiaca B-162 – взят из коллекции кафедры генети-
ки Белорусского государственного университета.

Культивирование бактерий проводили на стандартных плот-
ных агаризованных либо в жидких полноценных средах в зави-
симости от условий эксперимента. Бактерии P. chlororaphis sub-
sp. aurantiaca B-162 культивировали при температуре 28 °С. Вы-
деление геномной ДНК бактерий P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
B-162 осуществляли с помощью набора «GeneJET Genomic DNA 
Purification Kit К0881» («Thermo Fisher Scientific»).
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Пробоподготовку для секвенирования проводили с помо-
щью «Nextera XT DNA Library Preparation Kit» («Illumina»). Пол-
ногеномное секвенирование осуществляли на базе ГНУ «Инсти
тут генетики и цитологии НАН Беларуси» на приборе «Illumina 
MiSeq». Для запуска использовался набор MiSeq Reagent Kit v2 
(2 по 150 циклов).

Сборку генома проводили с использованием программ 
SPAdes 3.13.1 и А5-miseq (v2016-08-25). Аннотация генома осу-
ществлялась с помощью сервиса RAST (http://rast.nmpdr.org/). 
Средняя нуклеотидная идентичность определялась с помощью 
сервиса JSpeciesWS, алгоритма ANIb (http://jspecies.ribohost.com/
jspeciesws/#analyse). Сравнение геномов бактерий выполнялось  
в программе Mauve 2.3.1. 

Поиск фаговых последовательностей в геноме бактерии осу-
ществляли с помощью программы PHASTER (http://phaster.ca). 
Поиск областей, содержащих последовательности для реализа-
ции CRISPR-Cas систем, был проведен с помощью программы 
CRISPRCasFinder (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/ 
Index). Определение организмов, чьи последовательности при-
сутствовали в спейсерных областях CRISPR, проводилось с по-
мощью NCBI Blast (blastn) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Визуа-
лизацию собранного и аннотированного генома, а также поиск 
генов в нем осуществляли в программе SnapGene Viewer 4.1.4.

Результаты и обсуждение. В результате секвенирования бы
ли получены парные прочтения, которые были собраны в конти-
ги двумя программами аннотации, – 478 (SPAdes) и 318 (A5-miseq) 
контигов соответственно. Проверка данных контигов показала 
наибольшее подобие их последовательностей с размещенной  
в базе данных NCBI GenBank последовательностью генома P. chlo
roraphis subsp. aurantiaca DSM 19603 (код доступа CP027746). 
Было проведено выравнивание полученных контигов на этот ге-
ном. Таким образом, было отфильтровано 50 из 318 контигов, 
собранных программой A5-miseq, и 26 из 478 контигов, собран-
ных программой SPAdes, схожих с геномными последовательно-
стями бактерий рода Pseudomonas. Отобранные контиги были 
собраны в хромосомную последовательность с использованием 
референсного генома для сравнения. Объединенная последова-
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тельность составила 7 086 766 п. н., что соответствует размерам 
хромосом P. chlororaphis, нуклеотидные последовательности ко-
торых уже размещены в GenBank. Внехромосомных элементов 
обнаружено не было. Содержание ГЦ-пар в данной последова-
тельности составило 62,7  %, что соответствует таковому для 
представителей данного вида (рода) [14].

В таблице приведены данные о ГЦ-составе и размере гено-
мов штаммов, показавших наибольшее сходство с секвениро-
ванным геномом. Также для анализируемых контигов и геномов 
ближайших штаммов была посчитана средняя нуклеотидная 
идентичность – ANI (Average Nucleotide Identity) .

Значение параметров, характеризующих геномы ближайших штаммов

Штамм Размер  
генома, п. о. ГЦ, % ANI

Вырав- 
нено, 

%

P. chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603 7 109 779 62,90 100,0 99,60
P. chlororaphis subsp. aurantiaca JD37 7 122 173 62,76 97,19 85,60
P. chlororaphis O6 6 980 251 62,90 96,43 86,56
P. chlororaphis PA23 6 702 062 62,64 96,31 86,54
P. chlororaphis subsp. aurantiaca PB-St2 6 666 321 63,05 95,91 83,26
P. chlororaphis subsp. piscium PCL1391 6 855 563 62,82 94,73 84,29
P. chlororaphis subsp. aureofaciens 30-84 6 590 922 62,94 94,15 83,11

Геномы Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca В-162  
и P.  chlororaphis subsp. aurantiaca DSM 19603 показали очень 
высокое сходство. Детальное сравнение последовательностей дан
ных геномов позволило обнаружить 19 замен, 2 делеции и 23 ин-
серции у исследуемого генома по сравнению с референсным. 
Среди 19 обнаруженных нуклеотидных замен 14 вели к измене-
нию аминокислоты, одна являлась синонимичной и 4 замены 
произошли в межгенных областях. Обе делеции привели к сдвигу 
рамки считывания, однако одна из них приходится на ген, кото-
рый у референсного генома считался нефункциональным из-за 
сдвига рамки считывания. В связи с этим можно предположить, 
что функция данного гена в геноме P. chlororaphis subsp. auranti-
aca В-162 может быть восстановлена. Среди инсерций 8 привели 
к сдвигу рамки считывания и изменению величины белкового 
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продукта, 3 привели к сдвигу рамки считывания в генах с нару-
шенными функциями, за счет чего есть вероятность восстанов-
ления этих функций, 1 инсерция привела к удлинению считыва-
емого белка на 3 аминокислоты без сдвига рамки считывания  
и 11 произошли в межгенных областях.

С помощью алгоритма RASTtk была проведена аннотация 
генома. Она позволила обнаружить 6551 открытую рамку счи-
тывания, 5 кластеров рРНК (5S, 16S, 23S) и 59 генов тРНК. 

Поиск фаговых последовательностей продемонстрировал на-
личие двух регионов, содержащих гены интактных профагов 
(рис. 1).

Организация обнаруженных регионов профагов имеет спе- 
цифические черты. Для обоих регионов характерно наличие по-
следовательностей, отвечающих за формирование хвоста бакте-
риофага (отмечены на рис. 1 голубым цветом (Sha)). В их число 
входят последовательности, кодирующие белки, формирующие 
сократительный чехол хвоста и стержень, соединяющий капсид 
с базальной пластиной. Все прочие последовательности пред-
ставлены только в одном из двух регионов. Например, только  
в первом регионе есть области, кодирующие белки базальной 
пластины (отмечены на рис. 1 оранжевым цветом (Pla)), и белки 
фибрилл хвоста (отмечены на рис. 1 желтым цветом (Fib)). Также 
только в этом регионе присутствует ген, кодирующий протеазу 
(отмечен на рис. 1 фиолетовым цветом (Pro)). Во втором регионе 
можно обнаружить другие важные для формирования бактерио-
фага области, например, гены, кодирующие белки капсида (от-
мечены на рис. 1 синим цветом (Coa)). Также в единственном эк-
земпляре в данном регионе представлен ген, кодирующий так 
называемый портальный белок (отмечен на рис. 1 розовым цве-
том (Por)). Данный белок в сформированной фаговой частице 
контролирует вход и выход генетического материала из капсида. 
Только во втором регионе имеется ген, кодирующий транспоза-
зу и интегразу. Подобная организация указывает на то, что каж-
дый отдельный регион не сможет самостоятельно сформировать 
полноценную фаговую частицу. Вероятно, эти два разных бак-
териофага могут использовать одни и те же белки, например, 
для построения капсида или базальной мембраны. Подобный 
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случай уже был описан для антарктической бактерии рода Pseu-
domonas, где два профага использовали один и тот же капсид 
для упаковки своих геномов [15].

CRISPR-система представляет собой своеобразную систему 
адаптивного бактериального иммунитета. CRISPR – особые ло-
кусы бактерий, состоящие из палиндромных повторов и спей-
серных уникальных областей. Спейсеры являются фрагментами 
геномов чужеродных организмов, с которыми бактерия раньше 
сталкивалась [16]. РНК, синтезируемая с данных спейсерных 
участков, способна комплементарно взаимодействовать с нукле-
иновыми кислотами чужеродных элементов и направлять их де-
градацию при участии Cas-белков. Анализ генома P. chlorora-
phis subsp. aurantiaca B-162 на наличие CRISPR-локусов показал 
присутствие двух таких областей. Первая область состояла из  
18 спейсерных участков, разделенных повторяющейся последо-
вательностью «GTTCACTGCCGGATAGGCAGCTTAGAAA». 
Вторая область была представлена 29 спейсерными участками, 
которые были разделены повторяющимися последовательностя-
ми «CTTCACTGCCGTGTAGGCAGCTTAGAAA». Достоверность 
второй области подтверждает наличие белков CRISPR-системы 
перед данной областью, которые распознались программой ан-
нотации. К ним относятся: CRISPR-ассоциированный белок Cas1 
и CRISPR-ассоциированная хеликаза Cas3, а также CRISPR-ас
социированные белки семейств Csy1, Csy2, Csy3 и Csy4. Данные 
белки позволяют отнести CRISPR-Cas систему к типу IF. По-
пытка определить вирусы, к которым у исследуемого штамма 
предположительно имеется устойчивость, позволила распознать 
только несколько спейсерных последовательностей. Среди них 
были обнаружены фаг LKA5 бактерий Pseudomonas (код доступа 
KC900378.1), фаг порядка Caudovirales (код доступа MF417926.1) 
и псевдомонадный фаг Dobby (код доступа MK034952.1) для пер-
вой области CRISPR-локуса, фаг vB бактерий Pseudomonas (код 
доступа MK511022.1), фаг порядка Caudovirales (код доступа 
MF417932.1), фаг JBD44 бактерий Pseudomonas (код доступа 
KU199710.1), фаг phi1 бактерий Pseudomonas (код доступа 
KT887557.1), Hyperionvirus sp. (код доступа MK072404.1), псевдо-
монадный фаг phiCTX (код доступа AB008550.1) и бактериофаг 
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D3 (код доступа AF165214.2) для второй области. Остальные об-
ласти, вероятно, относятся к бактериофагам, не представленным 
в базе NCBI GenBank.

Дальнейший анализ генома P. chlororaphis subsp. aurantiaca 
B-162 подтвердил наличие в нем феназинового оперона. У пред-
ставителей данного вида, как и у большинства изученных в этом 
отношении бактерий рода Pseudomonas, phz-оперон состоит из  
7 генов. Продукты генов phzA и phzB характеризуются как бел-
ки, вовлеченные в биосинтез феназинов. Они схожи на 72 %, так 
как были образованы в результате дупликации исходного гена,  
а далее в ходе эволюции произошли мутации в значимых обла-
стях гена, что, вероятно, позволяет продуктам этих генов ката-
лизировать схожие реакции в разных условиях [10]. В составе 
оперона также обнаружен ген phzC, кодирующий ДАГФ-синта-
зу II типа. У данного штамма продукт phzC-гена представляет 
собой белок размером 400 а. о. Ген phzD кодирует белок неболь-
шого размера, который распознается аннотационной программой 
как 2-амино-2-дезоксиизохоризматгидролаза. Ген phzE кодирует 
белок 2-амино-2-дезоксиизохоризматсинтазу. Также в составе 
оперона обнаружены phzF-ген, продуктом которого является 
транс-2,3-дигидро-3-гидроксиантранилат-изомераза, и phzG-ген, 
кодирующий пиридоксамин-5′-фосфатоксидазу.

Ранее упоминалось, что бактерии рода Pseudomonas содер-
жат в своем геноме гены ДАГФ-синтаз обоих типов. Помимо 
гена ДАГФ-синтазы II типа, входящего в состав феназинового 
оперона, в геноме P.  chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 были 
идентифицированы еще 3 гена, ответственных за синтез фер-
ментов данного класса. Два из обнаруженных генов кодировали 
белки ДАГФ-синтаз Iα типа размерами 363 и 358 а. о. Еще один 
ген определяется программой аннотации как кодирующий  
ДАГФ-синтазу II типа, хотя с белком, кодируемым phzC-геном, 
он имеет всего 36,5  % идентичности. Непосредственно за phz-
опероном расположен еще один ген, кодирующий фермент, от-
ветственный за модификацию феназин-1-карбоксилата (phzO-ген). 
Продуктом этого гена является белок размером 491 а. о., катали-
зирующий несколько типов химических реакций (метилирова-
ние, трансаминирование, гидроксилирование или декарбокси-
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лирование), которым может подвергаться феназин-1-карбокси-
лат при образовании различных феназиновых производных. 
Остальных генов-модификаторов (phzM, phzS и phzH), описан-
ных для P. aeruginosa, у исследуемых бактерий обнаружено не 
было.

Заключение. Размер генома бактерии P. chlororaphis subsp. 
aurantiaca B-162 составил 7 086 766 п. н. Аннотация собранного 
генома позволила обнаружить 6551 открытую рамку считыва-
ния, 5 кластеров рРНК (5S, 16S, 23S), 59 генов тРНК. Найдены  
2 кластера с генами профагов. Неравномерное распределение 
различных генов, кодирующих белки, участвующие в формиро-
вании фаговых частиц в этих кластерах, может свидетельство-
вать об использовании разными бактериофагами общих белков 
капсида для упаковки генетического материала. Анализ генома 
на присутствие областей, связанных с CRISPR-Cas системой им-
мунитета бактерий, продемонстрировал наличие двух таковых. 
При поиске генов, имеющих отношение к регуляции шикимат-
ного пути, у P. chlororaphis subsp. aurantiaca B-162 были обнару-
жены 7 генов, входящих в состав phz-оперона. Один из генов 
этого оперона (phzC) кодирует ДАГФ-синтазу II типа, катализи-
рующую первую реакцию шикиматного пути. Помимо этого, 
обнаружены еще 3 гена, продукты которых сходны по функции 
с продуктом phzC-гена. Среди генов ДАГФ-синтаз, найденных 
вне феназинового оперона, две ДАГФ-синтазы относятся к под-
типу Iα, а третья – к ДАГФ-синтазам II типа. Однако степень 
идентичности между данными генами очень низкая, что может 
свидетельствовать о древнем происхождении данных генов и мно
жественных изменениях в ходе эволюции.

Авторы выражают благодарность старшему научному сотруд
нику лаборатории нехромосомной наследственности института 
генетики и цитологии НАН Беларуси Олегу Дмитриевичу Лев
данскому за помощь в проведении секвенирования.
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Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca В-162 genome was sequenced. 
Assembled sequence was annotated. 6551 open reading frames, 5 clusters of rRNA 
(5S, 16S, 23S) and 59 genes of tRNA were found. Two clusters of intact prophages 
were found. Probably these prophages use the same proteins for capsid building. 
Presence of phz-operone which genes encode enzymes catalyzing of phenazine bio-
synthesis’s reactions was approved in P. chlororaphis subsp. aurantiaca В-162 ge-
nome. Moreover, three additional genes of DAHP-synthases were found out of 
phz-operone. Two of them code DAHPs Iα subtype proteins. The third gene codes 
one another DAHP II type.
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Методом молекулярного типирования с помощью произвольной ампли-
фикации полиморфных ДНК (RAPD-анализа) изучена генетическая гетеро-
генность 19 культур бактериофагов из фонда Белорусской коллекции непато-
генных микроорганизмов, обладающих литической активностью в отношении 
бактерий родов: Bacillus, Pseudomonas, Escherichia и Lactococcus. С помощью 
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праймеров Р1 и Р2 выявлены специфические наборы ДНК-фрагментов, под-
тверждающие генетическую гетерогенность биотехнологически значимых 
групп бактериофагов.

Введение. Возрастание множественной резистентности к ан-
тибиотикам различной химической структуры у бактерий стало 
серьезной проблемой, направившей работу фармацевтических 
предприятий и научно-исследовательских организаций на поиск 
альтернативных решений микробного контроля. Эффективной 
заменой антибиотикотерапии может быть фаготерапия, осно-
ванная на применении культур литических бактериофагов [1]. 
Использование поликомпонентных фаговых «коктейлей» в те-
рапевтических целях стало решением проблемы узкоспецифич-
ности фагов в отношении бактерий-хозяев. Эффективным мето-
дом, позволяющим оценить генотипический полиморфизм видов, 
является генотипирование с помощью полимеразной цепной ре-
акции с праймерами, частично комплементарными к участкам 
молекулы ДНК (RAPD-анализ) [2]. В настоящее время RAPD- 
анализ широко используется в изучении геномов для генотипи-
рования, конструирования генетических карт, анализа генети-
ческой структуры популяций, маркирования признаков [3].

Цель исследования – анализ генетической гетерогенности 
культур бактериофагов из фонда Белорусской коллекции непа-
тогенных микроорганизмов, обладающих литической активно-
стью в отношении бактерий родов: Bacillus, Pseudomonas, Esche-
richia и Lactococcus.

Материалы и методы. Объектами исследования служили 
коллекционные штаммы бактериофагов, обладающие литиче-
ским действием в отношении бактерий Bacillus subtilis, Bacillus 
thuringiensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudo
monas syringae, Escherichia coli, Lactococcus lactis. Перечень ис-
пользуемых штаммов бактериофагов в исследовании приведен  
в табл. 1.

Подготовку лизата для удаления клеток и ДНК бактерий 
проводили центрифугированием при 7000 g в течение 30 мин  
с последующей обработкой ДНКазой. Концентрирование лизата 
бактерий, очищенного от бактериальных клеток, осуществляли 
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раствором 10%-ного полиэтиленгликоля 8000 с 2,5М NaCl или 
сульфатом аммония 3,85 M. Выделение ДНК фагов проводили, 
используя коммерческий набор «Jena Bioscience» кат. № PP-223S 
согласно прилагаемым инструкциям. 

Отсутствие контаминации ДНК фагов бактериальной ДНК 
проверяли с помощью ПЦР с использованием праймеров 8f / 1492r, 
амплифицирующих ген бактерий 16S рРНК. На рис. 1 представ-
лена электрофореграмма продуктов ПЦР.

Молекулярное типирование осуществляли с помощью про-
извольной амплификации полиморфных ДНК (RAPD). Исполь-
зовали праймеры [2] и реагенты производства «Thermo Fisher 
Scientific» (США) и «Праймтех» (Беларусь). Реакционная смесь 
объемом 20 мкл содержала 1Х AM-буфер для Taq-полимеразы, 
200 мкМ каждого дезоксинуклеотидтрифосфата, 1,25 ед. Taq-по-
лимеразы, 10  пмол праймера, 10–20 нг ДНК. Амплификацию 

Т а б л и ц а  1.  Перечень штаммов бактериофагов, исследованных  
с помощью RAPD-анализа

№ БИМ бактериофага Индикаторная культура

ВV-69 Г Bacillus subtilis БИМ В-985 Г
ВV-73 Г Bacillus subtilis БИМ В-985 Г
ВV-74 Г Escherichia coli БИМ В-379
ВV-75 Г Escherichia coli БИМ В-379
ВV-76 Г Pseudomonas fluorescens БИМ В-582Д
ВV-77 Г Lactococcus lactis БИМ В-1024 Г
ВV-78 Г Lactococcus lactis БИМ В-1029 Г
ВV-79 Г Pseudomonas putida БИМ В-1044 Г
BV-80 Г Escherichia coli БИМ B-776 Г
BV-81 Г Escherichia coli БИМ B-776 Г
BV-82 Г Escherichia coli БИМ B-984 Г
BV-83 Г Pseudomonas syringae БИМ B-1176 Г
BV-84 Г Pseudomonas syringae БИМ B-1176 Г
BV-85 Г Pseudomonas syringae БИМ B-1176 Г
BV-89 Г Bacillus subtilis БИМ В-985 Г
BV-90 Г Bacillus subtilis БИМ В-985 Г
BV-91 Г Bacillus subtilis БИМ В-985 Г
BV-92 Г Bacillus thuringiensis БИМ В-1046 Г
BV-93 Г Bacillus thuringiensis БИМ В-1046 Г
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проводили в градиентном термоциклере «SureCycler 8800» фир-
мы «Agilent Technologies» (США). Перечень используемых прай-
меров и температурно-временной профиль реакции приведены 
в табл. 2. Образцы ДНК и продукты ПЦР анализировали мето-
дом электрофореза в 1,5%-ном агарозном геле (Appli Chem, кат. 
№ A8963.1000.1) с использованием 1Х трис-ацетатного ЭДТА бу-
фера при напряженности электрического поля 5 В/см. Для визу-
ализации ДНК гель окрашивали раствором бромистого этидия 
(Carl Roth, кат. № 2218.1) в концентрации 0,05 мкг/мл. В качестве 
стандартов для определения размера продуктов ПЦР применя-
ли маркеры молекулярной массы фрагментов ДНК «Gene Ruler 
DNA Ladder Mix» («Thermo Fisher Scientific», кат. № SM0331).

Т а б л и ц а  2.  Перечень праймеров, используемых в работе

Обозначение Последовательность, 5′–3′ Температурно-временной профиль

P1

P2

CCGCAGCCAA

AACGGGCAGA

4 цикл
94 оС 45 с
30 оС 120 с
72 оС 60 с

30 циклов
94 оС 5 с
36 оС 30 с
72 оС 30 мин

1 цикл 75 оС 10 мин

следующей обработкой ДНКазой. Концентрирование лизата бактерий, очищен-

ного от бактериальных клеток, осуществляли раствором 10 % полиэтиленгли-

коля 8000 с 2,5М NaCl или сульфатом аммония 3,85 M. Выделение ДНК фагов 

проводили, используя коммерческий набор «Jena Bioscience» кат. № PP-223S 

согласно прилагаемым инструкциям.  

Отсутствие контаминации ДНК фагов бактериальной ДНК проверяли с 

помощью ПЦР с использованием праймеров 8f / 1492r, амплифицирующих ген 

бактерий 16S рРНК. На рисунке 1 представлена электрофореграмма продуктов 

ПЦР. 

 

 
M – Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – отрицательный контроль;  
2 – положительный контроль; 3 – BV-69; 4 – BV-73; 5 – BV-74; 6 – BV-75; 7 – BV-76;  

8 – BV-77; 9 – BV-78; 10 – BV-79; 11 – BV-80; 12 – BV-81; 13 – BV-82; 14 – BV-83;  
15 – BV-84; 16 – BV-85; 17 – BV-89; 18 – BV-90; 19 – BV-91; 20 – BV-92; 21 – BV-93 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР с использованием праймеров 8f / 1492r 

 

Молекулярное типирование осуществляли с помощью произвольной ам-

плификации полиморфных ДНК (RAPD). В работе использовали праймеры и 

реагенты производства «Thermo Scientific» и «Праймтех». Реакционная смесь 

объемом 20 мкл содержала 1Х AM-буфер для Taq-полимеразы, 200 мкМ каждо-

го дезоксинуклеотидтрифосфата, 1,25 ед. Taq-полимеразы, 10 пмол праймера, 

10–20 нг ДНК. Амплификацию проводили в градиентном термоциклере 

SureCycler 8800 фирмы «Agilent Technologies» (США). Перечень используемых 

праймеров и температурно-временной профиль реакции представлены в табли-

це 2. Образцы ДНК и продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 

1,5 % агарозном геле (Appli Chem, кат. № A8963.1000.1) с использованием 1Х 

трис-ацетатного ЭДТА буфера при напряженности электрического поля 5 В/см. 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР с использованием праймеров 8f / 
1492r: M – Thermo Scientific™ O’GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – отрицатель-
ный контроль; 2 – положительный контроль; 3 – BV-69; 4 – BV-73; 5 – BV-74;  
6 – BV-75; 7 – BV-76; 8 – BV-77; 9 – BV-78; 10 – BV-79; 11 – BV-80; 12 – BV-81;  
13 – BV-82; 14 – BV-83; 15 – BV-84; 16 – BV-85; 17 – BV-89; 18 – BV-90;  

19 – BV-91; 20 – BV-92; 21 – BV-93
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Анализ продуктов ПЦР и расчет длин фрагментов ДНК осу-
ществляли с помощью системы документирования гелей и про-
граммного обеспечения INFINITY («Vilber Lourmat», Германия).

Результаты и обсуждение. C помощью RAPD-анализа изу-
чена генетическая гетерогенность культур бактериофагов из 
фонда Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов, 
обладающих литической активностью в отношении бактерий 
родов Bacillus, Pseudomonas, Escherichia, Lactococcus. Фотогра-
фия морфологии негативных колоний бактериофагов представ-
лена на рис. 2.

 
I 

 
II 

 
III 

 
IV 

Рис. 2. Фотография орфология негативных колоний бактериофага Ps. syringae phage BV-83 Г 
и E. coli phage ВV-74 Г на агаризованной среде на основе гидролизата рыбной муки;  

l. lactis phage ВV-77 Г на среде М17 и B. subtilis phage ВV-90 Г на мясопептонном агаре.  

Из биомассы бактериофагов выделена ДНК и проанализирован профиль 

полиморфизмов нуклеотидных последовательностей с помощью праймеров P1 

и Р2.  

Молекулярное типирование фагов бактерий рода Pseudomonas. Благо-

даря метаболической и физиологической гибкости, бактерии рода Pseudomonas 

способны колонизировать разнообразные среды обитания. В связи с этим, для 

медицины, перерабатывающей промышленности и сельского хозяйства актуа-

лен вопрос контроля численности, своевременного обнаружения и точной 

идентификации данных культур микроорганизмов. Фаготерапия применяется в 

медицине [1]. В пищевой промышленности к традиционным методам борьбы с 

порчей продуктов добавился фаговый процессинг, суть которого состоит в ис-

пользовании биопрепаратов на основе бактериофагов псевдомонад для обра-

ботки продуктов перед их закладкой на длительное хранение в замороженном 

состоянии [4]. В сельском хозяйстве широко используются биопрепараты на 

основе бактериофагов для контроля фитопатогенов [5]. Изучение генетического 

разнообразия бактериофагов, лизирующих бактерии рода Pseudomonas, позво-

лит быстро и точно определить наличие псевдомонад в исследуемом образце и 

их идентифицировать с помощью фаготипирования [6]. 

10 мм 10 мм 

10 мм 10 мм 
                                      в                                                           г
Рис. 2. Морфология негативных колоний бактериофага Ps. syringae phage  
BV-83 Г (а) и E. coli phage ВV-74 Г (б) на агаризованной среде на основе гидро-
лизата рыбной муки; L. lactis phage ВV-77 Г (в) на среде М17 и B. subtilis phage 

ВV-90 Г (г) на мясопептонном агаре 

Из биомассы бактериофагов выделена ДНК и проанализиро-
ван профиль полиморфизмов нуклеотидных последовательно-
стей с помощью праймеров P1 и Р2. 

Молекулярное типирование фагов бактерий рода Pseudo-
monas. Благодаря метаболической и физиологической гибкости 
бактерии рода Pseudomonas способны колонизировать разнооб
разные среды обитания. В связи с этим для медицины, перера-

а б
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батывающей промышленности и сельского хозяйства актуален 
вопрос контроля численности, своевременного обнаружения и точ-
ной идентификации данных культур микроорганизмов. Фаго-
терапия применяется в медицине [1]. В пищевой промышленности 
к традиционным методам борьбы с порчей продуктов добавился 
фаговый процессинг, суть которого состоит в использовании 
биопрепаратов на основе бактериофагов псевдомонад для обра-
ботки продуктов перед их закладкой на длительное хранение  
в замороженном состоянии [4]. В сельском хозяйстве широко ис-
пользуются биопрепараты на основе бактериофагов для контро-
ля фитопатогенов [5]. Изучение генетического разнообразия 
бактериофагов, лизирующих бактерии рода Pseudomonas, позво-
лит быстро и точно определить наличие псевдомонад в исследу-
емом образце и идентифицировать их с помощью фаготипирова-
ния [6].

На рис. 3 и в табл. 3 представлены профили продуктов RAPD- 
анализа бактериофагов, лизирующих бактерии рода Pseudomo-
nas. В исследование включены бактериофаги: BV-76 (индикатор-
ная культура Pseudomonas fluorescens); BV-79 (индикаторная 
культура Pseudomonas putida); BV-83, BV-84, BV-85 (индикатор-
ная культура Pseudomonas syringae). При проведении полиме-
разной цепной реакции с использованием праймера Р1 получены 
ампликоны размером 300–1700 п. н. При использовании прайме-
ра Р2 получены от 3 до 6 фрагментов ДНК размером 350–3750 п. н. 

На рисунке 3 и в таблице 3 представлены профили продуктов RAPD ана-

лиза бактериофагов, лизирующих бактерии рода Pseudomonas. В исследование 

включены бактериофаги: BV-76 (индикаторная культура Pseudomonas fluo-

rescens); BV-79 (индикаторная культура Pseudomonas putida); BV-83, BV-84, 

BV-85 (индикаторная культура Pseudomonas syringae). При проведении поли-

меразной цепной реакции с использованием праймера Р1 получены ампликоны 

размером 300–1700 п.н. При использовании праймера Р2 получено от 3 до 6 

фрагментов ДНК размером 350–3750 п.н.  

 
M – маркер Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-85; 2 – BV-84;  

3 – BV-83; 4 – BV-79; 5 – BV-76; 6 – BV-85; 7 – BV-84; 8 – BV-83; 9 – BV-79; 10 – BV-76 
Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 (дорожки с 6 по 

10) и с праймером Р2 (дорожки с 1 по 5) коллекционных штаммов бактериофагов,  
обладающих литической активностью в отношении бактерий рода Pseudomonas 

 

Для группы штаммов бактериофагов BV-85, BV-84 и BV-83, обладаю-

щих литической активностью по отношению к бактериям Pseudomonas syrin-

gae, получены идентичные участки последовательности ДНК по 300, 500, 650 

п.н. для праймера Р1 и ампликоны по 350, 500, 600 п.н. для праймера Р2. Вы-

явлено 3 полиморфных локуса ДНК для данных штаммов фагов размером 

850, 1200, 1400 п.н., что подтверждает генетическую гетерогенность культур 

бактериофагов.  
 

Таблица 3. Продукты rapd анализа коллекционных штаммов бактериофагов, облада-
ющих литической активностью в отношении бактерий рода Pseudomonas 

Бактериофаг BV-
85 

BV-
84 

BV-
83 

BV-
79 

BV-
76 

BV-
85 

BV-
84 

BV-
83 

BV-
79 

BV-
76 

Праймер P2 P1 
Длина  
фрагментов 
ДНК, п.н. 

   2250       
   1800       
        1750  
    1550      
        1500  

Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 (до-
рожки с 6 по 10) и с праймером Р2 (дорожки с 1 по 5) коллекционных штам-
мов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бак-
терий рода Pseudomonas: M – маркер Thermo Scientific™ O’GeneRuler DNA 
Ladder Mix; 1 – BV-85; 2 – BV-84; 3 – BV-83; 4 – BV-79; 5 – BV-76; 6 – BV-85;  

7 – BV-84; 8 – BV-83; 9 – BV-79; 10 – BV-76
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Для группы штаммов бактериофагов BV-85, BV-84 и BV-83, 
обладающих литической активностью по отношению к бактери-
ям Pseudomonas syringae, получены идентичные участки после-
довательности ДНК по 300, 500, 650 п. н. для праймера Р1 и ам-
пликоны по 350, 500, 600 п. н. для праймера Р2. Выявлены 3 по-
лиморфных локуса ДНК для данных штаммов фагов размером 
850, 1200, 1400 п. н., что подтверждает генетическую гетероген-
ность культур бактериофагов. 

Та б л и ц а  3.  Продукты RAPD-анализа коллекционных штаммов 
бактериофагов, обладающих литической активностью  

в отношении бактерий рода Pseudomonas

Бактериофаг BV-
85

BV-
84

BV-
83

BV-
79

BV-
76

BV-
85

BV-
84

BV-
83

BV-
79

BV-
76

Праймер P2 P1
Длина 
фрагментов 
ДНК, п. н.

2250
1800

1750
1550

1500
1450 1450

1250 1250 1250
800 800 800 800

700
650 650 650 650

600 600 600
550

500 500 500 500 500 500 500
400

380
350 350 350 350

300

RAPD-профили, полученные для ДНК бактериофага BV-76, 
лизирующего бактерии Pseudomonas fluorescens, и бактериофага 
BV-79, лизирующего бактерии Pseudomonas putida, характеризо-
вались наличием двух локусов молекулы ДНК размером 750  
и 2100 п. н. и набором отличающихся ПЦР-продуктов при ис-
пользовании праймера Р1, что также указывает на генетическую 
гетерогенность культур.
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Молекулярное типирование фагов бактерий родов Lactococ-
cus и Escherichia. Известно, что фаголизис на молочных комби-
натах остается одной из основных проблем при производстве 
широкого спектра ферментированных продуктов. Действенной 
профилактической мерой, призванной ограничить экономиче-
ские потери от фаголизиса при производстве кисломолочных 
продуктов, является непрерывный мониторинг динамики чис-
ленности бактериофагов. От эффективности используемых ме-
тодов обнаружения фагов, их идентификации и дифференциа-
ции зависит результативность мер профилактики [7]. На терри-
тории Республики Беларусь распространены лактофаги видов 
С2 и 936, а также вида P034 семейства Podoviridae [8, 9]. Изуче-
ние особенностей организации и свойств фагов молочнокислых 
бактерий способствует поиску способов борьбы с распростране-
нием лактофагов для предотвращения фаголизиса на предприя-
тиях молочной промышленности [10]. Бактериофаги группы 
кишечной палочки используются в медицине [11] и сельском хо-
зяйстве [12] для борьбы с патогенной микробиотой и различными 
заболеваниями воспалительного характера. Подобные лечебно- 
профилактические средства практически не имеют противопока-
заний, при этом их эффективность сопоставима с антибиотиками. 
Одним из самых популярных препаратов данной группы являет-
ся «Бактериофаг Коли», который представляет собой фильтрат 
фаголизатов бактерий Escherichia coli [13]. Препарат «Бактериофаг 
Коли» применяется для лечения и профилактики заболеваний, 
вызванных бактериями Escherichia coli, в составе комплексной 
терапии: гнойно-воспалительных ЛОР-заболеваний, энтеральных 
инфекций, дисбактериоза кишечника. С профилактической це-
лью препарат может использоваться для обработки послеопера-
ционных и свежеинфицированных ран, а также для профилакти-
ки внутрибольничных инфекций по эпидемическим показаниям.

В эксперименте анализировали бактериофаги BV-74, BV-75, 
BV-80, BV-81, BV-82 обладающие литической активностью по 
отношению к бактериям Escherichia coli, а также бактериофаги 
BV-77 и BV-78, лизирующие бактерии Lactococcus lactis. Профи-
ли продуктов RAPD-анализа бактериофагов, лизирующих бак-
терии родов Escherichia и Lactococcus, представлены на рис. 4, 5 
и в табл. 4, 5. 
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тиками. Одним из самых популярных препаратов данной группы является 

«Бактериофаг Коли», который представляет собой фильтрат фаголизатов бак-

терий Escherichia coli [13]. Препарат «Бактериофаг Коли» применяется для ле-

чения и профилактика заболеваний, вызванных бактериями Escherichia coli, в 

составе комплексной терапии: гнойно-воспалительных ЛОР-заболеваний, энте-

ральных инфекций, дисбактериоза кишечника. С профилактической целью пре-

парат может использоваться для обработки послеоперационных и свежеинфи-

цированных ран, а также для профилактики внутрибольничных инфекций по 

эпидемическим показаниям. 

В эксперименте анализировали бактериофаги BV-74, BV-75, BV-80, BV-

81, BV-82 обладающие литической активностью по отношению к бактериям 

Escherichia coli; а также бактериофаги BV-77 и BV-78, лизирующие бактерии 

lactococcus lactis. Профили продуктов RAPD анализа бактериофагов, лизиру-

ющих бактерии родов Escherichia и lactococcus представлены на рисунках 4-5, 

в таблицах 4, 5.  

Для бактериофагов BV-74, BV-75, BV-80, BV-81 BV-82 получены от 4 до 

5 фрагментов ДНК размером от 550 до 1600 п.н для праймера Р1 и от 3 до 9 

фрагментов ДНК размером от 400 до 2400 п. н. для праймера Р2.  
 

 
M – маркер Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77;  

3 – BV-82; 4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 7 – BV-74 
Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 коллекционных 

штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий родов 
Escherichia и lactococcus  

 

Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 кол-
лекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью 
в отношении бактерий родов Escherichia и Lactococcus: M – маркер Thermo 
Scientific™ O’GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77; 3 – BV-82;  

4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 7 – BV-74

Т а б л и ц а  4.  Продукты RAPD-анализа полученных с праймером Р1 
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической 
активностью в отношении бактерий родов Escherichia и Lactococcus

Бактериофаг BV-78 BV-77 BV-82 BV-81 BV-80 BV-75 BV-74
Праймер Р1
Длина 
фрагментов 
ДНК, п. н.

1600 1600 1600
1350

1300
1250
1200 1200 1200 1200

1050 1050 1050 1000
1000

850
800 800 800 800

650
600 600 600 600 600 600

550 550
350
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Таблица 4. Продукты rapd анализа полученных с праймером Р1 коллекционных 
штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий 

родов Escherichia и Lactococcus 
Бактериофаг BV-78 BV-77 BV-82 BV-81 BV-80 BV-75 BV-74 
Праймер Р1 
Длина  
фрагментов 
ДНК, п.н. 

 1600   1600  1600 
 1350      

1300       
  1250     
  1200  1200 1200 1200 
   1050 1050 1050 1000 

1000       
  850     
   800 800 800 800 
  650     
 600 600 600 600 600 600 
   550 550   

350       
 
 

 
M – маркер Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77;  

3 – BV-82; 4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 7 – BV-74 
Рис. 5. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р2 коллекционных 

штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий родов 
Escherichia и lactococcus 

 
Таблица 5. Продукты rapd анализа полученных с праймером Р2 коллекционных 

штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий 
родов Escherichia и Lactococcus 

Бактериофаг BV-78 BV-77 BV-82 BV-81 BV-80 BV-75 BV-74 
Длина фрагмента 
ДНК, п.н. 

     2400  
      2100 
      1550 

1400 1400    1400  
      1250 
     1050  
   1100    
   1000   1000 

Рис. 5. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р2 
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической активно-
стью в отношении бактерий родов Escherichia и Lactococcus: M – маркер Ther-
mo Scientific™ O’GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77; 3 – BV-82;  

4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 7 – BV-74

Т а б л и ц а  5.  Продукты RAPD-анализа полученных с праймером Р2 
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической 
активностью в отношении бактерий родов Escherichia и Lactococcus

Бактериофаг BV-78 BV-77 BV-82 BV-81 BV-80 BV-75 BV-74
Длина  
фрагмента 
ДНК, п. н.

2400
2100
1550

1400 1400 1400
1250

1050
1100
1000 1000

970
900 900 900

850
750 750

650 650 650 650 650
600

520 520 520 520
500 500 500

450
400
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Для бактериофагов BV-74, BV-75, BV-80, BV-81 BV-82 полу-
чены от 4 до 5 фрагментов ДНК размером от 550 до 1600 п. н. 
для праймера Р1 и от 3 до 9 фрагментов ДНК размером от 400 до 
2400 п. н. для праймера Р2. 

Для бактериофагов BV-77 и BV-78 получены полиморфные 
RAPD-фрагменты ДНК размером от 350 до 1600 п. н. при ис-
пользовании праймера Р1 и по 3 локуса молекулы ДНК размера-
ми от 520 до 1400 п. н. для праймера Р2. Наличие полиморфных 
фрагментов в RAPD-профилях ДНК бактериофагов, лизирую-
щих бактерии родов Escherichia и Lactococcus, свидетельствует 
о штаммоспецифичности полученных профилей.

Молекулярное типирование фагов бактерий рода Bacillus. 
Жизнедеятельность бактерий, представителей рода Bacillus,  
секретирующих разнообразные гидролитические ферменты –  
рибонуклеазы, протеазы, хитиназы, липазы [14], – вносит вклад  
в плодородие почв, приводит к образованию пула легкодоступ-
ных веществ, стимулирующих рост растений [15]. Бациллы ши-
роко варьируют по уровню патогенности. Вследствие горизон-
тального переноса генов, во многом связанного с интегронами  
в составе фагов, функциональные свойства почвенных бацилл 
меняются. Зафиксированы случаи сепсиса, вызванного транзит-
ными B. pumilus, обычно не имеющими клинических проявле-
ний [15]. У B. subtilis установлено наличие в геноме фаговых ге-
нов, кодирующих полиглутаматгидролазу, необходимую фагам 
для разрушения клеточного чехла; вследствие горизонтального 
переноса эти гены обнаружены и у других почвенных бактерий 
[16]. Фаговые ферменты – эндолизины, разрушающие клеточные 
стенки бактерий, рассматривают как потенциальную альтерна-
тиву антибиотикам [17]. Широкое использование бактериофагов 
бацилл для фаготипирования бактерий при контроле состояния 
почвы, воды и пищевых продуктов [18], а также в качестве век-
торов – участников горизонтального переноса генов и потенци-
альных терапевтических агентов – указывает на важность ха-
рактеристики биоразнообразия фагов рода Bacillus для развития 
современной методологии молекулярной биологии. 

Изучены RAPD-профили ДНК бактериофагов BV-69, BV-73, 
BV-89, BV-90, BV-91, обладающих литической активностью в от-
ношении бактерий Bacillus subtilis, и бактериофагов BV-92 и BV-93, 
обладающих литической активностью в отношении бактерий 
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Bacillus thuringiensis. На рис. 6, 7 и в табл. 6, 7 представлены резуль-
таты сравнительного исследования профилей продуктов RAPD-
анализа бактериофагов, лизирующих бактерии рода Bacillus. 

тенциальных терапевтических агентов, указывает на важность характеристики 

биоразнообразия фагов рода Bacillus для развития современной методологии 

молекулярной биологии.  

Изучены RAPD-профили ДНК бактериофагов: BV-69, BV-73, BV-89, BV-

90, BV-91 обладающих литической активностью в отношении бактерий Bacillus 

subtilis и бактериофагов BV-92 и BV-93, обладающих литической активностью 

в отношении бактерий Bacillus thuringiensis. На рисунках 6,7 и в таблицах 6, 7 

представлены результаты сравнительного исследования профилей продуктов 

RAPD анализа бактериофагов, лизирующих бактерии рода Bacillus.  

 

M – маркер Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-93; 2 – BV-92;  
3 – BV-91; 4 – BV-90; 5 – BV-89; 6 – BV-73; 7 – BV-69 

Рис. 6. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 коллекционных 
штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий 

рода Bacillus  
 

Таблица 6. Продукты rapd анализа полученных с праймером Р1  
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью  

в отношении бактерий рода Bacillus 
Бактериофаг BV-93 BV-92 BV-91 BV-90 BV-89 BV-73 BV-69 
Праймер P1 
Длина  
фрагментов  
ДНК, п.н. 

  1900   1900  
   1800    
  1500   1500 1500 
   1400    
  1350   1350 1350 

1250 1250  1250    
   950    

850       
   800    
  700 700 700 700 700 

Рис. 6. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р1 кол-
лекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью 
в отношении бактерий рода Bacillus: M – маркер Thermo Scientific™ O’GeneRuler 
DNA Ladder Mix; 1 – BV-93; 2 – BV-92; 3 – BV-91; 4 – BV-90; 5 – BV-89; 6 – BV-73; 

7 – BV-69

Т а б л и ц а  6.  Продукты RAPD-анализа полученных с праймером Р1 
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической 

активностью в отношении бактерий рода Bacillus

Бактериофаг BV-93 BV-92 BV-91 BV-90 BV-89 BV-73 BV-69
Праймер P1
Длина 
фрагментов 
ДНК, п. н.

1900 1900
1800

1500 1500 1500
1400

1350 1350 1350
1250 1250 1250

950
850

800
700 700 700 700 700
650 650 650 650 650
550 550 550

450 450
400 400 400 400 400

250
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  650 650 650 650 650 
  550  550 550  

450 450      
  400 400 400 400 400 
       
   250    

 

 
M – маркер Thermo Scientific™ O'GeneRuler DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77;  

3 – BV-82; 4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 7 – BV-74 
Рис. 7. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р2 коллекционных 

штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий рода 
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штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью в отношении бактерий 
рода Bacillus 

Бактериофаг BV-93 BV-92 BV-91 BV-90 BV-89 BV-73 BV-69 
Длина фрагмента 
ДНК, п.н. 

  1800  1800 1800 1800 
1600 1600      
1400  1350 1350 1350 1350 1350 

  1200 1200 1200 1200 1200 
  1150 1150 1150 1150 1150 
   1050    

870 870      
 800 800 800 800 800 800 

650   650    
  600  600 600 600 

 

Выявлено наличие от 2 до 9 повторяющихся локусов ДНК бактериофагов 

размером 250 - 1900 п.н. для праймеров Р1 т Р2. Наличие полиморфных фраг-

ментов в RAPD-профилях бактериофагов свидетельствует о гетерогенности 

бактериофагов рода Bacillus, задействованных в исследовании. 

Рис. 7. Электрофореграмма ПЦР-продуктов, полученных с праймером Р2 кол-
лекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической активностью 
в отношении бактерий рода Bacillus: M – маркер Thermo Scientific™ O’GeneRuler 
DNA Ladder Mix; 1 – BV-78; 2 – BV-77; 3 – BV-82; 4 – BV-81; 5 – BV-80; 6 – BV-75; 

7 – BV-74

Т а б л и ц а  7.  Продукты RAPD-анализа полученных с праймером Р2 
коллекционных штаммов бактериофагов, обладающих литической 

активностью в отношении бактерий рода Bacillus

Бактериофаг BV-93 BV-92 BV-91 BV-90 BV-89 BV-73 BV-69
Длина  
фрагмента 
ДНК, п. н.

1800 1800 1800 1800
1600 1600
1400 1350 1350 1350 1350 1350

1200 1200 1200 1200 1200
1150 1150 1150 1150 1150

1050
870 870

800 800 800 800 800 800
650 650

600 600 600 600

Выявлено наличие от 2 до 9 повторяющихся локусов ДНК 
бактериофагов размером 250–1900 п. н. для праймеров Р1 и Р2. 
Наличие полиморфных фрагментов в RAPD-профилях бактерио
фагов свидетельствует о гетерогенности бактериофагов рода 
Bacillus, задействованных в исследовании.
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Бактериофаги BV-93 и BV-92, обладающие литической ак-
тивностью в отношении бактерий Bacillus thuringiensis, выделе-
ны в первую группу, а фаги BV-91, BV-90, BV-89, BV-73 и BV-69, 
лизирующие бактерии Bacillus subtilis, – во вторую. По результа-
там анализа профилей полиморфизма нуклеотидной последова-
тельности бактериофагов, лизогенных в отношении бактерий 
рода Bacillus, установлена четкая генетическая дифференциация 
анализируемых культур бактериофагов. 

Таким образом, RAPD-анализ коллекционных штаммов бак
териофагов, обладающих литической активностью по отношению  
к бактериям родов Bacillus, Pseudomonas, Escherichia и Lactococcus, 
с использованием праймеров Р1 и Р2 при амплификации пока-
зал для всех изученных штаммов фагов специфический набор 
ДНК-фрагментов, отличающих их друг от друга. Полученные на
ми данные свидетельствуют о том, что все изученные бактерио-
фаги генетически неоднородны между собой. 

Заключение. Проведен молекулярно-генетический анализ 
ДНК фагов с использованием RАPD-праймеров для выявления 
генетического разнообразия 22 культур бактериофагов из фонда 
Белорусской коллекции непатогенных микроорганизмов, обла-
дающих литической активностью в отношении бактерий родов 
Bacillus, Pseudomonas, Escherichia и Lactococcus. Выявлен спе- 
цифический набор ДНК-фрагментов бактериофагов, полученных 
при реакции амплификации полиморфных ДНК (RAPD-анали
за), позволяющий установить генетическую гетерогенность бак-
териофагов. При сравнении профилей нуклеотидных фрагментов, 
полученных при амплификации праймерами Р1 и Р2, большее 
количество полиморфных фрагментов отмечено при использо-
вании праймера Р1 в сравнение с праймером Р2. Применение 
данной пары исследованных праймеров наиболее целесообразно 
при выявлении генотипических внутривидовых полиморфизмов 
ДНК биотехнологически ценных групп бактериофагов из кол-
лекционного фонда БКМ, лизогенных в отношении бактерий 
родов Bacillus и Pseudomonas.
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Влияние фенольных соединений растений 
на продукцию экзополисахаридов  

и образованиЕ биопленок бактериями  
erwinia amylovora

К. Ю. Песоцкая, А. Л. Лагоненко,  
А. Н. Евтушенков

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
lagonenkoal@mail.ru

Изучено влияние растительных фенольных соединений на продукцию 
экзополисахаридов амиловорана и левана клетками Erwinia amylovora. Уста-
новлено, что салициловая кислота ингибирует биосинтез амиловорана, тогда 
как ванилиновая, феруловая и коричная кислоты увеличивают его продук-
цию. При этом исследуемые фенольные кислоты не оказывают влияния на 
продукцию левана. Кроме того, салициловая кислота снижает интенсивность 
формирования биопленок при выращивании бактерий E. amylovora в мини-
мальной среде.

Введение. Erwinia amylovora является возбудителем бакте-
риального ожога – опаснейшего заболевания дикорастущих и куль
турных растений семейства Rosaceae. В международной терми-
нологии бактериоз получил название Fire blight (огненная болезнь) 
по одному из основных признаков заболевания: зараженное де-
рево напоминает обожженное пожаром растение [1]. E. amylovo-
ra поражает около 200 видов растений, среди которых наиболее 
экономически важными хозяевами считаются яблоня (Malus 
spp.) и груша (Pyrus spp.). Восприимчивыми к заболеванию так-
же являются мушмула (Eriobotrya japonica), айва (Cydonia spp.), 
пираканта (Pyracantha spp.), боярышник (Crataegus spp.), кизиль
ник (Cotoneaster spp.), рябина (кроме S. intermedia), ирга (Amel-
anchier spp.), странвезия (Stranvaesia spp.) [2, 3]. Для Беларуси, 
Российской Федерации [4, 5] и Кыргызстана [1] E. amylovora яв-
ляется карантинным объектом. В Беларуси ожог плодовых куль-
тур был впервые зарегистрирован в 2007 г. на территории Мя-
дельского и Узденского р-нов Минской обл. Позднее несколько 
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вспышек заболевания было выявлено в Гродненской и Брест-
ской обл. [6].

К основным факторам вирулентности E. amylovora традици-
онно относят систему секреции III типа (ССТТ), экзополисаха-
риды амиловоран и леван. Амиловоран – это кислый развет-
вленный гетерополисахарид с молекулярной массой около 1 МДа, 
в состав которого входят остатки галактозы, глюкозы и пирува-
та [7]. Продукция амиловорана является необходимым условием 
для установления и развития бактериального ожога у расте-
ний-хозяев, поскольку он принимает участие в преодолении па-
тогенами защитных систем растений и нарушает работу прово-
дящей системы растений, вызывая закупорку сосудов ксилемы 
[8], а также предохраняет бактериальные клетки от потери пита-
тельных веществ и влаги при возникновении неблагоприятных 
условий среды. Мутантные штаммы E. amylovora, не обладаю-
щие способностью синтезировать амиловоран, характеризуются 
пониженной вирулентностью [9]. Другой экзополисахарид – ле-
ван – представляет собой высокомолекулярный полифруктозан, 
состоящий из остатков фруктозы и образующийся под действи-
ем фермента левансукразы в присутствии сахарозы в качестве 
субстрата [10, 11]. Количество продуцируемого левана положи-
тельно коррелирует со степенью вирулентности различных штам
мов E.amylovora [12].

В ряде работ было продемонстрировано, что экзополисаха-
риды принимают участие в образовании биопленок клетками  
E. amylovora [13, 14]. Наряду с белками, липидами и нуклеино-
выми кислотами экзополисахариды входят в состав внеклеточ-
ного матрикса, являясь основным его компонентом. Именно 
внеклеточный матрикс играет важную роль в образовании бак-
териальными клетками биопленок [15]. 

Формирование биопленок считается одним из основных ус-
ловий для успешного развития бактериозов. Клетки E. amylovora 
присоединяются друг к другу, образуя мультиклеточное сооб-
щество, и прикрепляются к сосудам ксилемы растения-хозяина 
[13, 14], вызывая механическую блокировку проводящих сосу-
дов клетками и продуцируемыми ими экзополисахаридами, та-
ким образом нарушая транспорт воды в растениях, что приво-
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дит к увяданию последних [8, 15]. Формирование биопленки 
предоставляет одиночным клеткам ряд преимуществ: бактерии 
становятся более устойчивыми к защитным системам растений, 
действию антибиотиков и изменениям условий окружающей 
среды [16]. 

В ответ на проникновение патогенов в организм растения- 
хозяина в пораженных тканях развивается защитная реакция – 
так называемая реакция сверхчувствительности, – при которой 
наступает быстрая локальная гибель инфицированных клеток 
вместе с патогеном, сопровождающаяся накоплением фитоалек-
синов, PR-белков (хитиназы, глюкокиназы), фенольных соеди-
нений в зоне заражения. В результате погибшие клетки стано-
вятся барьером для фитопатогенов, препятствуя их дальнейшему 
проникновению в здоровую ткань. Данный механизм представ-
ляет собой одну из наиболее распространенных форм фитоим-
мунитета и используется растениями для предотвращения рас-
пространения инфекции [17].

При заражении растения в месте внедрения патогена разви-
вается локальная приобретенная устойчивость (LAR), которая 
индуцирует установление системной устойчивости (SAR), охва-
тывающей все отдаленные части растения. В проявлении SAR 
ведущую роль играет салициловая кислота (SA) – фитогормон 
фенольной природы. При развитии сверхчувствительного ответа 
в инфицированных тканях повышается активность фермента за-
ключительного этапа биосинтеза салициловой кислоты – кислой 
бензоил-2-гидроксилазы, в результате чего количество образо-
ванных молекул салициловой кислоты значительно возрастает 
[17, 18]. Наряду с жасмоновой кислотой салициловая кислота яв-
ляется сигнальной молекулой, осуществляющей межклеточную 
передачу сигналов, активирующих механизмы системной устой-
чивости в клетках растения, удаленных от очагов инфекции 
[19]. Известно, что у некоторых видов бактерий (Pseudomonas 
aeruginosa [20], Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae 
pv syringae) в присутствии салициловой кислоты происходит 
уменьшение образования биопленок, а также снижается под-
вижность (у Pseudomonas corrugata, Ps. syringae pv syringae, 
P. carotovorum) [21]. о-кумаровая и п-кумаровая кислоты инги-
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бируют (в некоторых случаях – индуцируют) экспрессию генов 
системы секреции III типа у Dickeya dadantii [19]. Механизмы дей-
ствия других растительных фенольных соединений на экспрес-
сию факторов вирулентности большинства фитопатогенных 
бактерий в настоящее время по-прежнему остаются неизвестными.

Цель работы – изучение влияния ряда фенольных соедине-
ний растений (салициловой, коричной, ванилиновой, кофейной 
и феруловой кислот) на продукцию экзополисахаридов амило-
ворана и левана, а также на интенсивность формирования био-
пленок клетками бактерий E. amylovora.

Материалы и методы. В работе использовались бактерии 
E. amylovora E2 (штамм дикого типа, выделен из побегов яблони 
в Мядельском р-не в 2009 г.) и D4 (транспозоновый мутант E2, 
инсерция mini-Tn5xylE под промотор ams-оперона).

Водный раствор салициловой кислоты, а также спиртовые 
растворы других исследуемых фенольных соединений добав- 
лялись в среду культивирования до конечной концентрации  
10 мкг/мл. 

Концентрацию амиловорана определяли осаждением экзо-
полисахарида из супернатантов культур E. amylovora в присут-
ствии хлорида цетилпиридиниума и последующим измерением 
мутности раствора (OD600) [22].

Продукцию левана оценивали по активности левансукразы  
в супернатанте культур E. mylovora, выращенных в различных 
условиях. Супернатант смешивали с LS-буфером (50 мМ K-фос
фатный буфер, pH 7,0; 2 М сахароза; 50 мкг/мл канамицина)  
и инкубировали в течение 24 ч при 28 °C. После инкубации из-
меряли оптическую плотность при 600 нм [12, 23].

Для измерения активности катехол-2,3-диоксигеназы (XylE) 
100 мкл ночной культуры бактерий вносили в стерильные кол-
бы, содержащие 10 мл среды MBMA, и выращивали с аэрацией 
в течение 22–24 ч при 28 ºС. Клетки осаждали центрифугирова-
нием в течение 5 мин при 6000 g, осадок клеток ресуспендиро-
вали в 1,5 мл 0,1 М Na-фосфатного буфера (pH 8,0) и гомогени-
зировали на льду ультразвуком с частотой 22 кГц на дезинтегра-
торе УЗДН-2Т тремя импульсами по 30 с с интервалом в 90 с. 
Пробу освобождали от обломков клеток центрифугированием  
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в течение 5 мин при 12 000 g. Полученный супернатант (100 мкл) 
добавляли к субстратной смеси, содержащей 2,88 мл 0,1 М Na-
фосфатного буфера (pH 8,0) и 20 мкл 0,01 М катехола. Реакцию 
проводили в объеме 3 мл в кварцевых кюветах с длиной оптиче-
ского пути 1 см, помещенных в термостатируемую ячейку (30 ºС). 
Увеличение оптической плотности при 375 нм свидетельствовало 
об образовании 2-гидроксимуконового семиальдегида из кате-
хола. За единицу активности XylE принимали количество фер-
мента, вызывающее увеличение абсорбции реакционной смеси 
при 375 нм на 0,11 за 1 мин, что соответствовало образованию  
1 нМ продуктов реакции. Количественное определение белка 
проводили с использованием красителя кумасси синего G-250 
по методу Брэдфорда [24].

Количественная оценка интенсивности формирования био-
пленок проводилась методом, описанным в работе [25], с неко-
торыми модификациями. Ночную культуру E. amylovora разво-
дили средой до оптической плотности 0,05. Полученные суспензии 
в объеме 300 мкл вносили в лунки стерильного полистирольно-
го 96-луночного планшета (по 8 лунок на каждое определение)  
и инкубировали при 28 ºС в течение 48 ч. После инкубации пи-
тательную среду с планктонными клетками бактерий удаляли 
из лунок. Лунки заполняли 1%-ным раствором генцианового 
фиолетового для окрашивания клеток биопленки и инкубирова-
ли при комнатной температуре около 15 мин. Затем краситель 
удаляли, лунки дважды промывали дистиллированной водой  
и вносили в них 300 мкл 96%-ного этанола для экстракции свя-
завшегося красителя. После 15-минутной инкубации измеряли 
оптическую плотность при длине волны 595 нм. Значения были 
пересчитаны на значения оптической плотности культуры для 
каждой из лунок соответственно.

Для определения автоагрегационной активности E. amylovo-
ra ночную культуру клеток разводили LB-бульоном в 50 раз  
и растили с аэрацией до оптической плотности, равной 0,5. 
Клетки из полученной суспензии дважды отмывали дистилли-
рованной водой, а затем ресуспендировали в 2 мл дистиллиро-
ванной воды. Автоагрегация определялась в течение 2,5 ч инку-
бации при комнатной температуре. По истечении необходимого 
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количества времени проводили измерение оптической плотно-
сти при длине волны 600 нм. Процент автоагрегирования кле-
ток E. amylovora рассчитывали по формуле: 

Аа (%) = ((OD0 – OD1) / OD0) × 100 %,

где OD0 – начальная оптическая плотность суспензии клеток, 
нм; OD1 – оптическая плотность суспензии клеток через уста-
новленный промежуток времени, нм.

Статистическая обработка результатов проводилась в про-
грамме GraphPad Prism 7.

Результаты исследования и их обсуждение. В ходе прове-
денных нами исследований было установлено, что фенольные 
соединения растений в концентрации 10 мкг/мл оказывают вли-
яние на продукцию амиловорана клетками бактерий штамма  
E. amylovora E2. Так, салициловая кислота снижала продукцию 
амиловорана примерно в 2,2 раза. Коричная и ванилиновая кис-
лоты вызывали увеличение синтеза амиловорана примерно в 2 ра- 
за, феруловая – в 1,4 раза. Кофейная кислота не оказывала зна-
чительного воздействия на биосинтез данного экзополисахарида 
(рис. 1). 

Для того, чтобы установить возможное влияние фенольных 
соединений на экспрессию генов биосинтеза амиловорана, нами 
было проведено измерение активности кодируемой xylE-геном 
катехол-2,3-диоксигеназы у штамма E. amylovora D4. Наличие  
в составе хромосомы D4 беспромотерного репортерного гена 
xylE, встроившегося в нужной ориентации за промотором ams-
оперона, позволяет судить об интенсивности экспрессии анали-
зируемых генов по изменению образования окрашенного в жел-
тый цвет 2-гидроксимуконового семиальдегида из катехола.  
В результате было обнаружено, что салициловая кислота вызы-
вает значительное ингибирование синтеза катехол-2,3-диоксиге-
назы в отличие от ванилиновой и коричной кислот, не оказавших 
воздействие на продукцию фермента (рис. 2). Обнаруженный 
эффект, вероятно, может быть обусловлен влиянием салицило-
вой кислоты на экспрессию и активность набора транскрипци-
онных факторов, что требует дальнейшего изучения.
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Также нами было изучено влияние растительных фенольных 
соединений и на продукцию левана клетками бактерий штамма 
E. amylovora E2. Существует несколько различных способов 
определения содержания данного экзополисахарида, однако са-
мый распространенный из них основан на определении актив-
ности леван-синтезирующего фермента левансукразы. Показа-
но, что фенольные соединения растительного происхождения не 
оказывают значительного влияния на продукцию левана (рис. 3).
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установлено, что некоторые растительные фенольные соединения в концентра-

ции 10 мкг/мл изменяют интенсивность продукции амиловорана. 

Салициловая кислота вызывает значительное снижение продукции ами-

ловорана клетками бактерий E. amylovora E2 (на 60%). Наблюдаемый эффект, 

по всей видимости, связан с репрессией транскрипции оперона, ответственного 

за биосинтез этого экзополисахарида. Ванилиновая, коричная и феруловая кис-

лоты индуцировали биосинтез амиловорана (в 2,2 раза, 2,1 раза и 1,4 раза соот-

ветственно), однако не влияли на транскрипцию ams-оперона. 

Изучаемые фенольные соединения в выбранной концентрации не оказы-

вали влияния на активность ключевого фермента биосинтеза левана. 

Рис. 5. Влияние салициловой кислоты на автоагрегацию клеток штамма  
E. amylovora E2: SA – салициловая кислота. Уровень значимости P был  

рассчитан с использованием теста Уэлча (NS – нет достоверных различий)



138	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

между контрольными и опытными значениями как по истече-
нии 90 мин, так и по истечении 150 мин достоверно не различал-
ся (рис. 5).

Заключение. Таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлено, что некоторые растительные феноль-
ные соединения в концентрации 10 мкг/мл изменяют интенсив-
ность продукции амиловорана.

Салициловая кислота вызывает значительное снижение про-
дукции амиловорана клетками бактерий E. amylovora E2 (на 60 %). 
Наблюдаемый эффект, по всей видимости, связан с репрессией 
транскрипции оперона, ответственного за биосинтез данного 
экзополисахарида. Ванилиновая, коричная и феруловая кислоты 
индуцировали биосинтез амиловорана (в 2,2; 2,1 и 1,4 раза соот-
ветственно), однако не влияли на транскрипцию ams-оперона.

Изучаемые фенольные соединения в выбранной концентра-
ции не оказывали влияния на активность ключевого фермента 
биосинтеза левана.

Салициловая кислота также оказывала ингибирующее воз-
действие на образование биопленок клетками бактерий E. amy-
lovora E2, выращиваемых в минимальной среде, но не влияла на 
способность клеток к автоагрегации.
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В обзоре рассмотрены структурные и функциональные особенности ми-
кробных α-галактозидаз и ферментации α-галактозидов пробиотическими 
бактериями. Проанализированы направления дальнейших исследований и пер
спектив применения α-галактозидаз. 
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α-галактозидазы (α-гал) относятся к катаболическим ферментам 
углеводного обмена, подклассу гликозил-гидролаз (гликозидазы 
или карбогидразы; КФ  3.2.1), катализирующим гидролитиче-
ское расщепление О-гликозидной связи. Множество известных 
гликозил-гидролаз связано с разнообразием их природных суб-
стратов – различных ди-, олиго-, полисахаридов и их произво-
дных. Гены гликозил-гидролаз обнаружены в геномах почти 
всех живых организмов, исключение составляют часть архей  
и некоторые паразитические одноклеточные эукариоты. Установ-
лено, что у микроорганизмов состав гликозил-гидролаз в значи-
тельной мере зависит от занимаемой ими экологической ниши  
и может различаться даже у штаммов одного вида, поскольку 
гены гликозидаз подвержены дупликациям, элиминации, гори-
зонтальному переносу [1]. 

α-галактозидаза (EC 3.2.1.22) катализирует расщепление 
α-D-галактозидной связи. Для проявления активности фермента 
субстрат должен иметь пиранозное кольцо и соответствующее 
α-D-галактозной конфигурации расположение –Н и –ОН групп 
при С-1, С-2, С-3, С-4 атомах углерода [2]. 

В 1895 г. впервые из дрожжей был выделен ферментный пре-
парат мелибиаза, катилизирующий реакцию гидролиза дисаха-
рида мелибиозы. Изучение специфичности действия данного 
фермента по отношению к различным углеводам, содержащим 
концевые α-галактозидные группировки, дало основание изме-
нить название мелибиаза на α-галактозидаза (α-гал) [3]. У расте-
ний α-гал участвуют в метаболизме различных галактозидов  
и галактоглюкоманнанов [4], широкое распространение которых 
свидетельствует об их важном биологическом значении. Самым 
распространенным галактозосодержащим олигосахаридом рас-
тений является раффиноза. Многие растения содержат также 
более сложные олигосахариды, например стахиозу и вербаскозу. 
Были выделены и охарактеризованы α-гал из арбуза [5], подсол-
нечника [6], томата [7], риса [8], кофейных зерен [9].

У животных α-гал впервые обнаружена у улиток [10], а затем 
выделена из селезенки, плаценты, плазмы и печени человека [11, 
12]. Установлено, что в организме человека мутации в генах, ко-
дирующих α-гал, приводят к дефектному синтезу или наруше-
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нию конформации фермента, что ведет к накоплению глико- 
сфинголипидов – промежуточных продуктов липидного обмена – 
и вызывает опасные для жизни осложнения, приводящие к бо- 
лезни Фабри [13]. α-гал также участвует в формировани специ-
фичности групп крови [14–16]. 

Показано, что свойства α-гал бактерий, грибов, растений и жи
вотных, участвующих в метаболизме полимерных и олигомер-
ных α-галактозидов различного происхождения, существенно 
различаются [17–24]. В последние годы все больше работ посвя-
щено исследованию возможности использования α-гал в про-
мышленности и медицине, проявляется постоянный интерес  
к поиску новых источников микробных α-гал. 

Изначально классификация α-гал основывалась на их суб-
стратной специфичности. Ферменты делились на α-галактози-
дазы I и II типа. α-гал I типа катализируют гидролиз олигосаха-
ридов семейства мелибиозы [α-D-Galp-(1-6)-D-Glp] и раффинозы, 
ферменты II типа участвуют в отщеплении α-(1-6)-галактозид-
ных боковых цепей в растительных полисахаридах, таких как 
галактоманнан и галактоглюкоманнан. 

Накопление данных о первичной структуре ферментов по-
зволило разработать принципиально новую систему классифи-
кации, основанную на сравнении аминокислотных последова-
тельностей их каталитических доменов. Текущая версия класси-
фикации гликозил-гидролаз доступна в интернете на сайте 
CAZy [25]. Критерием для отнесения белка к тому или иному 
семейству ферментов является наличие в аминокислотной по-
следовательности данного белка протяженного участка (не ме-
нее 100 аминокислотных остатков), гомологичного последова-
тельности, по крайней мере, одного ранее известного представи-
теля семейства [1].

В соответствии с базой данных CAZy активность α-гал реги-
стрируется в 6 семействах гликозидаз. 

1. GH4 – включает в себя α-галактозидазу из E. coli, а также 
бифункциональные ферменты с α-галактозидазной и α-глюкози-
дазной активностями.

2. GH27 – включает преимущественно α-галактозидазы эу-
кариотических организмов, а также некоторых эубактерий.
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3. GH36 – включает в себя, в основном, α-галактозидазы эу-
бактерий.

4. GH57 – включает α-галактозидазы из Pyrococcus furiosus  
и Thermococcus acidophilus.

5. GH97 – включает α-галактозидазу из Bacteroides thetaitao-
micron.

6. GH110 – включает α-галактозидазы из Bacter. fragilis, Bacter. 
thetaitaomicron, Streptomyces avermitilis [26], B. bifidum [14].

Большинство охарактеризованных α-гал отнесены к эволю-
ционно родственным семействам GH27 и GH36, которые вместе 
с семейством GH31 (в основном включающим микробные α-глю-
козидазы и α-ксилозидазы) составляют клан GH-D [20]. Полагают, 
что все гликозидазы, относящиеся к семействам одного клана, 
имеют общее эволюционное происхождение, сходную трехмер-
ную структуру, консервативное расположение каталитических 
остатков и одинаковый механизм гидролиза гликозидных свя-
зей [1]. 

Исследования бактерий родов Lactobacillus и Bifidobacterium 
на молекулярно-генетическом уровне выявили удивительное 
разнообразие путей метаболизма олигосахаридов. Установлено, 
что бифидобактерии могут синтезировать такие белки, как  
α-арабинофуранозидаза, β-глюкозидаза, ксиланаза, арабинози-
даза, α- и β-галактозидаза, неопулланаза, изомальтаза, мальтаза, 
инулиназа (β-фруктофуранозидаза), β-глюкозидаза, пермеазы 
сахаров и др., которые обеспечивают транспорт, гидролиз и по-
требление олигосахаридов различной структуры [26–29]. По дан
ным секвенирования, в геноме B.  longum присутствуют более  
40 гликозилгидролаз и 8 транслоказ олигосахаридов, характери-
зующихся высоким сродством к субстратам – больше, чем в дру
гих известных геномах прокариотов [29]. 

Показано, что у бактерий родов  Bifidobacterium и Lactoba
cillus гены, кодирующие α-гал, связаны с системами транспорта 
сахаров (gph), сахарофосфотрансферазами (ptss) и c АТФ-связы-
вающими системами (abc). Данные протеомики и транскрипто-
мики свидетельствуют, что переносчики abc участвуют в погло-
щении α-галактоолигосахаридов (RFO) как у L.  acidophilus 
NCFM, так и у B. animalis subsp. lactis Bl-04. Примечательно, что  
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в клетках B. animalis subsp. lactis Bl-04, выращенных на раффи-
нозе, активирован только один ген из трех, кодирующих α-гал,  
о чем свидетельствуют данные, полученные с использованием 
микрочипов. Предполагаетcя, что две другие α-гал отличаются 
субстратной специфичностью [26]. Охарактеризованы α-галак-
тозидазы и у других видов бифидобактерий [27–30].

Исследование строения α-гал семейства GH36 L. acidophilus 
NCFM (LaMel36A) показало, что LaMel36A является тетрамер-
ным ферментом, сходным по структуре с α-гал GH36 L.  brevis 
(LbMel36A), но отличается в N- и C-доменах от имеющей ту же 
доменную организацию мономерной α-гал TmGalA экстремаль-
нотермофильных бактерий Thermotoga maritima. Доказано, что 
тетрамеризация LaMel36A обеспечивает специфичность фермен
тов семейства GH36 по отношению к RFO и их недостаточную 
активность в реакциях гидролиза галакто- и галактоглюкоман-
нанов, которые, как было показано, эффективно гидролизуются 
с участием α-гал семейства GH27 [25], состоящих из одной субъ-
единицы.

У штамма L. plantarum ATCC 8014, обычно встречающегося 
в ферментированных пищевых продуктах, гену melA, кодирую-
щему α-гал GH36, предшествует ген rafP, который кодирует бе-
лок-переносчик, принадлежащий к семейству гликозид-пенто-
зид-гексуронидных катионных симпортеров (GPH), за ним сле-
дует ген, кодирующий белок, регулирующий транскрипцию 
[30]. Исследования экспрессии структурного гена α-гал (melA)  
и предполагаемого переносчика раффинозы (rafP) показали, что 
у L.  plantarum, в отличие от других микроорганизмов, melA 
транскрибируется с собственного промотора и не является ча-
стью оперона. Кроме того, ген melA индуцируется мелибиозой, 
но не полностью репрессируется глюкозой, т. е. синтез фермента 
регулируется на уровне транскрипции. Исходя из этого, было 
высказано предположение, что регуляция melA осущестляется 
путем индукции, а не подавлением катаболитами [30]. Показано, 
что гены L. plantarum ATCC 8014, кодирующие гетеродимерную 
β-гал семейства GH2, сгруппированы в одном локусе с генами 
α-гал. Установлено, что ген rafP гомологичен генам, кодирую-
щим участвующие в транспорте лактозы белки LacS [31]. Одна-
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ко данных, подтверждающих, что переносчик GPH специфичен 
к α- и β-аномерным связям в молекулах галактозидов, нет. 

Подобная организация генома установлена у лактобациллы 
L. johnsonii NCC 533, выделенной из кишечника. Показано при-
сутствие генов белков-переносчиков GPH и GH36, а также генов, 
кодирующих фосфорилазу сахарозы GH13_18 [32]. Предполага-
ется, что α-гал семейства GH36 способствуют высвобождению 
α-D-галактозы из интернализованного галактоолигосахарида,  
а оставшийся фрагмент сахарозы фосфорилируется до α-D-глю-
козо-1-фосфата и α-D-фруктозы. Для генома L. plantarum JDM1 
характерны два разных типа организации генов, кодирующих 
GH36 [33]. Один из двух предполагаемых генов, кодирующих 
α-гал семейства GH36, имеет сходную организацию с таковым  
у L. plantarum ATCC 8014 и с транспортной системой GPH [30],  
в то время как второй ген α-гал семейства GH36 связан с фос-
фотрансферазной системой транспорта сахаров (PTS) в кластере 
генов, кодирующих утилизацию сахарозы. Поглощение через PTS 
сопровождается фосфорилированием [34], однако имеющиеся 
экспериментальные подтверждения касаются только к моно-  
и дисахаридов. Остается открытым вопрос о возможности транс
портировки через систему PTS более крупных олигосахаридов, 
например, раффинозы. Штамм L. johnsonii FI9785 также облада-
ет системой PTS и melA GH36 [35], однако нет никаких экспери-
ментальных данных, подтверждающих данный путь. Отметим, 
что ген, кодирующий α-гал GH36, встречается вместе с геном, 
который кодирует α-(1→6)-глюкозидазу семейства GH13_31, ак-
тивную в отношении изомальтоолигосахаридов [25, 36].

Как показал генетический анализ лактококков Lс. raffinolac-
tis, гены метаболизма галактозидов организованы в оперон, со-
держащий гены α-гал (aga), галактокиназы (galK) и переносчика 
галактозо-1-фосфата (galT). Экспрессия оперона aga-galKT мо-
дулируется регулятором транскрипции galR. Предполагается, 
что экспрессия гена в опероне aga у Lс.  raffinolactis находится 
под отрицательным контролем и индуцируется продуктами ме-
таболизма галактозидов [37].

Анализ организации локусов, связанных с использованием 
RFO у различных бактерий, показывает, что понимание особен-
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ностей метаболизма галактоолигосахаридов может быть исполь
зовано для проведения селективной стимуляции определенных 
пробиотических бактерий в кишечнике макроорганизма. В на-
стоящее время недостаточно данных о сродстве транслоказ  
к различным RFO, а также – в случае PTS-систем – об особенно-
стях фосфорилирования интернализованного RFO. Другая тема, 
которая заслуживает дальнейшего изучения – это возможная 
связь транспорта RFO с транспортом β-галактоолигосахаридов 
или изомальтоолигосахаридов, что подтверждается кластериза-
цией генов ферментов семейства GH36 с транслоказами, специ-
фичными к этим олигосахаридам [25].

Выяснение молекулярных механизмов метаболизма разных 
галактоолигосахаридов из растений или молока важно для опре-
деления роли микроорганизмов-симбионтов кишечника в под-
держании здоровья человека [38]. Подчеркивается возможность 
селективной и специфической модуляции микроорганизмов в же
лудочно-кишечном тракте путем использования олигосахари-
дов определенной структуры, избирательно стимулирующих 
рост полезных бактериальных сообществ для профилактики  
и лечения некоторых патологий [38]. 

Перспективы применения микробных α-галактозидаз. 
α-гал из семейств GH27 и GH36, в том числе α-гал, продуцируе-
мые пробиотическими бактериями родов Bifidobacterium и Lac-
tobacillus, имеют большой потенциал для практического исполь-
зования [1, 39–43]. Особый интерес представляет ферментация 
пробиотиками олигосахаридов семейств мелибиозы и раффинозы, 
которые входят в состав многих продуктов питания, поскольку 
они не перевариваются животными с однокамерным желудком 
и их расщепление осуществляется микробоценозом толстого 
кишечника [44–47]. Самый распространенный галактозосодер-
жащий олигосахарид – раффиноза. Необработанные соевые бо
бы содержат 0,38 и 3,34 % сухого веса раффинозы и стахиозы, 
соответственно, в сое содержится и вербаскоза. Сухое соевое 
молоко содержит 10,25; 1,33 и 8,47 % по массе сахарозы, раффи-
нозы и стахиозы соответственно [22]. 

С учетом специфичности действия α-гал могут быть исполь-
зованы при переработке сырья в кормовой и пищевой промыш-
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ленности. Важно, чтобы условия производства соответствовали 
значениям температуры и рН, при которых фермент проявляет 
максимальную активность. Так, для удаления галактоолигоса-
харидов соевого молока, которое востребовано в качестве заме-
нителя цельного молока в животноводстве, нецелесообразно ис-
пользовать α-гал дрожжей и мицелиальных грибов, демонстри-
рующих оптимум действия при кислых значениях pH 4,5–4,8, 
так как естественный pH соевого молока находится в пределах 
от 6,2 до 6,4 [48–51]. Необходимо учитывать стабильность фер-
мента в условиях производства и хранения. Так, α-гал B. adoles-
centis при pH 6,5 полностью сохраняет уровень своей активно-
сти в течение первых 8 дней и около 75  % исходной активности 
к концу 55-дневного периода хранения [52]. Для сравнения: α-гал 
Leuconostoc mesenteriodes JK55 может сохранять 70  % от макси-
мальной активности при pH 4,0 [51]. 

Штамм L. fermentum показал оптимум α-галактозидазной ак-
тивности при 45 °С и полную инактивацию при 50 °С. У боль-
шинства лактобацилл максимальная активность фермента про-
является в диапазоне температуры 38–42  °С. При температуре 
выше 42 °С ферментативная активность α-гал у многих лактоба-
цилл быстро снижается. Например, при 51 °С активность L. sali-
varius падает на 90  % [54]. Исследование термостабильности 
α-гал L. fermentum показало, что 30 мин воздействия температу-
ры 50 °С не приводит к снижению ферментативной активности, 
однако при температуре свыше 55 °С α-гал L. fermentum сохра-
няет лишь 20 % активности [54]. 

Важна также чувствительность ферментных добавок в кор-
мах к протеолизу в желудочно-кишечном тракте. Показано, что 
α-гал из Streptomyces sp. S27 теряет около 50  % своей начальной 
активности после 30 мин обработки трипсином [53]. 

Исследована возможность использования термостабильной 
α-гал Streptomyces griseoloalbus для переработки галактоолиго-
сахаридов бобовых растений [55]. Ген α-гал семейства GH-36 
(Aga-S27) из Streptomyces sp. S27 был клонирован в E. coli. Очи-
щенный рекомбинантный фермент Aga-S27 проявлял оптималь-
ную активность в условиях, сходных с кишечником млекопита-
ющих и домашней птицы (35 °С и рН 7,4), был устойчив к α-хи-
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мотрипсину, субтилизину А и коллагеназе, катализировал гид- 
ролиз таких природных субстратов, как мелибиоза, стахиоза, 
раффиноза и соевая мука [53]. 

Огромный научный интерес представляет α-гал как инстру-
мент в исследованиях антигенных структур и их модификаций 
у разных биологических объектов. В геноме B. bifidum JCM 1254 
идентифицирован ген agabb, который кодирует α-гал семейства 
GH110. Исследование, проведенное с рекомбинантным фермен-
том, показало, что данный белок способствует гидролизу α-1,3- 
галактозидной связи антигена группы B [Gal α1-3 (Fuc α1-2) Gal 
β1-R]. Фермент также воздействует на муцин слюны группы B  
и эритроциты человека. Предполагается, что α-гал играет важ-
ную роль в деградации антигенов и утилизации олигосахаридов 
муцина в желудочно-кишечном тракте человека [14].

Частным случаем энзиматической модификации антигенов 
является направленное изменение групповой специфичности 
эритроцитов человека для создания универсальных донорских 
эритроцитов из крови людей разных групп. Впервые в морской 
бактерии Pseudoalteromonas sp. (КММ701, ВКМ В-2135Д) была 
обнаружена внутриклеточная α-гал, способная с высокой эф-
фективностью катализировать отщепление α-1,3-связанного 
остатка галактозы с невосстанавливающего конца детерминан-
ты В(III)-группы крови человека, что приводит к модификации 
эритроцитов в 0(I)-группу. Получен препарат α-гал Pseudoalte
romonas sp. КММ701, обработка которым суспензии эритроци-
тов В(III)-группы приводит к полной инактивации их серологи-
ческой активности при отсутствии гемагглютинации и протеаз-
ной активности [56].

Заключение. α-галактозидазы (α-D-галактозид галактогидро
лаза, КФ 3.2.1.22) – это гликозил-гидролазы, основной каталитиче-
ской функцией которых является гидролиз α-D-галактозидных 
связей с отщеплением нередуцирующего остатка α-D-галактозы. 
В последние годы все больше работ посвящено исследованию 
распространения, свойств и возможности использования α-гал 
микроорганизмов, которые по сравнению с аналогичными фер-
ментами растений обладают более узкой субстратной специфич
ностью, имеют одну молекулярную форму и ряд отличительных 
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черт. Наибольший интерес представляют ферменты из семейств 
GH27 и GH36, к которым относятся также α-гал бактерий родов 
Bifidobacterium и Lactobacillus, благодаря их значимости для 
здоровья человека и многочисленным возможностям практиче-
ского использования в биотехнологиях и медицине. Несмотря  
на различия в четвертичной структуре α-гал семейств GH36  
и GH27 их функциональная активность схожа. Выявленное раз-
нообразие молекулярных механизмов метаболизма разных га-
лактоолигосахаридов из растений или молока может быть ис-
пользовано для селективной стимуляции пробиотических бактерий 
в кишечнике макроорганизма. α-гал также представляют большой 
научный интерес как инструмент в исследованиях антигенных 
структур и их модификаций у разных биологических объектов.
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ОПТИМИЗАЦИЯ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 
ШТАММА PAENIBACILLUS SPECIES –  

ПРОДУЦЕНТА ФЕРМЕНТОВ

Л. И. САПУНОВА, Л. В. ЕРХОВА, Е. В. БОНДАРИК,  
И. В. МОРОЗ, А. Н. ПАВЛЮК

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
microbio@mbio.bas-net.by, enzyme@mbio.bas-net.by

Определены физико-химические параметры глубинного культивирова-
ния, обеспечивающие оптимальные условия роста нового штамма бактерий 
Paenibacillus species ПС-К-17, синтезирующего внеклеточный полисахарид. 
Установлено, что штамм растет в диапазоне рН 5,0–11,0 и температуры 12–
39 °С с максимальным уровнем накопления биомассы при исходной кислот-
ности среды, соответствующей рН  6,0, и температуре 30  °С. Показано, что 
Paenibacillus sp. ПС-К-17 в условиях опыта продуцирует комплекс ферментов, 
представленных пектиназой, протеазой, амилазой, целлюлазой, ксиланазой, 
β-глюканазой, β-галактозидазой, липазой, эстеразой. Полученные результаты 
позволяют рассматривать исследуемый штамм в качестве перспективного 
агента биотехнологии.

Введение. Широко распространенные в природе бактерии 
рода Paenibacillus представлены как сапрофитными, так и пато-
генными видами [1–5]. Многие виды данной группы бактерий 
способны фиксировать азот [6, 7] и солюбилизировать фосфаты 
[8, 9]. В числе продуцируемых ими метаболитов – соединения 
антимикробного и инсектицидного действия, стимулирующие 
рост растений соединения, олиго- и полисахариды, ферменты  
и другие биологически активные вещества [1, 3]. Это характери-
зует представителей рода Paenibacillus как потенциальных кан-
дидатов для разработки биотехнологий производства продук-
тов, востребованных в медицине, сельском хозяйстве, промыш-
ленности и охране окружающей среды.

Ранее нами изолирована бактериальная культура ПС-К-17 из 
зерна пшеницы, пораженной образующей полисахарид микро-
флорой. На основании культурально-морфологических, физио-
лого-биохимических особенностей и филогенетического анали-
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за нуклеотидных последовательностей гена 16  S  рРНК изолят 
идентифицирован как Paenibacillus species, близкородственный 
группе видов P. nicotiana – P. hordei – P. kyungheensis [10].

Целью настоящего исследования явилась оптимизация ус-
ловий культивирования и оценка ферментативной активности 
штамма Paenibacillus sp. ПС-К-17, продуцирующего внеклеточ-
ный полисахарид.

Материалы и методы. Объект исследования – штамм Paeni-
bacillus sp. ПС-К-17 (далее – Paenibacillus sp.), который хранится  
в коллекции лаборатории ферментов Института микробиоло- 
гии НАН Беларуси. Культуру бактерий поддерживали методом 
периодических пересевов на агаризованную среду Сабуро при  
6 ± 2 °С.

Влияние температуры на рост Paenibacillus sp. на мясопеп-
тонном агаре определяли при 12, 25, 30, 35, 37, 38, 39 и 40 °С че-
рез 2, 3 и 6  сут культивирования, а также в жидкой пептон-
но-дрожжевой среде (в %: пептон – 1,0; дрожжевой экстракт – 
0,5; K2HPO4 – 0,3; MgSO4 × 7H2O – 0,1; pH 6,0) при 15, 20, 25, 30, 
35 и 37 °С через 24 и 48 ч. 

Зависимость роста Paenibacillus sp. от исходного значения 
активной кислотности питательной среды исследовали в глубин
ной культуре в диапазоне рН 2,0–12,0 при температуре 26 ± 2 °С 
в течение 2 сут.

Для инокуляции жидкой питательной среды использовали 
4 об.% водной суспензии клеток бактерий, выращенных на пеп-
тонно-дрожжевом агаре (в %: пептон – 1,0; дрожжевой экстракт – 
0,5; K2HPO4 – 0,3; MgSO4 × 7H2O – 0,1; агар-агар – 2,0; рН 6,8) 
при 26 ± 2 °С в течение 3 сут.

По окончании культивирования в культуральной жидкости 
определяли накопление клеточной массы Paenibacillus sp. спек-
трофотометрически при λ = 600 (ОП600), используя кюветы с тол
щиной поглощающего слоя 5 мм.

Свойство Paenibacillus sp. продуцировать ферменты, востре-
бованные в кормопроизводстве, исследовали чашечным мето-
дом. Для этого культуру бактерий выращивали при 26 ± 2  °С  
в течение 72 ч на пептонно-дрожжевом агаре, содержащем суб-
страты исследуемых ферментов в количестве 1 %. 
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Для индукции синтеза β-галактозидазы в среду культивиро-
вания бактерий вводили лактозу, протеазы – недепротеинизиро-
ванное молоко, липазы – глицерилтрибутират (трибутирин), 
эстеразы – твин-80, α-амилазы – картофельный крахмал, пекти-
назы – свекловичный пектин, фитазы – фитат натрия, целлюла-
зы – натрий-карбоксиметилцеллюлозу, ксиланазы – ксилан из 
овса, β-глюканазы – β-глюкан буковый или из клеточных стенок 
гриба Claviceps fusiformis.

Активность всех исследуемых ферментов, за исключением 
β-галактозидазы, обнаруживали по зонам просветления или спе
цифического окрашивания (в присутствии индикаторов), кото-
рые образуются вокруг колоний в результате ферментативного 
гидролиза субстратов. Колонии синтезирующих β-галактозидазу 
бактерий при наличии в среде хромогенного субстрата 5-бром- 
4-хлор-3-индолил-β-D-галактопиранозида (Х-гал) приобретают 
синий цвет, характерный для продукта его ферментативного ги-
дролиза – 5-бром-4-хлориндиго. 

Приведенные результаты представляют собой усредненные 
величины 2–3 опытов, выполненных в трех повторностях. При 
статистической обработке результатов с использованием ком-
пьютерной программы из пакета Microsoft Windows рассчиты-
вали доверительный интервал среднего арифметического для 
уровня вероятности 0,05. Разность двух средних величин при-
знавалась достоверной при отсутствии перекрывания их дове-
рительных интервалов.

Результаты и обсуждение. Данные литературы о фермента-
тивной активности бактерий рода Paenibacillus немногочисленны 
и фрагментарны. Наибольший интерес исследователей вызыва-
ют ферменты, обуславливающие патогенные и антагонистиче-
ские свойства данной группы микроорганизмов, а также фер-
менты, востребованные в кормопроизводстве и в технологиях 
утилизации отходов переработки целлюлозного, гемицеллюлоз-
ного, хитинсодержащего сырья. Особенно много публикаций 
касается штаммов бактерий, продуцирующих ферменты хити-
нолитического комплекса. Так, штаммы Paenibacillus sp. AD [11] 
и Paenibacillus sp. D1 [12] известны как продуценты хитиназы, 
штамм Paenibacillus sp. HUL – как хитиназы и хитиндеацилазы 
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[13], Paenibacillus sp. IK-5 – как хитиназы, хитозаназы и хито- 
биазы [14]. 

Внимание исследователей обращено также на выявление  
у названной группы бактерий ферментов, участвующих в де-
струкции гемицеллюлозного сырья, в частности, ксиланазы. 
Способность гидролизовать ксилан с образованием продуктов 
различной молекулярной массы присуща P.  barengoltzii [15], 
Paenibacillus sp. XJ18 [16], P. sediminis [17], P. xylanisolvens [18], 
P. xylanilyticus [19], Paenibacillus sp. A59 [20]. Сообщается также 
о синтезе штаммом P. chitinolyticus CKS1 целлюлазы [21] и P. ba
rengoltzii – β-глюканазы [22].

Штамм P. sacheonensis продуцирует ферментный комплекс, 
включающий ксиланазу и целлюлазу [23], Paenibacillus sp. TKU042 – 
хитозаназу и протеазу [24], Paenibacillus sp. B2 – пектиназу, цел-
люлазу, протеазу и хитиназу [25]. Недавно обнаружен также 
штамм P. curdlanolyticus B-6, продуцирующий бифункциональ-
ный фермент – ксиланазу / β-глюканазу [26].

Ферменты амилолитического комплекса у бактерий рода Paeni
bacillus представлены α-амилазой гидролитического и трансфе-
разного действия [27], циклодекстриназой [28] и циклодекстрин-
гликозилтрансферазой [29].

Отдельные публикации посвящены исследованию способно-
сти бактерий рода Paenibacillus синтезировать пуллуланазу [30], 
β-агаразу [31], α-галактозидазу [32], β-галактозидазу [33], липазу 
[34], эстеразу [35], пектиназу [36], протеазу [37].

Результаты исследования ферментативной активности бак-
терий Paenibacillus  sp. ПС-К-17, проведенного чашечным мето-
дом, приведены в табл. 1. Как видно, в условиях опыта штамм 
синтезирует по меньшей мере 9 ферментов: протеазу, пектиназу, 
амилазу, целлюлазу, ксиланазу, β-глюканазу, β-галактозидазу, 
липазу и эстеразу. 

Оптимальным субстратом для роста Paenibacillus  sp., обе-
спечивающим формирование колоний диаметром 17 мм, оказал-
ся β-глюкан из овса, в отличие от его неметаболизируемого ана-
лога бактериального происхождения. Размер колоний варьиро-
вался от 4  мм на средах с натрий-карбоксиметилцеллюлозой  
и твином-80 до 10 мм – на среде с крахмалом. Следует отметить, 
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что размер зон расщепления субстрата не коррелировал с разме-
ром колоний Paenibacillus sp.: близкие по величине области фер-
ментативного гидролиза натрий-карбоксиметилцеллюлозы (29 мм) 
и β-глюкана (35 мм) формировались вокруг колоний диаметром 
4 и 17 мм соответственно. При этом индекс отношения величи-
ны зоны расщепления субстрата к размеру их колоний составил 
7,25 и 2,06 соответственно, что, возможно, определяется различ-
ной эффективностью синтеза ферментов. 

Таким образом, исследуемый штамм Paenibacillus sp. харак-
теризуется протеазной, пектиназной, амилазной, целлюлазной, 
ксиланазной, β-глюканазной, β-галактозидазной, липазной и эсте
разной активностью, тогда как ферментный комплекс лучшего 
из известных грибов данного рода Paenibacillus sp. B2 представ-
лен пектиназой, целлюлазой, протеазой и хитиназой [25].

Т а б л и ц а  1.  Ферментативная активность Paenibacillus sp., 
выявляемая чашечным методом на средах  

со специфическими субстратами

Ферментативная  
активность Субстрат

Диаметр 
колоний, 

мм

Зона 
расщепления 

субстрата 
вокруг 

колоний, мм

Индекс 
отношения 
размеров 

зоны 
расщепления 

субстрата  
и диаметра 

колоний

Пектолитическая Пектин свекловичный 8 15 1,88
Протеолитическая Молоко недепротеини-

зированное
6 23 3,83

Казеинат натрия 7 18 2,57
Амилолитическая Крахмал картофельный 10 25 2,50
Ксиланолити- 
ческая

Ксилан из овса 8 21 2,63

Целлюлолити- 
ческая

Натрий-карбоксиметил
целлюлоза

4 29 7,25

β-глюканазная β-глюкан буковый 17 35 2,06
β-глюкан грибной 0 0 0

β-галактозидазная Лактоза + Х-гал 6 – –*
Липазная Глицерилтрибутират 5 18 3,60
Эстеразная Твин-80 4 12 3,00

* Колонии окрашены в синий цвет, не образуют зоны гидролиза субстрата.
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С учетом перспективы использования штамма Paenibacil-
lus sp. ПС-К-17 для разработки технологии получения кормовой 
добавки, повышающей эффективность переваривания кормов рас
тительного происхождения, определены физико-химические па-
раметры его культивирования. 

Известно, что большинство представителей Paenibacillus – 
мезофилы, хотя описаны термо- и психрофильные виды [38–40]. 
Согласно полученным нами данным, оптимум роста исследуе-
мого штамма Paenibacillus sp. как на поверхности агаризованной 
среды (табл. 2), так и в условиях глубинной культуры (рис. 1) со-
ставил 30 °С, а максимум температуры роста – 39 °С. 

Т а б л и ц а  2.  Рост Paenibacillus sp. на мясопептонном агаре  
в зависимости от температуры

Температура 
роста, °C

Длительность культивирования, сут

Колонии, 
6 сут2 3 6

Размер колоний, мм

12 0 слабый рост 1

25 2,5–3,0 3,5–4,0 8–9

30 4,5–5,0 7,5–8,0 12–13
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Температура 
роста, °C

Длительность культивирования, сут

Колонии, 
6 сут2 3 6

Размер колоний, мм

35 4,0–4,5 6,0–6,5 10–11

37 0 слабый рост < 1

39 0 слабый рост по линии 
посева

40 0 0 0 –

Слабый рост бактерий на агаризованной среде был отмечен 
как при 12 °С, так и при 37 °С: в обоих случаях отдельные изо-
лированные колонии появлялись лишь на 6 сут роста (табл. 2).  
В глубинной культуре уровень накопления биомассы через 24 ч 
роста бактерий оказался в 1,3  раза выше при 35  °С, чем при 
15  °С. Однако при увеличении длительности культивирования 
Paenibacillus sp. до 48 ч исследуемый показатель увеличивался 
более значительно у культуры, растущей при 15 °С (в 1,9 раза), 
чем при 37 °С (в 1,3 раза). 

Следует особо подчеркнуть, что от температуры культиви-
рования зависело также время появления пигмента в клетках 

Окончание табл. 2
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Paenibacillus sp. и связанная с ним интенсивность окраски коло-
ний. Светло-розовый пигмент (возможно, каротиноидной при-
роды) обнаруживался в клетках бактерий, растущих при 29  
и 35 °С, уже на 3 сут роста, тогда как при 25 °С – только на 6 сут. 

Согласно представленным на рис. 2 данным, рост Paenibacil-
lus sp. в условиях глубинного культивирования отмечался в диа-
пазоне исходных значений рН питательной среды от 5,0 до 11,0. 
При этом происходило повышение активной кислотности (сни-
жение величины рН) среды культивирования, которое было тем 
значительнее, чем выше начальное значение исследуемого пока-

Рис. 1. Влияние температуры на рост Paenibacillus sp.  
в жидкой пептонно-дрожжевой среде с глюкозой
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Рис. 2. Влияние рН на рост Paenibacillus sp.  

в жидкой пептонно-дрожжевой среде с глюкозой 

 

Заключение. Синтез комплекса ферментов, представленных пектиназой, 

протеазой, амилазой, целлюлазой, ксиланазой, β-глюканазой, β-галактозидазой, 

липазой и эстеразой, а также рост в широком диапазоне температуры и актив-

ной кислотности питательной среды позволяет предлагать новый штамм бакте-

Рис. 2. Влияние рН на рост Paenibacillus sp.  
в жидкой пептонно-дрожжевой среде с глюкозой
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зателя. Максимальное накопление биомассы бактериями в среде 
отмечено при исходной величине рН  6,0, что всего в 1,5  раза 
больше его минимального показателя, выявленного при рН 11,0.

Заключение. Синтез комплекса ферментов, представленных 
пектиназой, протеазой, амилазой, целлюлазой, ксиланазой, β-глю
каназой, β-галактозидазой, липазой и эстеразой, а также рост  
в широком диапазоне температуры и активной кислотности пи-
тательной среды позволяет предлагать новый штамм бактерий 
Paenibacillus sp. ПС-К-17 для разработки биотехнологии произ-
водства комплексной кормовой добавки, повышающей перева-
риваемость кормов.
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OPTIMIZATIONS OF CULTURAL CONDITIONS  
FOR ENZYME-PRODUCING STRAIN OF PAENIBACILLUS SPECIES
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The physicochemical parameters of submerged cultivation providing optimal 
conditions for the growth of a new bacterial strain Paenibacillus species PS-K-17 
synthesizing extracellular polysaccharide were determined. It was found that the 
strain is able to grow in the range of pH 5.0–11.0 and temperatures 12–39 oC, with  
a maximum level of biomass accumulation at the initial acidity of the medium 
corresponding to pH 6.0 and temperature 30 oC. It was shown that Paenibacillus sp. 
PS-K-17 during the experiment produced enzyme complex represented by pecti
nase, protease, amylase, cellulase, xylanase, β-glucanase, β-galactosidase, lipase, 
esterase. The obtained results allow to consider the studied strain as a promising 
biotechnological agent.
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Из метаногенных микробных сообществ, полученных из илов очистных 
сооружений и содового озера, выделены и идентифицированы 2 штамма лак-
тобацилл. У них проверена способность к деструкции пищевых азокрасите-
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лей, а также ряда интермедиатов их разрушения при инкубации на двух сре-
дах. Показано, что в виде чистых культур в анаэробных условиях выделенные 
штаммы лактобацилл не разлагают азокрасители и аминоароматические сое-
динения при инкубации на минеральной среде, а в случае роста на богатой 
среде MRS они способны обесцвечивать азокрасители. В то же время в соста-
ве сообществ лактобациллы развиваются на минеральной среде, сбраживают 
интермедиаты и разрывают азосвязи азокрасителей. Показано, что азокраси-
тели могут воздействовать на рост лактобацилл. 

Введение. Лактобациллы – это аэротолерантные анаэроб-
ные микроорганизмы, широко распространенные в природных 
и антропогенных местообитаниях. Первичными резервуарами 
лактобацилл считают микробиоту животных и человека, фил-
лосферу растений, кисломолочные продукты. Известно, что бак-
терии рода Lactobacillus играют важную роль в микробных со-
обществах желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) млекопитаю-
щих [1]. Многие из них проявляют пробиотические свойства [2], 
а ряд штаммов активно используется в пробиотических препа-
ратах и в качестве заквасок для функциональных продуктов. Из 
первичных источников лактобациллы могут попадать во вто-
ричные резервуары (донные осадки водоемов, илы очистных со-
оружений), где также способны осуществлять молочнокислое 
брожение различных субстратов.

Ранее нами из природных и антропогенных источников раз-
личного происхождения (донных отложений природных водое-
мов и илов ряда очистных сооружений) были выделены ана- 
эробные микробные сообщества, осуществляющие конверсию 
азокрасителей и ароматических аминов в биогаз (метан в смеси 
с СО2 [3]). Независимо от источника получения в активных ме-
таногенных сообществах процесс разрушения азокрасителей 
включает два этапа: неспецифическую стадию разрыва азосвя-
зи, приводящую к обесцвечиванию азокрасителя и образованию 
ароматических аминов, и высокоспецифичную стадию превра-
щения ароматических аминов (например, аминоароматических 
кислот) в метан через бензоил-КоА-путь [4, 5]. После реакций, 
приводящих к деароматизации, образуются продукты, которые 
подвергаются сбраживанию различными группами микроорга-
низмов-бродильщиков, в том числе молочнокислыми бактерия-
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ми [6]. Необходимость исследования таких сообществ диктуется 
тем, что азокрасители являются повсеместно применяемыми 
синтетическими соединениями (ксенобиотиками), загрязняю-
щими окружающую среду (при производстве и использовании  
в сточные воды попадает от 10 до 50 % исходного вещества [7]). 
Негативную активность азокрасителей и их производных связы-
вают с преобразованием их в реакционноспособные интермеди-
аты, взаимодействующие с молекулами ДНК и гемоглобином 
крови и способствующие развитию онкологических заболева-
ний у человека и животных [8, 9]. Особо пристального внимания 
требуют пищевые азокрасители, так как они вступают в прямой 
контакт с человеческим организмом. Пищевые азокрасители ре-
гулярно поступают в организм человека с продуктами питания 
и в составе оболочек лекарственных препаратов, и поэтому нор-
мальная микробиота постоянно контактирует с данными ксено-
биотиками. Вопрос влияния азокрасителей на микробиоту ки-
шечника, и в частности на лактобациллы, изучен недостаточно.  
В литературе имеется некоторое количество публикаций, посвя-
щенных способности представителей молочнокислой группы 
микроорганизмов обесцвечивать ряд пищевых азокрасителей 
(например, тартразин [10]). Особый интерес вызывает не только 
возможность лактобацилл разрушать азокрасители, но и влия-
ние данных соединений на развитие самих микроорганизмов.

Цель настоящей работы – выделение микроорганизмов мо-
лочнокислой группы из активных метаногенных сообществ  
и определение их роли в трофической цепи метаногенной биоде-
градации азокрасителей, а также выявление возможного влия-
ния данных ксенобиотиков на жизнедеятельность самих микро-
организмов.

Материалы и методы. Штаммы бактерий молочнокислой 
группы выделяли из двух метаногенных сообществ (табл. 1), ко-
торые стабильно с высокой активностью разрушали ряд азокра-
сителей, превращая часть ароматических интермедиатов в био-
газ [4, 11].

Выделение чистых культур бактерий молочнокислой груп-
пы осуществляли путем внесения шприцем культуральной жид-
кости с клеточными агрегатами из активного сообщества в жид-
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кую среду MRS [2]. Засеянные пенициллиновые пузырьки поме-
щали в термостат на 37 °С и инкубировали в течение 1–3 сут до 
появления признаков роста. Для получения отдельных колоний 
производили рассев аликвоты культуральной жидкости из нако-
пительной культуры по Коху на поверхность агаризованной сре-
ды MRS (1,5–2,0 % агара) и инкубацию засеянных чашек в анаэ-
ростате при 37 °С в течение 2–3 сут. Полученные отдельные ко-
лонии описывали и проверяли на чистоту. 

Для опытов с ксенобиотиками выделенные культуры инку-
бировали на двух видах сред: на жидкой MRS и на минеральной 
среде [12], которая воспроизводила условия культивирования 
активных метаногенных микробных сообществ. Во флаконах  
с минеральной средой газовую фазу заменяли на аргон. Среды 
стерилизовали автоклавированием (минеральную среду – при 
1 атм, MRS – при 0,5  тм). рН среды устанавливали после стери-
лизации в пределах 6,5–7,0. Инкубацию чистых культур прово-
дили при 30 и 37 °С.

Т а б л и ц а  1.  Характеристика биологического материала для 
выделения бактерий молочнокислой группы

Источник исходного 
биоматериала

Условия  
в месте отбора

Обозначение  
и условия инкубации 
выделенного актив-

ного сообщества

Активности  
выделенного  
сообщества

Мезофильный 
гранулярный ил 
очистных соору-
жений (EGSB-

реактора) стоков 
пивоваренного 

завода «Efes 
Pilsener» (Москва) 

t° = 25–30 °С, 
рН = 6,5–6,9

EP, t° = 30 °С, 
рН = 6,5–7,5

Обесцвечивание 
азокрасителей Methyl 
Red, Methyl Orange, 

Acid Orange 6 и 7, PS, 
Tn, биодеградация 
2-АБК до биогаза

Донные отложе-
ния озера Цайдам 

(Бурятия)

t° = 15–20 °С, 
рН = 9,2

Ц, t° = 30 °С, 
рН = 6,5–7,5

Обесцвечивание 
азокрасителей Methyl 
Red, Methyl Orange, 
Acid Orange 6 и 7,

PS, Tn, биодеграда-
ция 5-АCК  
до биогаза
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В качестве субстратов использовали азокрасители Tartrazine 
(Tn, Е124), Ponceau S (PS, Е102) и Sunset Yellow FCF (SY, Е110), 
широко применяемые в пищевой, фармацевтической и космети-
ческой промышленности, и Azophloxine (Az, Е128), ранее являв-
шийся пищевым азокрасителем, а в настоящее время запрещен-
ный к использованию в большинстве стран. Как предполагаемые 
интермедиаты разложения азокрасителей и их изомеры применя-
ли сульфаниловую («Aldrich», США), 2-аминобензойную (2-АБК, 
«Sigma», США) и 5-аминосалициловую (5-АСК, «Merck», Герма-
ния) кислоты, бензиловый спирт (БС, «Aldrich», Германия), бен-
зойную (БК) и салициловую (СалК) кислоты («Merck», Германия) 
высшей степени очистки. Азокрасители и (амино)ароматические 
субстраты вносили в среды культивирования из их стерильных 
концентрированных анаэробных растворов до соответствую-
щих конечных концентраций. Все пересевы осуществляли с по-
мощью стерильных шприцев, не нарушая условий анаэробиоза.

Микроскопическую картину изучали, просматривая препа-
раты, фиксированные в пламени горелки и окрашенные фуксином, 
в световом микроскопе «Биолам-2» («ЛОМО», Россия) с масля-
ной иммерсией. Для первичной идентификации выделенных 
культур использовали АPI 50 CHL-систему («bioMerieux», Фран-
ция). API-тестирование осуществляли в соответствии с ин-
струкцией. По результатам API-тестов была проведена первич-
ная идентификация лактобацилл.

Чистые культуры окончательно идентифицировали с помо-
щью секвенирования гена 16S рРНК. Выделение и первичную 
очистку ДНК проводили модифицированным фенол-хлорофор-
мным методом [13]. Полученные образцы ДНК дополнительно 
очищали на миниколонках «Wizard DNA clean-up system» 
(«Promega Corporation», США) согласно инструкции производи-
теля. Для амплификации полноразмерной копии гена 16S рРНК 
использовали пару праймеров 8-27F (5′-AGAGTTTGATCMTG-
GCTCAG-3′) и 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) со-
гласно протоколу. Продукты ПЦР очищали от посторонних 
примесей при помощи электрофореза в 0,8%-ной агарозе и на 
миниколонках «Wizard PCRPreps» («Promega», США) по ин-
струкции производителя. Секвенирование проводили в двух на-
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правлениях с применением набора «BigDye Terminator v.3.1 Cy-
cle Sequencing Kit» («Applied Biosystems», США) согласно реко-
мендациям производителя. Последовательности генов 16S рРНК 
сравнивали с помощью программного обеспечения Ribosomal 
Database Project – RDP. Редактирование нуклеотидных последо-
вательностей осуществляли с помощью редактора BioEdit [14]. 
Последовательности были выравнены с соответствующими по-
следовательностями ближайших видов бактерий с помощью 
программы CLUSTALW v 1.75. Построение бескорневых фило-
генетических деревьев исследуемых бактерий производили  
с помощью пакета программ TREECONW [15]. 

Также проводили стандартные цитологические и физиолого- 
биохимические тесты согласно руководству Берджи [16].

Анализ содержания азокрасителей и (амино)ароматических 
веществ в культуральной жидкости проводили спектрофотоме-
трическим сканированием в диапазоне длин волн 200–600 нм на 
спектрофотометре «Shimadzu UV-1202» (Япония). Концентра-
цию ароматических аминов определяли также с помощью ВЭЖХ, 
используя колонки с обращенной фазой Диасорб 130-С16Т, 6 мкм 
(«BCM», Россия) и Luna 5u С18 (2) 100 A («Phenomenex», США)  
в системе уксусная кислота – метанол, ChromSpher C18 2 × 10 cм 
(«Chrompack Varian Inc.», CША) в градиенте смеси серной кис-
лоты и ацетонитрила, по поглощению при 230–255 нм. Масс- 
спектрометрический анализ продуктов трансформации (амино)
ароматических веществ проводили с использованием газового 
хроматографа «HP5890-II» («Hewlett Packard», США), снабжен-
ного ТCD-детектором, и масс-спектрометра 5974A MSD («Hewlett 
Packard», США). Разделение компонентов пробы производили 
на капиллярной колонке «Sil5CB-MS» 25 м × 0,32 мм («Chrompack 
Varian Inc.», CША). Концентрации летучих продуктов определя-
ли с помощью хроматографов «CHROM-5» (ЧССР), «Chrompack 
СР9000» (Varian Inc., CША) с пламенно-ионизационным детек-
тором на колонке «SiL5 CB» 25 м × 0,32 мм («Chrompack Varian 
Inc.», CША) и «Кристалл 2000М» (Россия) на микрокапилляр-
ной колонке «Zebron ZB- FFAP» (США). Концентрацию органи-
ческих кислот также определяли с помощью ВЭЖХ разделением 
на колонках «Polyspher OAHY» 3 см х 6,5 мм («Merck», Германия)  
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и «Varian Metacarb 67H» (300 мм) («Merck», Германия). Опреде-
ление содержания лактата проводили электрохимически с исполь-
зованием биосенсоров первого поколения на основе L-лакта
токсидазы в проточно-инжекционной ячейке.

Анализ газов проводили на газовом хроматографе «Shi
madzu», модель «GC-2014» (Япония), содержащем 2 колонки  
и снабженном TCD-детектором. Разделение водорода и метана 
проводили на колонке «Molsieve» 2 м × 3 мм, температура детек-
тора – 150 °С, газ-носитель – аргон. Концентрацию СО2 измеря-
ли на том же хроматографе, снабженном TCD-детектором, тем-
пература детектора – 130 °С, газ-носитель – гелий. Разделение 
производили на колонке «Poraplot Q СЗ7554», 25 м × 0,53 мм 
(«Chrompack Varian Inc.», CША).

Рост молочнокислых бактерий оценивали нефелометрически 
с использованием фотоэлектрического колориметра-нефеломе-
тра «ФЭКН-57» (Россия). В ряде случаев количество клеток опре-
деляли с помощью рассевов на агаризованную MRS по Коху.

При проведении серии опытов на минеральной среде пред-
варительно накапливали клетки на среде МRS при температуре 
37 °С в течение 3 сут, а затем отделяли их центрифугированием 
с трехкратным промыванием стерильным физраствором. В пе-
нициллиновые флаконы с анаэробной минеральной средой засе-
вали 10 % ресуспендированных клеток от объема среды и добав-
ляли:

азокрасители (до конечной концентрации 0,5 мМ) в качестве 
единственного источника углерода и энергии;

аминоароматические субстраты (5-АСК, 2-АБК – до конеч-
ной концентрации 2 мМ; сульфаниловую кислоту, являющуюся 
интермедиатом деструкции обоих использованных азокрасите-
лей, – до 0,5 мМ) в качестве единственного источника углерода 
и энергии;

вышеперечисленные аминоароматические субстраты и пи-
руват как легкодоступный источник углерода и энергии (до ко-
нечной концентрации 20 мМ);

смесь ЛЖК и спиртов (ацетат, пропионат, бутират, этиловый 
спирт, пропиловый спирт – до конечной концентрации 10 мМ).
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В качестве контролей для отслеживания возможного токсич-
ного действия использованных веществ на лактобациллы были 
поставлены варианты с минеральной средой и посевным мате-
риалом (без ароматических веществ). Инкубировали культуры 
при 30 °С.

При проведении серии опытов на богатой среде перед нача-
лом опыта культуры выращивали на среде MRS в пенициллино-
вых флаконах при температуре 37 °С в течение 3 сут. В другие 
флаконы с жидкой MRS засевали 10 % культуры от объема сре-
ды и добавляли:

азокрасители (до конечной концентрации 1 мМ);
аминоароматические субстраты (5-АСК, 2-АБК и сульфани-

ловую кислоту, БК, СалК и БС, являющиеся интермедиатами де-
струкции азокрасителей, – до конечной концентрации 0,25 мМ).

В качестве контроля роста инкубировали пузырьки со сре-
дой MRS и посевным материалом (без ароматических веществ). 
Второй (химический) контроль был поставлен для выявления 
возможного взаимодействия компонентов среды MRS с исполь-
зуемыми субстратами без участия клеток. Инкубировали куль-
туры при 30 °С.

Перед всеми измерениями культуральную жидкость освобо-
ждали от клеток центрифугированием при 15 000 g в течение  
10 мин. 

Результаты и обсуждение. Идентификация и характери-
стика выделенных чистых культур. Из двух активных мета-
ногенных сообществ были получены и описаны два изолята.

Изолят L-34 выделили из сообщества Ц с 5-АСК путем по-
становки накопительной культуры бактерий молочнокислой груп
пы на жидкой среде MRS с последующим рассевом на анаэроб-
ный и аэробный MRS-агар. При росте на агаризованной MRS 
изолят формировал грязно-белые, круглые, выпуклые, блестя-
щие, полупрозрачные колонии диаметром 2–3 мм. Колонии со-
стояли из грамположительных коротких палочек с зернистым 
содержимым (рис. 1).

Они неподвижны, спор не образуют, иногда располагаются  
в коротких цепочках и гроздьях. Штамм не восстанавливает ни-
трат, желатину не разжижает, каталазу не образует. Оптималь-
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ной температурой для роста является 37 °С. Спектр углеводных 
субстратов, используемых штаммом L-34 (табл. 2), определили  
с помощью API 50 CHL («bioMerieux», Франция). По результа-
там API-теста выделенная культура первично идентифицирова-
на как Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. 

Частичный сиквенс гена 16S рРНК (1508 нуклеотидов) с 99 % 
сходства подтвердил принадлежность выделенного штамма  
к данному виду. Изолят был идентифицирован как Lactobacillus 
paracasei subsp. paracasei L-34, а нуклеотидная последователь-
ность его гена 16S рРНК была депонирована в GenBank под но-
мером KC137275 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC137275).

Изолят L-43.1 был получен из сообщества ЕР с 2-АБК с пред-
варительным накоплением бактерий молочнокислой группы на 
жидкой MRS и последующим посевом на чашки с MRS-агаром, 
которые инкубировали как в аэробных, так и в анаэробных ус-
ловиях. Грязно-белые, круглые, выпуклые, блестящие колонии  
с ровным краем диаметром 2–3 мм на агаризованной MRS фор-
мировались из грамположительных ровных неподвижных бес-
споровых палочек среднего размера, в коротких цепочках (рис. 2).

Изолят не восстанавливал нитрат, не разжижал желатину  
и не образовывал каталазу. Оптимальной для роста была темпе-
ратура 37 °С. Спектр используемых субстратов, определенный  
с помощью API 50 CHL («bioMerieux», Франция), приведен  
в табл. 3.
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Рис. 1. Микроскопическая картина изолята L-34 (х1000) 
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Рис. 1. Микроскопическая картина изолята L-34 (× 1000)
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выделенная культура первично идентифицирована как lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei.  

Частичный сиквенс гена 16S рРНК (1508 нуклеотидов) с 99% сходства 

подтвердил принадлежность выделенного штамма к данному виду. Изолят был 

идентифицирован как lactobacillus paracasei subsp. paracasei L-34, а нуклео-

тидная последовательность его гена 16S рРНК была депонирована в GenBank 

под номером KC137275 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC137275). 

Изолят L-43.1 был получен из сообщества ЕР с 2-АБК с предварительным 

накоплением бактерий молочнокислой группы на жидкой MRS и последующим 

посевом на чашки с MRS-агаром, которые инкубировали как в аэробных, так и 

в анаэробных условиях. Грязно-белые, круглые, выпуклые, блестящие колонии 

с ровным краем диаметром 2-3 мм на агаризованной MRS формировались из 

грамположительных ровных неподвижных бесспоровых палочек среднего раз-

мера, в коротких цепочках (рис. 2). 

 
Рис. 2. Микроскопическая картина изолята L-43.1 (х1000) 

 

Штамм не восстанавливал нитрат, не разжижал желатину и не образовы-

вал каталазу. Оптимальной для роста была температура 37ºС. Спектр использу-

емых субстратов, определенный с помощью API 50 CHL (bioMerieux, Франция), 

представлен в табл. 3. 

 

Рис. 2. Микроскопическая картина изолята L-43.1 (× 1000)

Т а б л и ц а  2.  Спектр субстратов, потребляемых изолятом L-34

Тест Ответ Тест Ответ Тест Ответ

Глицерол + Инозитол – Инулин –
Эритритол – D-маннитол + D-мелицитоза +
D-арабиноза – D-сорбитол + D-раффиноза –
L-арабиноза – Метил-αD-ман-

нопиранозид
– Амидон (крахмал) –

D-рибоза + Метил-αD-глю-
копиранозид

+ Гликоген –

D-ксилоза – N-ацетилглю-
козамин

+ Ксилитол –

L-ксилоза – Амигдалин + Гентибиоза +
D-адонитол – Арбутин + D-тураноза +
Метил-βD-кси-
лопиранозид

– Эскулин Fe3+ 
цитрат

? D-ликсоза –

D-галактоза + Салицин + D-тагатоза +
D-глюкоза + D-целлобиоза + D-фукоза –
D-фруктоза + D-мальтоза + L-фукоза –
D-манноза + D-лактоза + D-арабитол –
L-сорбоза – D-мелибиоза – L-арабитол –
L-рамноза – D-сахароза 

(сукроза)
+ Глюконат калия ?

дульцитол – D-трегалоза + 2-кетоглюконат калия –

П р и м е ч а н и е.  Обозначения: «+» – использует данный углеводный 
субстрат; «–» – не использует данный углеводный субстрат; «?» – ответ неясен.
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Первичная идентификация, осуществленная по результатам 
API-теста (Lactobacillus rhamnosus), была подтверждена сравне-
нием частичного сиквенса гена 16S рРНК (1171 нуклеотид) с ба-
зами данных GenBank, которое с 99 % сходства подтвердило 
принадлежность выделенного штамма к этому виду. Изолят был 
идентифицирован как Lactobacillus rhamnosus L-43.1, а нуклео-
тидная последовательность его гена 16S рРНК была депонирова-
на в GenBank под номером KC137276 (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nuccore/KC137276).

Способность Lactobacillus paracasei subsp. paracasei L-34  
и L. rhamnosus L-43.1 разрушать азокрасители и их произво-
дные при инкубации в минеральной среде. У двух выделенных 
нами штаммов лактобацилл проверили способность к деструк-
ции двух пищевых азокрасителей Tn и PS при инкубации на ми-
неральной среде, поскольку, по данным литературы, некоторые 
молочнокислые бактерии могут осуществлять разрыв азосвязи 
[10]. Также тестировали лактобациллы на возможность потре-
бления 5-АСК, 2-АБК и сульфаниловой кислоты, являющейся 
интермедиатом деструкции обоих использованных азокрасите-
лей как в качестве единственных источников углерода и энергии 
в среде, так и в присутствии пирувата как доступного косуб-
страта. Смесь ЛЖК и спиртов применили как сборный субстрат, 
соответствующий возможным интермедиатам этапа брожения. 

Показано, что в вариантах с пируватом происходило его 
сбраживание с образованием L-лактата и закислением среды. 
Ни в одном варианте не обнаружено изменений концентраций 
азокрасителей и аминоароматических веществ. Поскольку ми-
неральная среда является «бедной» для лактобацилл, то даже  
в контрольном варианте (без добавок) количество клеток со вре-
менем уменьшилось на 1–2 порядка (табл. 4). Токсическое дей-
ствие азокрасителей и аминоароматических веществ на культу-
ру L. paracasei subsp. paracasei L-34, выражающееся в снижении 
количества жизнеспособных клеток, уменьшалось в ряду: суль-
фаниловая кислота > 5-АСК > Tn > PS > 2-АБК. Наличие до-
ступного косубстрата в ряде случаев нивелировало воздействие 
данных добавок (для 2-АБК и сульфаниловой кислоты). 
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Т а б л и ц а  3.  Спектр субстратов, потребляемых изолятом L-43.1

Тест Ответ Тест Ответ Тест Ответ

Глицерол – Инозитол – Инулин –
Эритритол – D-маннитол + D-мелицитоза +
D-арабиноза – D-сорбитол + D-раффиноза –
L-арабиноза + Метил-αD-маннопи-

ранозид
? Амидон (крах-

мал)
–

D-рибоза + Метил-αD-глюкопи-
ранозид

– Гликоген –

D-ксилоза – N-ацетилглюкозамин + Ксилитол –
L-ксилоза – амигдалин + Гентибиоза +
D-адонитол – арбутин + D-тураноза +
Метил- βD-кси-
лопиранозид

– Эскулин Fe3+ цитрат + D-ликсоза –

D-галактоза + Салицин + D-тагатоза +
D-глюкоза + D-целлобиоза + D-фукоза –
D-фруктоза + D-мальтоза + L-фукоза –
D-манноза + D-лактоза + D-арабитол –
L-сорбоза + D-мелибиоза + L-арабитол –
L-рамноза ? D-сахароза (сукроза) + Глюконат калия ?
дульцитол – D-трегалоза + 2-кетоглюконат 

калия
–

П р и м е ч а н и е.  Обозначения: «+» – использует данный углеводный 
субстрат; «–» – не использует данный углеводный субстрат; «?» – ответ неясен.

Для культуры L. rhamnosus L-43.1 наблюдали более значи-
тельное снижение числа клеток при контакте с азокрасителями 
и аминоароматическими веществами, токсичность которых умень-
шалась в ряду: 5-АСК > Tn > PS > сульфаниловая кислота  
> 2-АБК. Добавление пирувата практически не оказывало воз-
действия на жизнеспособность клеток. 

Наименьший токсический эффект на обе культуры оказыва-
ла 2-АБК, Tn был более токсичен для обеих культур, чем PS. 
Смесь ЛЖК и спиртов поддерживала незначительный рост 
культуры L. paracasei subsp. paracasei L-34, тогда как в случае 
культуры L. rhamnosus L-43.1 уменьшение числа клеток было 
сравнимо с контролем. Количество лактата в культуральной 
жидкости, образованное из пирувата, также различалось как 
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для разных культур, так и в присутствии различных добавок  
в среде (рис. 3), но не коррелировало со степенью токсичности 
аминоароматических веществ для культур.

В условиях «голодной» для лактобацилл минеральной среды 
они не обесцвечивали азокрасители и не разлагали ароматиче-
ские интермедиаты. В то же время было показано, что если  
в минеральной среде в качестве источника углерода и энергии 
содержалась смесь ЛЖК и спиртов, то происходило их молочно-
кислое брожение и небольшой прирост клеток лактобацилл. 

Таким образом, лактобациллы способны сбраживать до лак-
тата возможные интермедиаты, образующиеся при деградации 
аминоароматики, и могут входить в «бродильный» блок ми-
кробных сообществ, разрушающих азокрасители и аминоарома-
тические вещества.

Т а б л и ц а  4.  Изменение численности лактобацилл при инкубации  
в минеральной среде с разными добавками

Культура Добавка
Количество клеток в 1 мл 

0 сут 8 сут

L. paracasei 
subsp. paracasei 

L-34

Нет (контроль)

7,2 × 108

1,50 × 108

2-АБК 6,86 × 107

2-АБК + пируват 7, 57 × 108

5-АСК 2,38 × 105

5-АСК + пируват 1,64 × 105

Сульфаниловая кислота 4,64 × 104

Сульфаниловая кислота + пируват 7,00 × 106

PS 2,34 × 106

Tn 8,7 × 105

ЛЖК + спирты 1,96 × 109

L. rhamnosus
L-43.1

нет (контроль)

1,4 × 109

7,11 × 107

2-АБК 5,41 × 106

2-АБК + пируват 3,11 × 106

5-АСК 3,06 × 105

5-АСК + пируват 3,42 × 105

сульфаниловая кислота 4,45 × 106

сульфаниловая кислота + пируват 3,42 × 106

PS 2,03 × 106

Tn 9,47 × 105

ЛЖК + спирты 5,87 × 107
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Способность Lactobacillus paracasei subsp. paracasei L-34  
и L. rhamnosus L-43.1 разрушать азокрасители и их произво-
дные при инкубации в среде MRS. Чтобы смоделировать усло-
вия «достаточности питания», которые лактобациллам, по-ви-
димому, создают партнеры при инкубации сообществ в мине-
ральной среде, нами для культивирования лактобацилл в виде 
чистых культур была выбрана предназначенная для данной 
группы микроорганизмов богатая среда MRS. Инокулят (10 % 
по объему) вносили в пенициллиновые флаконы с жидкой MRS 

Рис. 3. Содержание лактата в культуральной жидкости на 1-е и 2-е сут  
для L. paracasei subsp. paracasei L-34 (а) и L. rhamnosus L 43.1 (б)

Использованные субстраты

Использованные субстраты

Содержание лактата в культуральной жидкости  
(для L. paracasei subsp. paracasei) 

Содержание лактата в культуральной жидкости  
(для L. rhamnosus) 

2-АБК+пируват         5-АСК+пируват        Сульфанил.      ЛЖК+спирты 
                                                           кислота + пируват

2-АБК+піруват         5-АСК+піруват        Сульфанил.         ЛЖК+спірты 
                                                           кислота + пируват
     2-АБК+пируват         5-АСК+пируват         Сульфанил.       ЛЖК+спирты 
                                                                  кислота + пируват
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и добавками, перечень которых расширили за счет еще двух пи-
щевых азокрасителей – Sunset Yellow FCF (SY) и Azophloxine 
(Az), запрещенных к применению в большинстве стран, и трех 
ароматических интермедиатов – БС, БК и СалК. Поскольку лак-
тобациллы относятся к аэротолерантным микроорганизмам, то 
параллельно те же варианты инкубировали в аэробных условиях. 

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei L-34 в отсутствии 
кислорода полностью обесцвечивал азокрасители PS (на 3-и сут, 
рис. 4, а, б), Tn (на 2-е сут, рис. 4, в) и SY (на 4-е сут, рис. 4, г). 
При разрыве азосвязи во всех трех случаях регистрировали по-
явление пика в районе 250 нм (рис. 4, б–г), что соответствовало 
одному из интермедиатов – сульфаниловой кислоте [17], кото-
рая накапливалась в культуральной жидкости. В то же время Az 
культурой в течение опыта обесцвечен не был. Спектральный 
анализ культуральной жидкости L. paracasei subsp. paracasei 
L-34 с 5-АСК, 2-АБК сульфаниловой кислотой, БС, БК и СалК 
не показал никаких изменений, что свидетельствует об их 
устойчивости в условиях опыта.

Во всех вариантах был замечен активный рост культуры: на 
2–3-и сут кривые роста всех вариантов достигли стационарной 
фазы. При этом присутствие в среде 2-АБК, 5-АСК, БС и БК 
практически не влияло на рост штамма (рис. 5).

Наличие в среде азокрасителей Tn и Az замедляло рост куль-
туры, а PS и SY стимулировало. Наиболее заметную задержку ро-
ста наблюдали при добавлении сульфаниловой и салициловой 
(СалК) кислот. В анаэробных условиях значения рН во всех вари-
антах опыта изменились за время инкубации с 6,5 до 4–4,5 за счет 
осуществляемого лактобациллами молочнокислого брожения.

При росте культуры в аэробных условиях не обнаруживали 
признаков обесцвечивания PS, SY и Az и потребления аромати-
ческих субстратов, в то время как спектр культуральной жидко-
сти с Tn изменялся, что свидетельствовало о разрыве азосвязей 
(рис. 6). Культура активно росла в присутствии кислорода, до-
стигая стационарной фазы на 2–3-и сут (рис. 5). Ингибирующее 
действие добавок на рост культуры в аэробных условиях было 
более выраженное, причем ни одно вещество не стимулировало 
рост. Так, присутствие в среде азокрасителей снижало скорость 



Микробный синтез биологически активных соединений...	 179

Рис. 4. Обесцвечивание азокрасителей культурой L. paracasei subsp. paracasei 
L-34 в анаэробных условиях роста: а – культуральная жидкость с PS в начале 
опыта (1) и через 3 сут (2) и изменение спектральных характеристик варианта 

с PS (б), Tn (в) и SY (г)

3-и сут

2-е сут

4-е сут
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Рис. 4. Обесцвечивание азокрасителей культурой l. paracasei subsp. paracasei L-34  
в анаэробных условиях роста: А - культуральная жидкость с PS в начале опыта (1)  

и через 3 сут (2) и изменение спектральных характеристик варианта с PS (Б), Tn (В) и SY (Г) 

Во всех вариантах был замечен активный рост культуры: на 2-3-и сут кри-

вые роста всех вариантов достигли стационарной фазы. При этом присутствие в 

среде 2-АБК, 5-АСК, БС и БК практически не влияло на рост штамма (рис. 5). 

 

Рис. 5. Влияние различных субстратов на рост l. paracasei subsp. paracasei L-34  
в аэробных и анаэробных условиях (ААВ – аминоароматические вещества) 

Наличие в среде азокрасителей Tn и Az несколько замедляло рост куль-

туры, а PS и SY, наоборот, стимулировало. Наиболее заметную задержку роста 

наблюдали при добавлении сульфаниловой и салициловой (СалК) кислот. Зна-

чения рН во всех вариантах опыта изменились за время инкубации с 6,5 до 4-

4,5 за счет осуществляемого лактобациллами молочнокислого брожения. 

При росте культуры в аэробных условиях не обнаруживали признаков 

обесцвечивания PS, SY и Az и потребления ароматических субстратов, в то 

время как спектр культуральной жидкости с Tn изменялся, что свидетельство-

вало о разрыве азосвязей (рис. 6). Культура активно росла в присутствии кис-

лорода, достигая стационарной фазы на 2-3 сут (рис. 5). Ингибирующее дей-

ствие добавок на рост культуры в аэробных условиях было более выраженное, 

причем ни одно вещество не стимулировало рост. Так, присутствие в среде азо-

красителей снижало скорость роста и уровень накопления клеток l. paracasei 

Рис. 5. Влияние различных субстратов на рост L. paracasei subsp. paracasei 
L-34 в аэробных и анаэробных условиях (ААВ – аминоароматические вещества)

Рис. 6. Обесцвечивание Tn культурой L. paracasei subsp. paracasei L-34  
в аэробных условиях роста

роста и уровень накопления клеток L. paracasei subsp. paracasei 
L-34 по сравнению с контролем в 0,3–5 раз, а (амино)ароматиче-
ских субстратов – в 2,4–13,3 раза (рис. 5, табл. 5). Присутствие 
кислорода меняло характер действия на культуру PS и SY со 
стимулирующего на ингибирующий.



Микробный синтез биологически активных соединений...	 181

Т а б л и ц а  5.  Использование субстратов культурой L. paracasei subsp. 
paracasei L-34 и их влияние на рост

Субстрат

В анаэробных условиях В аэробных условиях

Использование 
субстрата

Влияние на 
рост культуры

Использование 
субстрата

Влияние на рост 
культуры

PS обесцвечива-
ние

стимулиру-
ет на 40 % нет ингибирует  

в 2,7 раза

Tn обесцвечива-
ние

ингибирует 
на 12 %

обесцвечи-
вание

ингибирует  
в 5 раз

SY обесцвечива-
ние

стимулиру-
ет на 12 % нет ингибирует  

на 33 %

Az нет ингибирует 
на 12 % нет ингибирует  

в 2,4 раза

5-АСК нет нет (менее 
10 %) нет ингибирует  

в 5,7 раза

2-АБК нет нет (менее 
10 %) нет нет

Сульфанило-
вая кислота нет ингибирует 

на 18 % нет ингибирует  
в 2,4 раза

СалК нет ингибирует 
на 21 % нет ингибирует  

в 13,3 раза

БС нет нет (менее 
10 %) нет ингибирует  

в 3,3 раза

БК нет нет (менее 
10 %) нет ингибирует  

в 3,3 раза

Lactobacillus rhamnosus L-43.1 в анаэробных условиях роста 
полностью обесцвечивал PS (на 3-и сут), Tn (на 2-е сут), SY (на 
4-е сут) и Az (на 7-е сут). Спектральные характеристики при 
этом изменялись так же, как для штамма L-34. Изменение вида  
и спектра культуральной жидкости варианта с Az представлено 
на рис. 7. Спектральный анализ культуральной жидкости L. rham
nosus L-43.1 с (амино)ароматическими субстратами не показал 
никаких изменений, что свидетельствует об устойчивости 
5-АСК, 2-АБК, сульфаниловой кислоты, БК, БС и СалК в усло-
виях опыта. 

Во всех вариантах были замечены закисление среды до 4–4,5 
и активный рост культуры: на 2–3-и сут кривые роста всех вари-
антов достигли стационарной фазы. Незначительное ингибиро-
вание роста штамма наблюдали при внесении PS, SY, 5-АСК  
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и 2-АБК (рис. 8, табл. 6). Az, напротив, несколько стимулировал 
развитие культуры. Наиболее существенное негативное влия-
ние (25–40 %) выявлено для Tn, СалК, БС и БК, а сульфаниловая 
кислота не действовала на рост штамма. 

При росте культуры L. rhamnosus L-43.1 в аэробных услови-
ях не наблюдали признаков обесцвечивания PS, SY и Az и по-
требления ароматических субстратов, в то время как спектр 
культуральной жидкости с Tn изменялся аналогично штамму  
L. paracasei subsp. paracasei L-34 (рис. 6).

Культура активно росла в присутствии кислорода, достигая 
стационарной фазы на 2–3-и сут и закисляя среду до рН 4–4,5. 
Ингибирующее действие веществ на рост культуры в аэробных 
условиях было более выраженное (в 2,1–5,0 раз), причем «без-
различная» культуре в анаэробных условиях сульфаниловая 
кислота в присутствии кислорода значительно (в 4,5 раза) сни-
жала скорость роста штамма, а для красителя Az наблюдали 

Рис. 7. Обесцвечивание Az культурой Lactobacillus rhamnosus L-43.1:  
а –внешний вид культуры в начале (1) и на 7-е сут (2) опыта; б – изменение 

спектра культуральной жидкости
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Рис. 8. Влияние различных субстратов на рост L. rhamnosus L-43.1  
в аэробных и анаэробных условиях (ААВ – аминоароматические вещества)

Т а б л и ц а  6.  Использование субстратов культурой L. rhamnosus L-43.1 
и их влияние на рост

Субстрат

В анаэробных условиях В аэробных условиях

Использование 
субстрата

Влияние на 
рост культуры

Использование 
субстрата

Влияние на рост 
культуры

PS обесцвечива-
ние

ингибирует 
на 17 % нет ингибирует  

в 2,3 раза

Tn обесцвечива-
ние

ингибирует 
на 40 %

обесцвечи-
вание

ингибирует  
в 6,3 раза

SY обесцвечива-
ние

ингибирует 
на 17 % нет стимулирует 

на 32 %

Az обесцвечива-
ние

стимулиру-
ет на 12 % нет ингибирует  

на 11 %

5-АСК нет ингибирует 
на 17 % нет ингибирует  

в 2,9 раза

2-АБК нет ингибирует 
на 13 % нет ингибирует  

в 2,9 раза
Сульфанило-
вая кислота нет нет нет ингибирует  

в 4,5 раза

СалК нет ингибирует 
на 40 % нет ингибирует  

в 2,1 раза

БС нет ингибирует 
на 40 % нет ингибирует  

в 2,3 раза

БК нет ингибирует 
на 25 % нет ингибирует  

в 5 раз
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смену небольшого стимулирующего действия на ингибирующее. 
Неожиданным оказалось положительное влияние на культуру  
в присутствии кислорода азокрасителя SY, который в анаэроб-
ных условиях замедлял ее рост. Наиболее токсичным субстра-
том для L. rhamnosus L-43.1 как в анаэробных, так и в аэробных 
условиях оказался Tn, а самыми нетоксичными – SY и Az. 

Полученные нами результаты согласуются с данными [10]  
о возможности обесцвечивания некоторыми штаммами видов  
L. casei и L. paracasei ряда азокрасителей, в частности тартрази-
на (Tn), в бескислородных условиях, однако нами, в отличие от 
авторов, не зафиксировано (рис. 6) появление некоего «продукта 
анаболизма» пурпурного цвета с максимумами поглощения на 
361 и 553 нм при развитии L. paracasei subsp. paracasei L-34  
и L. rhamnosus L-43.1 в аэробных условиях при внесении Tn.

Возможная роль лактобацилл в трофической схеме дегра-
дации азокрасителей и их производных метаногенными сооб-
ществами. Таким образом, опыты показали, что в составе сооб-
щества лактобациллы могут участвовать в первой стадии биоде-
градации азокрасителя – разрыве азосвязей. Для уточнения роли 
лактобацилл в процессе деградации ароматических аминов (на 
примере аминоароматических кислот) дополнительное количе-
ство клеток L. rhamnosus L-43.1 (20 об.% от исходного биомате-
риала) вносили в активное сообщество ЕР с 2-АБК. В часть вари-
антов была добавлена глюкоза (до конечной концентрации 2 г/л) 
в качестве дополнительного источника углерода и энергии. Куль-
тивирование проводили в базовом режиме (табл. 1) в течение 10 
сут. В качестве  контроля использовали вариант сообщества ЕР 
без добавления штамма лактобациллы и глюкозы. 

Показано, что добавление клеток лактобацилл стимулирова-
ло процессы брожения в сообществе, не изменяя скорости де-
струкции 2-АБК. При этом происходило усиление метанообра-
зования на 15 % (табл. 7) и закисление среды до рН 6,5, так как 
внесенные клетки лактобацилл при брожении продуцировали 
дополнительное количество органических кислот, в том числе 
ацетата, служащего субстратом метаногенеза. Если в сообще-
ство вместе с биомассой лактобацилл вносили еще и глюкозу, то 
снижение рН до 5,5 приводило к ингибированию метаногенеза 
(в 1,1–1,3 раза). 
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Т а б л и ц а  7.  Газообразование в сообществе ЕР, разлагающем 2-АБК, 
при внесении клеток L. rhamnosus L-43.1 и / или глюкозы

Добавка в сообщество ЕР  
с 2-АБК

Содержание газов, мМ

Метан СО2

Нет (контроль) 12,37 ± 0,238 11,49 ± 0,185
Глюкоза 15,84 ± 0,361 16,95 ± 0,433
Клетки L. rhamnosus L-43.1 14,22 ± 0,284 14,88 ± 0,299
Клетки L. rhamnosus L-43.1 + глюкоза 10,94 ± 0,142 15,27 ± 0,361

П р и м е ч а н и е.  Представлены средние значения трех независимых экс-
периментов со стандартными ошибками среднего. 

 

перимент еще раз подтвердил «микробиологическую» неспецифичность реак-

ции обесцвечивания азокрасителей в анаэробных условиях, так как к разрыву 

азосвязей оказались способны такие метаболически разные микроорганизмы 

как лактобациллы и, например, citrobacter freundii [18], выделенный из тех же 

метаногенных сообществ. 

 

 
Рис. 9. Функции лактобацилл в анаэробном сообществе, осуществляющем конверсию  

азокрасителей в биогаз (расшифровка сокращений – в тексте) 
 

Заключение. Сравнение наших результатов с немногочисленными дан-

ными литературы показало, что набор обесцвечиваемых азокрасителей и их 

влияние на рост не одинаковы и индивидуальны для разных культур лактоба-

цилл. Показано, что и разрешенные, и запрещенные к применению пищевые 

азокрасители могут как разрушаться лактобациллами, так и воздействовать на 

Рис. 9. Функции лактобацилл в анаэробном сообществе, осуществляющем 
конверсию азокрасителей в биогаз (расшифровка сокращений – в тексте)
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Эксперимент подтвердил, что лактобациллы входят в «бро-
дильный» блок трофической цепи сообществ, разрушающих 
аминоароматические вещества.

Таким образом, в анаэробных условиях в виде чистых куль-
тур выделенные нами лактобациллы не разлагали азокрасители 
и аминоароматические соединения при инкубации на «бедной» 
минеральной среде и были способны обесцвечивать азокрасите-
ли, если среда была «богатой» и поддерживала их рост. В составе 
сообщества, где партнеры, вероятно, могут обеспечивать лакто-
бациллам «достаточность» питания», они способны развиваться 
на минеральной среде, сбраживать интермедиаты и выполнять 
дополнительную функцию разрыва азосвязей при метаногенной 
деструкции азокрасителей (рис. 9). Наш эксперимент еще раз 
подтвердил «микробиологическую» неспецифичность реакции 
обесцвечивания азокрасителей в анаэробных условиях, так как 
к разрыву азосвязей оказались способны такие метаболически 
разные микроорганизмы как лактобациллы и, например, Citro-
bacter freundii [18], выделенный из тех же метаногенных сооб-
ществ.

Заключение. Сравнение наших результатов с немногочис-
ленными данными литературы показало, что набор обесцвечи-
ваемых азокрасителей и их влияние на рост неодинаковы и ин-
дивидуальны для разных культур лактобацилл. Показано, что  
и разрешенные, и запрещенные к применению пищевые азокра-
сители могут как разрушаться лактобациллами, так и воздей-
ствовать на их рост. Вынужденный контакт лактобацилл с ними 
может приводить к образованию токсичных интермедиатов, на-
рушению балансов молочнокислых микроорганизмов в нор-
мальной микробиоте ЖКТ и «неправильному» функционирова-
нию пробиотических культур. Установленные сдвиги в структу-
ре кишечных сообществ при контакте с азокрасителями [19]  
и токсичность азокрасителей и продуктов их распада по отно-
шению к лактобациллам, составляющим важную часть нор-
мальной микробиоты ЖКТ млекопитающих, позволяет предви-
деть риски для здоровья при попадании пищевых азокрасителей 
в организм с пищей, напитками и лекарствами. Данные сведе-
ния показывают необходимость проведения тщательного мони-
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торинга судьбы этих соединений не только в окружающей сре-
де, но и в организме человека и животных. Поскольку отказ от 
их использования в современной жизни пока не представляется 
реальным, то следует прежде всего ограничить контакт с пище-
выми азокрасителями чувствительных групп населения (особен
но детей) и проводить очистку сточных вод от этих соединений.
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LACTOBACILLI AS MEMBERS OF METHANOGENIC COMMUNI­
TIES DEGRADING AZO-DYES AND THEIR DERIVATIVES

Yu. V. TAKTAROVA, A. T. DYAKONOVA, M. A. GLADCHENKO,  
T. A. CHERDYNTSEVA, I. B. KOTOVA

M. V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia,  
yvtaktarova@gmail.com

Two strains of lactobacilli were isolated and identified from methanogenic 
microbial communities obtained from sludge from sewage treatment plants and 
soda lake. They have tested for the ability to degrade food azo dyes, as well as a 
number of intermediates of their degradation during incubation in two media. It has 
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been shown that isolated pure cultures of lactobacilli under anaerobic conditions do 
not degrade azo dyes and amino aromatic compounds during incubation in a 
mineral medium, and during the growth on a rich MRS medium they are able to 
decolorize azo dyes. At the same time, inside the community, lactobacilli grow in 
the mineral medium, ferment the linear intermediates and break the azo bonds of 
azo dyes. It has been shown that azo dyes can affect the growth of lactobacilli.
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Рост микромицетов, выделенных из очагов 
Плесневого поражения АРХИВОХРАНИЛИЩА, 
при пониженной температУРЕ и влажности
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Исследована способность микромицетов, выделенных из очагов плесне-
вого поражения стены архивохранилища и средств хранения документов, ра-
сти в условиях низкой температуры и влажности. Из них 67  % активно разви-
вались при температуре 5 °С. На потемневших участках стены доминировал 
гидрофильный гриб Stachybotrys chartarum, на архивных коробках – ксерото-
лерантный Aspergillus  versicolor. На документах, находившихся в поражен-
ных коробках, плесневые грибы не выявлены. Развитие внутри картона ксе-
рофильного штамма Aspergillus sp. CP-8, продуцирующего в условиях низкой 
активности воды экзомеланины, по всей вероятности, не является следствием 
аварийного повышения влажности воздуха в архиве и не связано с колониза-
цией архива плесневыми грибами.

Введение. Архивы и сохраняемые в них документы – неотъ-
емлемая часть культурного наследия человечества, бесценное 
хранилище информации о прошлом. Основным носителем доку-
ментов является бумага, в которой со временем происходят не-
обратимые изменения целлюлозы, вызывающие снижение проч-
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ностных характеристик. Обеспечить всестороннюю надежность 
и постоянство состояния документа в процессе хранения и ис-
пользования позволяет превентивная консервация, одной из форм 
которой является защита посредством размещения документов 
в микроклиматические контейнеры – фазовое хранение. Луч-
шим материалом для архивных коробок и других видов контей-
неров для фазовой консервации документов в настоящее время 
считается бескислотный картон, изготовленный из высокосорт-
ной сульфатной целлюлозы [1].

Чаще всего архивные документы на бумажной основе хра-
нят при температуре 17–19  °С. Однако скорость химических 
процессов старения бумаги в таких условиях довольно высока  
и снижение температуры на каждый градус позволяет продлить 
срок жизни документов на 45–60 лет [2]. 

Непоправимый урон объектам архивного хранения могут 
нанести микроскопические грибы, использующие целлюлозу  
в качестве источника углеродного питания. Легкость колониза-
ции бумаги плесневыми грибами связана не только с доступно-
стью источника углерода, но также с ее высокой влагоемкостью 
и возможностью быстрого насыщения целлюлозных волокон 
водой. Развитие плесневого очага поражения проявляется в виде 
мицелиальных и споровых налетов, цветных или белесых пя- 
тен [3].

Благодаря тому, что бумага представляет собой капилляр-
но-пористую систему, при рекомендуемой относительной влаж-
ности воздуха архивохранилищ (50–55 %) грибы не растут прак-
тически при любой температуре. При относительной влажности 
воздуха 65–70  % споры ксеротолерантных видов прорастают,  
и биохимические процессы расщепления целлюлозы метаболи-
тами грибов приводят к локальному повышению влажности бу-
маги. Это, в свою очередь, создает условия для развития более 
требовательных к влаге микроорганизмов. В таких условиях 
температурный фактор имеет существенное значение [4]. 

Среди микроорганизмов, присутствующих в воздухе поме-
щений архивов, наибольшую долю составляют условно-пато-
генные грибы, высокое содержание спор которых может инду-
цировать аллергические заболевания или поражение различных 
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органов – микозы. В процессе жизнедеятельности плесневые гри
бы синтезируют ряд летучих органических соединений, которые 
не только придают характерный неприятный запах, но и оказы-
вают негативное влияние на здоровье людей, способствуя разви-
тию ряда заболеваний, в том числе онкологических [5].

Целью настоящей работы явилось изучение ростовой актив-
ности микромицетов, выделенных из очагов плесневого пораже-
ния архивохранилища с локальным нарушением гидроизоляции 
фундамента, в условиях пониженной температуры и влажности.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния являлись грибные изоляты, выделенные из участков изме-
нения окраски стен, средств хранения и архивных документов.

Высев проб в чашки Петри с питательной средой осущест-
вляли четырьмя диаметральными штрихами из 0,1  мл водной 
суспензии смыва. О наличии очага плесневого поражения суди-
ли через 5–7 сут инкубации по высокому уровню обсеменен- 
ности пробы (сплошной рост по штрихам) при доминировании 
1–2 видов грибов. Единичные колонии или наличие полос, обра-
зованных колониями с разными культуральными признаками, 
расценивали как запыленность. 

Идентификацию микромицетов осуществляли по культу-
рально-морфологическим свойствам с использованием опреде-
лителей [6, 7].

Выделение и культивирование изолятов проводили на агари-
зованной среде Чапека – Докса при базовой температуре 15  °С. 
При определении психротолерантных свойств изолятов чашки 
инкубировали при температуре 5 °С. Для выявления ксеротоле-
рантных грибов в питательную среду вносили от 4 до 17 % хло-
рида натрия. 

Среднюю скорость радиального роста (Кr, мм/сут) определя-
ли по формуле Kr = (a – b) / n, где a – радиус колонии в конце 
фазы линейного роста, мм; b – радиус колонии в начале фазы 
линейного роста, мм; n – длительность линейного роста, сут.

Накопление биомассы оценивали после формирования сплош
ного слоя газонной культуры при 5, 15 и 28 °С через 14–28 сут 
культивирования. Мицелий отделяли от агаризованной среды 
горячим фильтрованием после кипячения в воде в течение 2 мин 



192	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

и высушивании до постоянного веса при температуре 90 °С. Вы-
ход биомассы рассчитывали как отношение ее веса к площади 
чашки Петри (мг/см2). 

Представленные данные являются средними значениями 
опытов, выполненных в 3–5 повторностях.

Результаты и обсуждение. В период проведения микологи-
ческого обследования температура в архивохранилище состав-
ляла 14,7 °С, относительная влажность воздуха – 71,7  %. На на-
ружной стене были обнаружены высолы, отслоившиеся участки 
штукатурки с признаками плесневого поражения (темные пят-
на, поверхностные налеты, пылевидные скопления спор). Об-
ширные очаги плесневения в виде белесых или темных налетов 
присутствовали на коленкоровых переплетах документов и кар-
тонных коробках для фазовой консервации документов (рис. 1). 

Рис. 1. Результаты визуального осмотра архивохранилища:  
а – высолы на стенах; б – плесневое поражение стройматериалов;  

в – белесые налеты на переплетах документов и архивных коробках
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Все пробы, взятые из участков изменения окраски на стенах 
и коробках, через 7 сут после высева на питательную среду при 
температуре 15 °С дали по направлению штрихов интенсивный 
рост колоний с одной доминирующей культурой, таксономиче-
ская принадлежность которой зависела от места взятия проб. 

В высолах на стенах развивался гриб Trichoderma viride. Об-
ширные поверхностные темные налеты на стене были образова-
ны Stachybotrys chartarum, темные пятна красочного покрытия 
стен – колониями Cladosporium herbarum и Ulocladium atrum. 
Сплошные белесые налеты на коробках оказались мицелием  
Aspergillus versicolor. Представители родов Penicillium, Chaeto-
mium, Cladosporium и Paecilomyces формировали локальные ко-
лонии. 

Анализ проб, взятых непосредственно с документов, находя-
щихся в коробках с плесневыми налетами, очагов поражения не 
выявил, в высевах присутствовали лишь единичные колонии 
фоновой микобиоты. 

Изолят A. versicolor выделял в питательный субстрат розо-
вый пигмент, который локализовался исключительно в верхней 
оклейке коробок. В то же время на некоторых коробках были об-
наружены округлые черные пятна, проникающие вглубь карто-
на. Однако в высевах проб из глубины почерневшего участка 
картона на среду Чапека–Докса микробные контаминанты, вы-
деляющие темные пигменты, не обнаружены.

Для выявления способности агентов плесневого поражения 
расти в условиях низких температур сначала их инкубировали  
в течение 1 сут при 15 °С до появления ростовых трубок без ви-
димого роста мицелия, затем – при температуре 5 °С. Радиаль-
ную скорость роста колоний оценивали в период 14–21  сут от 
посева. 

Из 90 проверенных культур две трети проявили способность 
развиваться при 5 °С: их скорость роста, как правило, не превышала 
0,6 мм/сут. К относительно быстрорастущим (Kr > 0,9  мм/сут) 
можно было отнести менее 10  % изолятов (рис. 2).

Скорость роста грибов определяет интенсивность распро-
странения очагов плесневого поражения, однако и медленно ра-
стущие виды, формирующие ограниченные колонии, представ-
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ляют серьезную угрозу сохранности материалов, так как повре-
ждающая способность зависит от количества мицелиальной массы.

Сравнительная оценка биомассы газонной культуры 60 псих
ротолерантных изолятов, выросших при низкой (5 °С) и умерен-
ной (15 °С) температурах, показала, что в первом случае выход 
биомассы был значительно меньшим. Несмотря на то, что дли-
тельность культивирования при 5 °С была в 2 раза больше, чем 
при 15 °С (28 и 14 сут соответственно), количество культур, спо-
собных накапливать более 1,5 мг/см2 биомассы, на холоде было 
меньше в 5 раз (рис. 3).

Пониженная температура в хранилище, несомненно, способ-
ствовала тому, что равновесная влажность бумаги обследован-
ных документов пока еще не достигла критической величины, 
обеспечивающей рост грибов. Повышение температуры в архи-
вохранилище, имеющем очаги плесневого поражения, без про-
ведения санирующих мероприятий спровоцирует усиление про-
цессов биоповреждения. 

В случае циклического чередования увлажнения и высыха-
ния бумага (из-за отрицательного влияния на гигроскопические 
свойства) становится подверженной колонизации ксеротоле-
рантными штаммами микромицетов и при пониженных темпе-
ратурах [4].

Рис. 2. Радиальная скорость роста микромицетов-контаминантов при 5 °С
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Сравнительное изучение требовательности агентов плесне-
вого поражения архивохранилища к влажности субстрата про-
водили при низких и умеренных температурах, критерием оценки 
служил выход биомассы газонной культуры. Пониженную ак-
тивность воды (aw = 0,85) обеспечивали добавлением в среду 17 % 
хлорида натрия, в контрольной среде Чапека – Докса aw = 0,98 [8]. 

Грибы, выделенные со стен, характеризовались низкой ксе-
ротолерантностью. Наиболее чувствительными к высыханию при 
низких температурах оказались Stachybotrys сhartarum и Ulocla
dium atrum. Максимально выраженными ксеротолерантными 
свойствами обладал Aspergillus versicolor, у которого при 15 °С 
на среде с низкой активностью воды выход биомассы был на  
26  % выше, чем в условиях высокой влажности (табл. 1). 

Вероятно, высокая ксеротолерантность позволила A. versi-
color колонизировать большинство коробок в данном хранили-
ще, даже находящихся в удалении от влажной промерзающей 
стены. 

После проведения исследования было отмечено, что черные, 
уходящие вглубь картона пятна на коробках увеличились. По-
вторная попытка изолировать микроорганизмы, выделяющие  
в питательный субстрат черные пигменты, была сделана с ис-
пользованием агаризованной среды Чапека – Докса с Na-карбо

Рис. 3. Выход газонной биомассы микромицетов-контаминантов  
при 5 °С и 15 °С



196	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

ксиметилцеллюлозой в качестве источника углерода и 17 % NaCl. 
Было выделено несколько культур, но наличие темного экссуда-
та отмечено лишь у изолята, идентифицированного как Aspergil
lus sp. CP-8 (рис. 4). 

Черный пигмент гриба давал реакции, характерные для ме-
ланинов: обесцвечивался перекисью водорода и раствором азот-
ной кислоты, осаждался раствором FeCl3, был нерастворим в воде 
и органических растворителях. Известно, что черно-коричневые 
пигменты меланиновой природы являются одним из механиз-
мов защиты от экстремальных факторов внешней среды, вклю-
чая снижение влажности питательного субстрата [9, 10].

Изучение влияния температуры и влажности на рост и про-
дукцию пигмента грибом Aspergillus sp. СP-8 показало, что вы-
деление меланина происходило только на среде, содержащей не 
менее 8 % NaCl; рост гриба при этом замедлялся. Дальнейшее 
снижение активности воды усиливало синтез пигмента, о чем 
свидетельствовало увеличение интенсивности и размера зоны 
окрашивания питательного субстрата. Ширина зоны пигмента-

Т а б л и ц а  1.  Выход биомассы газонной культуры грибов, выделенных 
из очагов  плесневого поражения коробок (К) и стен (С) 

архивохранилища, при различных температурах и активности воды

Культура

Биомасса, мг/см 2

5 оС 15 оС 28 оС

аw 0,85 аw 0,98 аw 0,85 аw 0,98 аw 0,85 аw 0,98

Aspergillus versicolor К-51 0,4 0,3 3,2 2,4 3,0 2,4
Chaetomium globosum К-68 0,6 1,8 0,8 2,0 1,7 2,5
Cladosporium sp. К-48 0,8 2,0 1,8 2,4 1,5 3,2
Paecilomyces variotii К-62 0,5 1,5 0,9 2,2 1,3 2,8
Penicillium chrysogenum С-35 0,4 1,8 0,8 2,0 1,7 2,5
Stachybotrys сhartarum С-4 – 1,4 0,3 2,6 0,3 1,7
Trichoderma viride С-7 0,5 1,2 0,7 1,4 1,1 2,1
Ulocladium atrum С-12 – 1,3 0,4 1,9 0,7 2,3
Cladosporium herbarum C-24 0,5 1,9 1,0 2,3 0,4 0,9

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «–» – отсутствие роста культуры.
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ции на среде с 17 % хлорида натрия (аw = 0,85) при 15 °С в 2,5 раза 
превышала радиус колонии, а при 5 °С – в 3 раза (табл. 2). 

Тот факт, что синтезирующий экзомеланины гриб Aspergil-
lus sp. СP-8 является ксерофилом, позволяет полагать, что его 
развитие внутри картона не является следствием аварийного по-
вышения влажности, вызвавшего колонизацию архива плесне-
выми грибами. Наиболее вероятной причиной может быть ми-
кробная контаминация картона, использованного при изготов-
лении коробок для фазовой консервации архивных документов.

Рис. 4. Контаминация плесневыми грибами многослойного картона архивных 
коробок: а – черные пятна на картоне архивных коробок; б – выделение ми-
кромицетов-контаминантов на среду с аw = 0,85; в – гриб Aspergillus sp. CP-8, 

дающий черный экссудат, под микроскопом
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Заключение. Результаты исследования показали, что в слу-
чае увеличения относительной влажности воздуха выше допу-
стимой поддержание температуры в помещениях архивов на 
более низком уровне повышает эффективность фазовой консер-
вации документов. В то же время выявлена необходимость си-
стемного микологического анализа картона и других материа-
лов, используемых при изготовлении средств архивного хранения, 
на присутствие ксерофильных и ксеротолерантных микромице-
тов, способных вызвать пигментацию документов. 
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Т а б л и ц а  2.  Рост и выделение пигмента грибом Aspergillus sp. СP-8  
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The ability of micromycetes isolated from mould damaged wall of the archive 
storage and archival boxes to grow in conditions of low temperature and humidity 
was studied. Among isolated fungi 67  % were capable to develop at 5  °C. The 
hydrophilic and psychrotolerant fungus Stachybotrys chartarum dominated on 
walls, xerotolerant fungus Aspergillus versicolor was settled on surfaces of archival 
boxes. Development of xerophilic Aspergillus sp. CP-8, which produced exome
lanins in low water activity conditions, is probably not associated with the 
colonization of the archive by mould fungi as a result of an emergency increase in 
humidity.
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ПЦР-диагностикА грибов –  
возбудителей болезней огурца и томата 
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Сконструированы таксонспецифичные праймеры и оптимизированы ре-
жимы амплификации для детекции грибов Alternaria sp., Fusarium sp., Botrytis 
cinerea, Cladosporium cladosporoides, Plectosphaerella cucumerina, Sclerotinia 
sclerotiorum, Stagonosporopsis cucurbitacearum, Verticillum dahlia – возбудите-
лей болезней огурца и томата – в режиме стандартной ПЦР. Подобраны ком-
бинации праймеров и условия проведения мультиплексной ПЦР, позволяю-
щие одновременно выявлять перечисленные грибные патогены, вызывающие 
заболевания со схожей симптоматикой. Разработанные таксонспецифичная  
и мультиплексная ПЦР характеризуются высокой специфичностью, воспро-
изводимостью, достаточной чувствительностью и могут использоваться для 
диагностики заболеваний огурца и томата в тепличных комбинатах и сель-
скохозяйственных предприятиях.

Введение. Одной из основных проблем, связанных с выра-
щиванием овощных культур в открытом и защищенном грунте, 
является распространение инфекционных болезней грибной 
этиологии, составляющих около 70 % от всех заболеваний [1]. 
Развитие болезни может быть обусловлено ослабленным состоя-
нием самих растений, а также погрешностями в агротехнике 
(недостаток влаги или питательных веществ). Часто источником 
инфекции являются зараженные семена, корневой субстрат или 
вода для полива. 

Выявление инфекционного агента на ранних стадиях забо-
левания затруднено ввиду отсутствия внешних признаков пора-
жения растения и четко выраженной симптоматики. Зачастую 



Биотехнологии для сельского хозяйства	 201

даже на стадии активного развития болезни сложно идентифи-
цировать ее возбудителя, поскольку одинаковые по внешним 
симптомам заболевания могут быть вызваны различными вида-
ми фитопатогенных грибов. 

В связи с этим большое внимание уделяется разработке бы-
стрых и надежных методов диагностики грибов – возбудителей 
болезней растений для выбора эффективных стратегий защиты 
и предотвращения эпифитотий [2]. 

В последние годы для детекции фитопатогенных грибов все 
чаще применяются методы, основанные на полимеразной цепной 
реакции (ПЦР), которые отличаются высокой специфичностью, 
чувствительностью, быстротой анализа, производительностью. 
Особый интерес представляет мультиплексная ПЦР – разновид-
ность ПЦР, в которой одновременно используют более одной 
пары праймеров, позволяющая выявлять несколько патогенов 
«в одной пробирке».

Цель работы – разработка таксонспецифичной и мульти-
плексной ПЦР для диагностики и идентификации грибов – воз-
будителей болезней томата и огурца.

Материалы и методы. Объектами исследования являлись 
фитопатогенные грибы из рабочей коллекции отдела биотехно-
логии средств биологического контроля Института микробио-
логии НАН Беларуси и Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов: Alternaria alternata 6, 9, 4, 6.3, БИМ F-460, 
БИМ F-462, БИМ F-621; Alternaria infectoria 1; Alternaria sp. Пл2, 
2.1, 3, 5, 6.1, 6.2, БИМ  F-406; Botrytis cinerea 7, 8, БИМ F-383, 
БИМ F-400, БИМ F-591, БИМ F-613; Cladosporium cladosporioi-
des 17, БИМ F-593; Colletotrichum coccodes БИМ F-595; Fusarium 
culmorum БИМ F-459, БИМ F-600; Fusarium oxysporum КО; Fu-
sarium solani БИМ F-459; Fusarium sp. 4, 11, 20, 21, CO-1, КГ3, 
№1К, БИМ F-346, БИМ F-458, БИМ F-565, БИМ F-566, БИМ 
F-599, БИМ F-615, БИМ F-618; Plectosphaerella cucumerina 18, 
БИМ F-571; Sclerotinia sclerotiorum S1; Stagonosporopsis cucurbi-
tacearum 5, 12, 14, 15, 16; Vericillium dahlia CO-3.

Фитопатогенные грибы выращивали на картофельно-глюкоз
ном агаре (КГА) в чашках Петри под целлофановым диском при 
23 °C в течение 2–6 сут. Для выделения хромосомной ДНК из 
клеток грибов использовали модифицированный метод ЦТАБ [3]. 
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Поиск полногеномных последовательностей фитопатоген-
ных бактерий в базе данных GenBank осуществляли с помощью 
программы BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Вырав
нивание нуклеотидных последовательностей проводили с по- 
мощью алгоритма Нидельмана – Вунша, реализованного в про-
грамме BLAST Global Alignment (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi), а также используя программу SnapGene (http://www.
snapgene.com). Анализ структуры, термодинамических параме-
тров и специфичности сконструированных праймеров осущест-
вляли с помощью программ PrimerBlast (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast), OligoCalc (http://biotools.nubic.northwes
tern.edu/OligoCalc.html), Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0).

Амплификацию ДНК проводили, используя программируе-
мый термоциклер «Bio-Rad T100 Termal Cycler». Параметры  
амплификации для каждой пары праймеров и их комбинаций 
подбирали экспериментально. Реакционная смесь объемом 20 мкл 
содержала: 2 × премикс для ПЦР-РВ («Праймтех») – 10 мкл, пря-
мой и обратный праймер (10 мкМ) – 0,5 мкл, ДНК матрица (20–
150 нг) – 1 мкл, дистиллированная вода – до 20 мкл. 

Образцы ДНК и продукты ПЦР анализировали методом 
электрофореза в 1%-ном агарозном геле с использованием 1× трис- 
ацетатного буфера при напряженности электрического поля  
5 В/см. Для визуализации ДНК гель окрашивали раствором бро-
мистого этидия (0,05 мкг/мл). В качестве стандарта для опреде-
ления размера продуктов ПЦР применяли маркер молекулярной 
массы фрагментов ДНК GeneRuler DNA Ladder Mix («Fermentas»). 
Анализ продуктов ПЦР и расчет их размера осуществляли с по-
мощью системы документирования гелей и программного обе-
спечения Bio-Rad ChemiDoc MP.

Эксперименты проводили в трех-пятикратной повторности.
Результаты и обсуждение. На основании сведений литера-

туры определен перечень фитопатогенных грибов, вызывающих 
заболевания огурца и томата в Республике Беларусь и странах 
ближнего зарубежья: Cladosporium cladosporoides (кладоспориоз, 
или бурая оливковая пятнистость), Alternaria sp. (альтернариоз, 
или сухая пятнистость листьев), Plectosphaerella cucumerina (пят
нистость листьев), Fusarium sp. (фузариоз, увядание или трахео-
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микоз), Botrytis cinerea (серая гниль), Sclerotinia sclerotiorum (бе-
лая гниль), Stagonosporopsis cucurbitacearum (син. Didymella 
bryoniae) (аскохитоз, или черная стеблевая гниль), Verticillum 
dahlia (увядание).

Род Fusarium включает разные виды патогенных аскомице-
тов, которые могут продуцировать вторичные токсичные мета-
болиты (микотоксины), такие как трихотецены и фумонизины, 
пагубно действующие на растения. Фузариозы проявляются  
в виде увядания, гнилей и язв [4]. Альтернариозы, вызываемые 
представителями рода Alternaria, характеризуются некротиче-
ским увяданием растения [5]. Схожая симптоматика обнаружи-
вается у заболеваний, вызванных C.  cladosporioides [6]. Грибы 
S.  cucurbitacearum (син. D.  bryoniae) являются возбудителями 
черной гнили – болезни, поражающей вегетативные и генера-
тивные части растений. Заболевание начинается с появления 
пятен на листьях, которые затем превращаются в язвы. По сим-
птоматике стагоноспороз часто путают с фузариозным вилтом, 
в то время как меры купирования данных заболеваний отлича-
ются [7]. Грибы P. cucumerina вызывают увядание растений, ко-
торое, как кладоспориоз и альтернариоз, начинается с образова-
ния небольших черных пятен на листьях, со временем увеличи-
вающихся в размере [8]. Серая гниль, возбудителем которой 
являются представители вида B. cinerea, может приводить к ги-
бели до 70 % растений томата в теплице [9]. Близкородственный 
вид S. sclerotiorum, вызывающий белую гниль, имеет широкий 
адаптивный потенциал и продуцирует большое количество вто-
ричных метаболитов, отвечающих за патогенность и вирулент-
ность [10]. V. dahlia – карантинный фитопатогенный вид, вызы-
вающий увядание томата и огурца. Патоген проникает в расте-
ние через поврежденные корни, поражает проводящую систему 
и нарушает транспорт воды [11]. Антракноз, или черная пятни-
стость – заболевание, вызываемое представителями вида C. coc-
codes. Патоген поражает надземные части растений томата  
и перца, приводит к преждевременному отмиранию листьев  
и последующему загниванию плодов [12].

Поскольку инфицирование перечисленными фитопатоген-
ными грибами может приводить к значительным потерям уро-
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жая и снижению качества продукции, они были выбраны в каче-
стве детектируемых микроорганизмов для разработки методов 
ПЦР-диагностики заболеваний огурца и томата. 

Известно, что специфичность праймеров, применяемых для 
ПЦР-детекции и идентификации микроорганизмов, зависит от 
правильности выбора диагностических локусов генома. Наибо-
лее широко для конструирования таксонспецифичных прайме-
ров используются высококонсервативная область внутреннего 
транскрибируемого спейсера (ITS) рибосомного оперона [13, 14] 
и гены «домашнего хозяйства» [15, 16]. Есть сведения, что в ге-
номе фитопатогенных грибов присутствуют генетически ста-
бильные локусы, кодирующие факторы патогенности, перспек-
тивные для создания диагностических праймеров. Например, 
для идентификации представителей рода Fusarium часто ис-
пользуют праймеры к генам микотоксинов [17], S. sclerotiorum – 
к гену aspH, кодирующему аспартилпротеазу [18].

Проведен анализ доступных в базе данных ГенБанк полноге-
номных последовательностей фитопатогенных грибов Alternaria 
sp., A. alternata, B. cinerea, C. cladosporoides, Fusarium sp., P. cu- 
cumerina, S. sclerotiorum, S. cucurbitacearum, V.  dahlia, выявлены 
высококонсервативные и специфичные генетические локусы,  
в том числе кодирующие факторы патогенности, на основании 
которых сконструированы родо- и видоспецифичные праймеры 
для детекции и идентификации целевых патогенов (табл. 1).

С помощью приложений PrimerBlast, OligoCalc, Primer3 опре
делены термодинамические параметры праймеров, рассчитаны 
температуры отжига. Основываясь на расчетных и эксперимен-
тальных данных, оптимизированы температурно-временные ре-
жимы амплификации с таксонспецифичными праймерами (табл. 2).

С использованием геномной ДНК коллекционных штаммов 
фитопатогенных грибов показано, что амплификация со всеми 
парами праймеров приводила к образованию ампликонов нуж-
ного размера только при использовании в качестве матрицы 
ДНК грибов целевого вида (рис. 1–6), что свидетельствует о вы-
сокой специфичности. В случае праймеров Fus-F / Fus-R, специ-
фичных к Fusarium sp., AA-pksH-F / AA-pksH-R, специфичных  
к A. alternatа, VD-lov-F и VD-lov-R, специфичных к V. dahlia, для 
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Т а б л и ц а  1.  Таксонспецифичные праймеры для идентификации 
фитопатогенных грибов

№ 
п/п Патоген Праймер Диагностический локус

Размер  
продукта, 

п. н.

1 Alternaria sp. Alt-sp1F / Alt-sp1R ITS 310
2 A. alternata AA-pksH-F / 

AA-pksH-R
ген рksH (кодирует  
поликетидсинтазу)

660

3 B. cinerea BC-bot2-F / 
BC-bot2-R

ген bcbot2 (кодирует  
терпенциклазу)

600

4 C. cladosporioides CClad4F / CClad4R ITS 435 
5 C. coccodes CCpelA-F / 

CCpelA-R
ген pelA (кодирует  

пектатлиазу)
558

6 Fusarium sp. Fus-F / Fus-R ITS 380
7 S. 

cucurbitacearum
DB17F / B17R ген, кодирующий  

белок ADN34460.1
560

8 S. sclerotiorum SSaspr-F / Saspr-R ген aspS (кодирует  
аспартилпротеазу)

588

9 P. cucumerina PCuc1F / PCuc1R ITS 450
10 V. dahliae VD-lov-F / 

VD-lov-R
локус VDAG_08448  

(кодирует ловастатин 
нонакетидсинтазу)

733

Т а б л и ц а  2.  Параметры амплификации с таксонспецифичными 
праймерами для детекции грибов – возбудителей болезней  

огурца и томата

№ 
п/п Целевой патоген Праймер Оптимизированный режим ПЦР

1 Alternaria sp. Alt-sp1F / Alt-sp1R 95 °C – 5 мин;  
95 °C – 30 с, 48 °C – 30 с, 72 °C – 30 c (34×);
72 °C – 7 мин; 4 °C – 5 мин

2 A. alternata AA-pksH-F / 
AA-pksH-R

95 °C – 5 мин;  
95 °C – 30 с, 55 °C – 30 с, 72 °C – 45 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

3 B. cinerea BC-bot2-F /  
BC-bot2-R 

95 °C – 5 мин;  
95 °C – 30 с, 50 °C – 30 с, 72 °C – 40 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

4 C. cladospo-
rioides

CClad4F / CClad4R 95 °C – 5 мин;  
95 °C – 30 с, 48 °C – 30 с, 72 °C – 30 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин
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№ 
п/п Целевой патоген Праймер Оптимизированный режим ПЦР

5 C. coccodes  CCpelA-F /  
CCpelA-R

95 °C – 5 мин;
95 °C – 30 с, 52 °C – 30 с, 72 °C – 30 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

6 Fusarium sp. Fus-F / Fus-R 95 °C – 5 мин; 
95 °C – 40 с, 55 °C – 1 мин 10 с,  
72 °C – 30 c (34×);
72 °C – 7 мин; 4 °C – 5 мин

7 P. cucumer-
ina

PCuc1F / PCuc1R 95 °C – 5 мин; 
95 °C – 30 с, 48 °C – 30 с, 72 °C – 30 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

8 S. cucurbita- 
cearum

DB17F / DB17R 95 °C – 5 мин; 
95 °C – 30 с, 55 °C – 30 с, 72 °C – 40 c (34×); 
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

9 S. sclerotio-
rum

SSaspr1-F / 
SSasp3-R

95 °C – 5 мин;
95 °C – 30 с, 55 °C – 30 с, 72 °C – 40 c (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

10 V. dahliae VD-lov-F /  
VD-lov-R

95 °C – 5 мин;
95 °C – 30 с, 46 °C – 30 с, 72 °C – 1 мин (34×);
72 °C – 5 мин; 4 °C – 5 мин

нескольких штаммов регистрировалось, помимо ампликона нуж- 
ного размера, образование неспецифических продуктов, однако 
они не мешали идентификации целевых патогенов (рис. 1, 3).

Для проверки чувствительности ПЦР со сконструированны-
ми праймерами – минимального выявляемого количества пато-
гена (эквивалентов генома – гэ) в единице исследуемого образца 
– проводили амплификацию с использованием в качестве ма-
трицы последовательных десятикратных разведений геномной 
ДНК (в диапазоне 102–106 гэ/мл) коллекционных штаммов фито-
патогенных грибов Alternaria  sp. Пл2, C.  clasdosporoides БИМ 
F-593, F. oxysporum KO, B. cinerea 8, P. cucumerina 18, S. cucurbi-
tacearum 15, S. sclerotiorum S1, V. dahlia СО-3. Минимальный по-
рог детекции для Alternaria sp. и Fusarium sp. составил 103 гэ/мл, 
C. cladosporioides и P. cucumerina – 104 гэ/мл (рис. 7, 8), что сви-
детельствует о высокой чувствительности таксонспецифичной 
ПЦР для данных патогенов. Фитопатогенные грибы B.  cinerea, 

Окончание табл. 2
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М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – A. alternata 6;  
3 – Fusarium sp. 4; 4 – Fusarium sp. 11; 5 – Fusarium sp. 20; 6 – Fusarium sp. 21;  

7 – Fusarium sp. БИМ F-346; 8 – Fusarium solani БИМ F-347; 9 – Fusarium sp. БИМ F-458;  
10 – F. culmorum БИМ F-459; 11 – Fusarium sp. БИМ F-565; 12 – Fusarium sp. БИМ F-566;  
13 – Fusarium sp. БИМ F-599; 14 – F. culmorum БИМ F-600; 15 – Fusarium sp. БИМ F-615;  

16 – Fusarium sp. БИМ F-618; 17 – Fusarium sp. СО-1; 18 – F. oxysporum КО;  
19 – Fusarium sp. КГ3; 20 – Fusarium sp. №1К 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами Fus-F и Fus-R 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль;  
2 – Ph. medicaginis БИМ F-402; 3 – A. infectoria 1; 4 – A. alternata 6; 5 – A. alternata 9;  
6 – Alternaria sp. БИМ F-406; 7 – A. alternata БИМ F-460; 8 – A. alternata БИМ F-462;  

9 – A. alternata БИМ F-621; 10 – Alternaria sp. Пл2; 11 – Alternaria sp. 2.1; 12 – Alternaria sp. 3;  
13 – A. alternata 4; 14 – Alternaria sp. 5; 15 – Alternaria sp. 6.1; 16 – Alternaria sp. 6.2;  

17 – A. alternata 6.3 
Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами Alt-sp1F и Alt-sp1R 
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sp. № 1К
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9; 6 – Alternaria sp. БИМ F-406; 7 – A. alternata БИМ F-460; 8 – A. alternata 
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М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль;  
2 – E. nigrum 1; 3 – A. infectoria 1; 4 – A. alternata 6; 5 – A. alternata 3.16; 6 – Alternaria sp. Пл2;  

7 – Alternaria sp. БИМ F-406; 8 –A. alternata БИМ F-462; 9 – A. alternata БИМ F-567;  
10 – A. alternata БИМ F-621; 11 – Alternaria sp. 2.1; 12 – Alternaria sp. 3; 13 – A. alternata 4;  

14 – Alternaria sp. 5; 15 – Alternaria sp. 6.1; 16 – Alternaria sp. 6.2; 17 – A. alternata 6.3  
Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами AA-pksH-F и AA-pksH-R 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

а) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – v. dahlia СО-3;  
3 –A. alternata БИМ F-621; 

б) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – s. cucurbitacearum 12; 
3 – B. cinerea 7; 4 – B. cinerea 8; 5 – B. cinerea БИМ F-383; 6 – B. cinerea БИМ F-400;  

7 – B. cinerea БИМ F-591; 8 – B. cinerea БИМ F-613; 
в) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 ‒ c. coccodes БИМ F-595;  

2 – отрицательный контроль 
Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами VD-lov-F и VD-lov-R (а),  

ВС-bot2-F и ВС-bot2-R (б), CCpelA-F и CCpelA-R (в) 
 
 
 

а б в 

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами AA-pksH-F  
и AA-pksH-R: М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный кон-
троль; 2 – E. nigrum 1; 3 – A. infectoria 1; 4 – A. alternata 6; 5 – A. alternata 3.16; 
6 – Alternaria sp. Пл2; 7 – Alternaria sp. БИМ F-406; 8 –A. alternata БИМ F-462; 
9 – A. alternata БИМ F-567; 10 – A. alternata БИМ F-621; 11 – Alternaria sp. 2.1; 
12 – Alternaria sp. 3; 13 – A. alternata 4; 14 – Alternaria sp. 5; 15 – Alternaria sp. 6.1; 

16 – Alternaria sp. 6.2; 17 – A. alternata 6.3 
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Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами VD-lov-F и VD-
lov-R (а), ВС-bot2-F и ВС-bot2-R (б), CCpelA-F и CCpelA-R (в): а) М – маркер 
молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – V. dahlia СО-3; 
3 – A. alternata БИМ F-621; б) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отри-
цательный контроль; 2 – S. cucurbitacearum 12; 3 – B. cinerea 7; 4 – B. cinerea 8; 
5 – B. cinerea БИМ F-383; 6 – B. cinerea БИМ F-400; 7 – B. cinerea БИМ F-591; 
8 – B. cinerea БИМ F-613; в) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 ‒ C. coc-

codes БИМ F-595; 2 – отрицательный контроль
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М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – B. cinerea 7;  
3 – s. cucurbitacearum 5; 4 – s. cucurbitacearum 12; 5 – s. cucurbitacearum 14;  

6 – s. cucurbitacearum 15; 7 – s. cucurbitacearum 16 
Рис. 5. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами DB17F и DB17R 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

а) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – c. cladosporioides 17;  
2 – c. cladosporioides БИМ F-593; 3 – отрицательный контроль; 

б) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – P. cucumerina 18; 2 – P. cucumerina БИМ F-571;  
3 – отрицательный контроль; 

в) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 – s. sclerotiorum S1;  
3 – B. cinerea 8 

Рис. 6. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами CClad4-F и CClad4-R (а),  
PCuC1-F и PCuC1-R (б), SSaspr1-F и SSaspr1-R (в) 
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Рис. 6. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами CClad4-F и CClad4-R 
(а), PCuC1-F и PCuC1-R (б), SSaspr1-F и SSaspr1-R (в): а) М – маркер молеку-
лярной массы ДНК; 1 – C. cladosporioides 17; 2 – C. cladosporioides БИМ F-593; 
3 – отрицательный контроль; б) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 –  
P. cucumerina 18; 2 – P. cucumerina БИМ F-571; 3 – отрицательный контроль;  
в) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2 –  

S. sclerotiorum S1; 3 – B. cinerea 8
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S.  cucurbitacearum, S.  sclerotiorum, V. dahlia детектировались 
при концентрации ДНК в образце не менее 105 гэ/мл, что срав-
нимо по чувствительности в ИФА-диагностикой.

Результаты таксонспецифичной ПЦР с использованием ДНК 
коллекционных штаммов фитопатогеннных грибов точно вос-
производились во всех повторностях опыта.

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют, что 
сконструированные родо- и видоспецифичные праймеры могут 
использоваться для диагностики грибов – возбудителей болез-
ней огурца и томата в режиме стандартной ПЦР.

качестве матрицы последовательных десятикратных разведений геномной ДНК (в 

диапазоне 102–106 гэ/мл) коллекционных штаммов фитопатогенных грибов 

Alternaria sp. Пл2, c. clasdosporoides БИМ F-593, F. oxysporum KO, B. cinerea 8, 

P. cucumerina 18, s. cucurbitacearum 15, S. sclerotiorum S1, v. dahlia СО-3. 
Минимальный порог детекции для Alternaria sp. и Fusarium sp. составил 103 гэ/мл, 

c. cladosporioides и P. cucumerina – 104 гэ/мл (рис. 7, 8), что свидетельствует о 

высокой чувствительности таксонспецифичной ПЦР для данных патогенов. 

Фитопатогенные грибы B. cinerea, s. cucurbitacearum, S. sclerotiorum, v. dahlia 

детектировались при концентрации ДНК в образце не менее 105 гэ/мл, что 

сравнимо по чувствительности в ИФА-диагностикой. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

а) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1– отрицательный контроль;  
2 – 6 – c. clasdosporoides БИМ F-593 (102 – 106 гэ/мл соответственно);  

7 – c. clasdosporoides БИМ F-593 (109 гэ/мл); 
б) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль;  

2 – 6 – F. oxysporum KO (102–106 гэ /мл соответственно); 7 – F. oxysporum KO (108 гэ/мл) 
Рис. 7. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами CClad4-F / CClad4-R (а)  

и Fus-F / Fus-R (б) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

а б 

Рис. 7. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами CClad4-F / CClad4-R 
(а) и Fus-F / Fus-R (б): а) М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрица-
тельный контроль; 2–6 – C. clasdosporoides БИМ F-593 (102–106 гэ/мл соответ-
ственно); 7 – C. clasdosporoides БИМ F-593 (109 гэ/мл); б) М – маркер молеку-
лярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль; 2–6 – F. oxysporum KO  

(102–106 гэ /мл соответственно); 7 – F. oxysporum KO (108 гэ/мл)

 
 
 
 
 
 
 
 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 8 – отрицательный контроль;  
2 – 6 – Alternaria sp. Пл2 (102 – 106 гэ /мл соответственно); 7 – Alternaria sp. Пл2 (108 гэ/мл); 
9 – 13 – P. cucumerina 18 (102 – 106 гэ /мл соответственно); 14 – P. cucumerina 18 (108 гэ/мл) 

Рис. 8. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами Alt-sp1F / Alt-sp1R  
и PCuC1-F / PCuC1-R 

 

Результаты таксонспецифичной ПЦР с использованием ДНК коллекционных 

штаммов фитопатогеннных грибов точно воспроизводились во всех повторностях 

опыта. 

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют, что 

сконструированные родо- и видоспецифичные праймеры могут использоваться 

для диагностики грибов – возбудителей болезней огурца и томата в режиме 

стандартной ПЦР. 

В настоящее время все более широкое распространение в диагностике 

патогенов приобретает мультиплексная ПЦР – амплификация в присутствии с 

реакционной смеси более одной пары праймеров. Достоинствами данного метода 

являются возможность выявления сразу нескольких патогенов «в одной пробирке», 

снижение трудоёмкости, стоимости и продолжительности анализа [19]. 

При разработке мультиплексной ПЦР условия амплификации и сочетания 

диагностических праймеров подбирали для одновременной детекции 

фитопатогенных грибов, вызывающих заболевания огурца и томата со схожей 

симптоматикой.  

Поскольку грибы родов Alternaria, Plectosphaerella и cladosporium являются 

возбудителями болезней, характеризующихся некротическим поражением частей 

Рис. 8. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами Alt-sp1F / Alt-sp1R 
и PCuC1-F / PCuC1-R: М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 8 – отрица-
тельный контроль; 2–6 – Alternaria sp. Пл2 (102–106 гэ /мл соответственно);  
7 – Alternaria sp. Пл2 (108 гэ/мл); 9–13 – P. cucumerina 18 (102–106 гэ /мл соот-

ветственно); 14 – P. cucumerina 18 (108 гэ/мл)
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В настоящее время все более широкое распространение в диа-
гностике патогенов приобретает мультиплексная ПЦР – ампли-
фикация в присутствии реакционной смеси более одной пары 
праймеров. Достоинствами данного метода являются возмож-
ность выявления сразу нескольких патогенов «в одной пробир-
ке», снижение трудоемкости, стоимости и продолжительности 
анализа [19].

При разработке мультиплексной ПЦР условия амплифика-
ции и сочетания диагностических праймеров подбирали для од-
новременной детекции фитопатогенных грибов, вызывающих 
заболевания огурца и томата со схожей симптоматикой. 

Поскольку грибы родов Alternaria, Plectosphaerella и Clado-
sporium являются возбудителями болезней, характеризующихся 
некротическим поражением частей растения с последующим их 
отмиранием, оптимизирован режим мультиплексной ПЦР для 
одновременного выявления Alternaria sp. и C.  cladosporioides, 
Alternaria sp. и P. cucumerina при наличии в исследуемом образ-
це одного из патогенов или их комбинации (рис. 9). Чувстви-
тельность ПЦР составляла 103 гэ/мл для Alternaria sp. и C. cla
dosporioides, 105 гэ/мл – для Alternaria sp. и P.  cucumerina. Ре-
зультаты ПЦР точно воспроизводились во всех повторностях 
опыта.

Рис. 9. Электрофореграмма продуктов мультиплексной ПЦР с праймерами 
Alt-sp1F / Alt-sp1R, CClad4-F / CClad4-R и PCuC1-F / PCuC1-R: М – маркер мо-
лекулярной массы ДНК; 1, 4 – отрицательный контроль; 2, 3 – Alternaria sp. 
Пл2; 3, 4 – P. cucumerina 18; 5, 6 – C. clasdosporioides 17; 8, 9 – Alternaria sp. 

Пл2 и P. cucumerina 18; 10, 11 – Alternaria sp. Пл2 и C.  clasdosporioides
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Подобраны режимы мультиплексной ПЦР для детекции фи-
топатогенных грибов родов Fusarium, Stagonosporopsis, Botrytis, 
Sclerotinia, вызывающих различные типы гнилей огурца и тома-
та. Поскольку продукты амплификации для B. cinerea, S. cucur-
bitacearum, S. sclerotiorum имеют близкие размеры (588; 600  
и 560 п. н. соответственно), использовали комбинации прайме-
ров, обеспечивающие одновременное выявление Fusarium sp.  
и B. cinerea, Fusarium sp. и S.  cucurbitacearum, Fusarium sp.  
и S. sclerotiorum (рис. 10).

 

 

 

 

 

 

 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 10 – отрицательный контроль; 2, 3 – F. oxysporum КО;  
4, 5 – B. cinerea 8; 6, 7 – s. cucurbitacearum 15; 8, 9 – s. sclerotiorum S1; 11, 12 – мультиплекс 
F. oxysporum КО и B. cinerea 8; 13, 14– мультиплекс F. oxysporum КО и s. cucurbitacearum 15;  

15, 16 – мультиплекс F. oxysporum КО и s. sclerotiorum S1 
Рис. 10. Электрофореграмма продуктов мультиплексной ПЦР с праймерами Fus-F и Fus-R,  

Bc-bot2-F и Bc-bot2-R, DB17F и DB17R 
 

При проведении мультиплексной ПЦР отмечалось образование 

неспецифических продуктов амплификации, однако это не мешало выявлению и 

идентификации целевых видов фитопатогенных грибов. Минимальный порог 

детекции составлял 102 гэ/мл для Fusarium sp., 103 гэ/мл для B. cinerea, 105 гэ/мл 

для s. cucurbitacearum и s. sclerotiorum. Результаты ПЦР стабильно 

воспроизводились во всех вариантах опыта. 

Полученные данные свидетельствуют, что мультиплексная ПЦР с родо- и 

видоспецифичными праймерами по специфичности, чувствительности и 

воспроизводимости результатов сопоставима с таксонспецифичной ПЦР, 

превосходит по аналитическим характеристикам ИФА-диагностику, и может 

использоваться для выявления и идентификации фитопатогенных грибов, 

вызывающих заболевания растений со схожей симптоматикой. 

Заключение. Сконструированы таксонспецифичные праймеры и 

оптимизированы режимы амплификации для детекции грибов Alternaria sp., 

Fusarium sp., B. cinerea, c. cladosporoides, P. cucumerina, s. sclerotiorum, 

s. cucurbitacearum, v. dahlia – возбудителей болезней огурца и томата, в режиме 

стандартной ПЦР. Подобраны комбинации праймеров и условия проведения 

мультиплексной ПЦР, позволяющие одновременно выявлять перечисленные 

Рис. 10. Электрофореграмма продуктов мультиплексной ПЦР с праймерами 
Fus-F и Fus-R, Bc-bot2-F и Bc-bot2-R, DB17F и DB17R: М – маркер молекуляр-
ной массы ДНК; 1, 10 – отрицательный контроль; 2, 3 – F.  oxysporum КО;  
4, 5 – B. cinerea 8; 6, 7 – S. cucurbitacearum 15; 8, 9 – S. sclerotiorum S1; 11, 12 – 
мультиплекс F. oxysporum КО и B. cinerea 8; 13, 14– мультиплекс F. oxysporum 
КО и S. cucurbitacearum 15; 15, 16 – мультиплекс F. oxysporum КО и S. sclero- 

tiorum S1

При проведении мультиплексной ПЦР отмечалось образова-
ние неспецифических продуктов амплификации, однако это не 
мешало выявлению и идентификации целевых видов фитопато-
генных грибов. Минимальный порог детекции составлял 102 гэ/мл 
для Fusarium sp., 103 гэ/мл для B. cinerea, 105 гэ/мл для S. cucur
bitacearum и S. sclerotiorum. Результаты ПЦР стабильно воспро-
изводились во всех вариантах опыта.

Полученные данные свидетельствуют, что мультиплексная 
ПЦР с родо- и видоспецифичными праймерами по специфично-
сти, чувствительности и воспроизводимости результатов сопо-
ставима с таксонспецифичной ПЦР, превосходит по аналитиче-
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ским характеристикам ИФА-диагностику и может использовать-
ся для выявления и идентификации фитопатогенных грибов, 
вызывающих заболевания растений со схожей симптоматикой.

Заключение. Сконструированы таксонспецифичные прай-
меры и оптимизированы режимы амплификации для детекции 
грибов Alternaria sp., Fusarium sp., B. cinerea, C. cladosporoides, 
P. cucumerina, S. sclerotiorum, S. cucurbitacearum, V. dahlia – воз-
будителей болезней огурца и томата – в режиме стандартной ПЦР. 
Подобраны комбинации праймеров и условия проведения муль-
типлексной ПЦР, позволяющие одновременно выявлять пере-
численные грибные патогены, вызывающие заболевания со схо-
жей симптоматикой. Разработанные таксонспецифичная и муль-
типлексная ПЦР характеризуются высокой специфичностью, 
воспроизводимостью, достаточной чувствительностью и могут 
использоваться для диагностики заболеваний огурца и томата  
в тепличных комбинатах и на сельскохозяйственных предприя-
тиях Республики Беларусь.
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Taxon-specific primers were developed and amplification conditions were opti
mized for detection of fungi Alternaria sp., Fusarium sp., Botrytis cinerea, Cla
dosporium cladosporoides, Plectosphaerella cucumerina, Sclerotinia sclerotiorum, 
Stagonosporopsis cucurbitacearum, Verticillum dahlia – causative agents of tomato 
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and cucumber diseases using standard PCR. Primer combinations and multiplex 
PCR conditions were selected for simultaneous detection of listed phytopathogenic 
fungi, causing disease with similar symptoms. Developed taxon-specific and multi
plex PCRs are characterized by high specificity, reproducibility, sufficient sensi
tivity and may be used for diagnostics of tomato and cucumber diseases at green
houses and farms.
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Изучено влияние углеводных, белковых и иммуностимулирующих кор-
мовых добавок для пчел на стабильность свойств пробиотических бактерий 
B. subtilis. Подобран оптимальный композиционной состав сухой пробиоти-
ческой кормовой добавки для пчел «Апипро», включающий сухую биомассу 
бактерий B. subtilis, дрожжевой экстракт, кобальт сернокислый. Изучено вли-
яние температурных режимов на сохранность титра бактерий в процессе дли-
тельного хранения.

Введение. В настоящее время для поддержания здоровья 
пчелиных семей используются корма, обогащенные органиче-
скими и минеральными компонентами, а также лечебно-профи-
лактические препараты и кормовые добавки.

Известен корм для пчел на основе углеводов и аминокислот, 
дополнительно содержащий витамины группы B, C, E и мине-
ральные вещества. Корм выпускается в жидком виде и является 
полноценным заменителем меда [1]. Рекомендовано добавление 
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в корма для пчел белоксодержащего компонента, например, бел-
ково-витаминного комплекса в виде дрожжевого гидролизата, 
пыльцы [2, 3]. Предложенные способы обогащения кормов по-
зволяют обеспечить пчел необходимыми для жизнедеятельно-
сти органическими (белковыми) и минеральными компонента-
ми, а также снизить затраты на приобретение минеральных эле-
ментов.

Исследования показывают, что при добавлении к сахарным 
подкормкам  солей кобальта увеличивается количество выращи-
ваемого расплода в семьях и повышается продуктивность пчел 
[4]. Установлено, что использование в пчеловодстве хлористого 
кобальта позволяет снизить степень пораженности пчел нозема-
тозом, увеличить репродуктивную активность пчелиных маток 
[5]. В качестве стимулятора размножения используется смесь  
экдистерона и кобальтсодержащего витамина В12 [6]. Подкормка, 
содержащая витамин В12, органический кальций и фолиевую 
кислоту, дает повышение численности и продуктивности медо-
носных пчел [7]. Препарат для насекомых-опылителей на основе 
витаминов В2, В6, В12 и РР способствует ускорению яйцеклад-
ки маток и сокращению их гибели [8].

Установлено, что использование пробиотических препара-
тов совместно с биологически активными добавками (витамина-
ми, микроэлементами, аминокислотами и др.) позволяет достичь 
комплексного синергетического эффекта и существенно повы-
сить эффективность лечебно-профилактических мероприятий 
на пасеке. Так, для восполнения недостатка белка во время ве-
сенней подкормки пчелосемей в сахарный сироп рекомендовано 
добавлять микробный препарат «Апиник» совместно с амино-
кислотно-витаминным препаратом «Микровитам». Использова-
ние «Апиника» позволяет нормализовать процессы пищеваре-
ния и повысить усвояемость корма, а «Микровитам» – воспол-
нить недостаток аминокислот при кормлении пчел сахарным 
сиропом. В результате в организме пчел-кормилиц активизиру-
ются процессы белкового и углеводного обмена, повышается 
концентрация азота на 12–16 % [9]. Штаммы пробиотических бак
терий Bifidobacterium globosum ВГНКИ N БФ-4/ДЕП и Strepto
coccus faecium ВГНКИ N 27/11-В-ДЕП в сочетании с углеводами, 
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аскорбиновой кислотой, окисью и гидроокисью алюминия вхо-
дят в состав препарата «Биотрилакт», который используется для 
стимуляции физиологических функций, повышения жизнедея-
тельности и активности пчел. Синергизм действия указанного 
сочетания заключается в том, что стрептококки, активно погло-
щающие кислород, улучшают среду обитания для анаэробных 
бифидобактерий, при этом оба штамма способны к выработке 
молочной кислоты и других биологически активных веществ. 
Аскорбиновая кислота, входящая в состав препарата, выступает 
в качестве витаминного компонента, а также дополнительной 
составляющей для связывания молекулярного кислорода [10]. 
Установлено, что использование биологически активной добавки 
(бад) «Эраконд» совместно с пробиотическим препаратом на ос-
нове бактерий рода Bacillus и Lactobacillus обеспечивает наилуч-
шие показатели по чистоте гнезда и сохранности пчел во время 
зимовки по сравнению с вариантами, в которых бад и пробиотик 
использовались по отдельности [11]. Разработан способ стабили-
зации жизнедеятельности пчелиных семей для опыления расте-
ний закрытого грунта, основанный на использовании сочетан- 
ного действия биостимулятора «Люрастим», изготовленного из 
денатурированной эмульгированной плаценты и пробиотика 
«ТАНГ», оказывающего общеукрепляющий эффект. При этом 
«ТАНГ» применяют как основное средство, а «Люрастим» – как 
дополнительное [12].

Таким образом, использование пробиотиков совместно с ми-
кроэлементами, витаминами и другими биологически активны-
ми веществами обеспечивает повышение показателей белкового 
и углеводного обменов в организме медоносных пчел, способ-
ствует улучшению их физиологического состояния и развития, 
поддержанию иммунного статуса [9].

Пробиотические препараты для пчеловодства выпускают 
как в жидкой, так и в сухой (лиофильно высушенной) товарных 
формах [10, 13]. Тенденция производства сухих пробиотиков вы-
звана удобством использования и более долгим сроком хранения, 
что особенно важно в отрасли пчеловодства, где для достиже-
ния положительного эффекта достаточно применять микродозы 
препарата с большой периодичностью. В отличие от жидких  
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сухие формы пробиотиков не требуют соблюдения жестких тем
пературных условий хранения, что также является преимуще-
ством в практическом аспекте. 

Таким образом, очевидна перспективность разработки оте-
чественной пробиотической кормовой добавки для пчел в сухой 
форме, обогащенной минерально-белковым комплексом.

Цель работы – исследование влияния углеводных, белко-
вых и иммуностимулирующих добавок на стабильность свойств 
спорообразующих пробиотических бактерий Bacillus subtilis, 
разработка композиционного состава и исследование стабиль-
ности сухой пробиотической кормовой добавки для пчел в про-
цессе хранения.

Объекты и методы исследования. Объектом исследований 
служил штамм спорообразующих бактерий B. subtilis с пробио
тической активностью – основа пробиотического препарата «Ба-
цинил-К». Культура бактерий получена из рабочей коллекции 
отдела биотехнологии средств биологического контроля Инсти-
тута микробиологии НАН Беларуси.

В работе использованы следующие питательные среды (г/л). 
1. Меласса – 30,0; KH2PO4 – 3,0; K2HPO4 – 7,0; MgSO4 × 7H2O – 

0,1; Na-цитрат – 0,5; (NH4)2SO4 – 1,5; вода водопроводная – до 1 л, 
рН 7,0 ± 0,2; 

2. Бульон Хоттингера – 50,0; пептон – 5,0; NaCl – 5,0; глюко-
за моногидрат – 10,0; вода водопроводная – до 1 л; агар – 20,0; 
рН 6,8 ± 0,2.

Спорообразующие бактерии B. subtilis выращивали глубин-
но в среде 1 на орбитальном шейкере-инкубаторе при темпера-
туре 30 ± 2 °С, интенсивности перемешивания 200 ± 20 об/мин  
в течение 48 ± 2 ч. 

Параметры концентрирования биомассы бактерий: культураль-
ную жидкость бактерий B. subtilis с титром не менее 1 × 109 КОЕ/мл 
охлаждали до температуры 15–20 °C, с соблюдением правил 
асептики центрифугировали на центрифуге «HERMLE Z36HK» 
(частота вращения – 10 000 об/мин, температура – 4 °С, продол-
жительность – 10 мин). 

Условия лиофильного высушивания: концентрат биомассы 
бактерий смешивали с криозащитной средой (10%-ная сахароза) 
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и биологически-активными добавками, после чего замораживали 
в морозильнике при температуре –70 °С в течение 16 ч; лиофиль-
ное высушивание кормовой добавки осуществляли в 4 этапа: 

–25 °С, 2 ч (скорость охлаждения 1,4 °С/мин); 
–20 °С, 8 ч (скорость прогревания 1,4 °С/мин); 
0 °С, 6 ч (скорость прогревания 0,5 °С/мин); 
+20 °С, 8 ч (скорость прогревания 0,5 °С/мин). 
В качестве углеводных добавок использовали канди (состав: 

мед – 26 %, сахарная пудра – 73,98 %, уксус – 0,02 %), сахарный 
сироп (состав: сахарная пудра – 50 %, вода водопроводная – 50 %), 
медовую сыту (состав: мед – 80 %, вода водопроводная – 20 %). 
В качестве белковых добавок использовали (г/л): дрожжевой 
экстракт – 50; сухое обезжиренное молоко – 20; соевую муку – 
50; пыльцу – 130; в качестве иммуностимулирующих добавок – 
сульфат кобальта – 2,5; витамины: B9 – 5, C – 30, E – 1 [1–3, 5, 10, 
14, 15].

Определение антимикробной активности бактерий B. subtilis 
проводили в отношении тест-объекта патогенных бактерий Esche
richia coli «КМИЭВ-39А» методом лунок в агаре с использова-
нием питательной среды 2 [16]. Влияние подкормок на B. subtilis 
проводили методом лунок в агаре с использованием питатель-
ной среды 2 [16]. Результаты учитывали по диаметру зон за-
держки роста тест-объекта после 18–24 ч инкубации при темпе-
ратуре 30 °С.

Титр жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) и спор (спор/мл) бак-
терий определяли методом последовательных предельных раз-
ведений [17].

Математическую обработку данных проводили общеприня-
тыми для биологических исследований методами [18]. Стати-
стическую обработку результатов проводили с использованием 
программы Microsoft Exсel.

Результаты и обсуждение. Из данных литературы известно, 
что использование пробиотических препаратов совместно с био-
логически активными добавками (витаминами, микроэлемента-
ми, аминокислотами и др.), углеводными и белковыми подкорм-
ками позволяет достичь комплексного синергетического эффекта 
и существенно повысить эффективность лечебно-профилакти-
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ческих мероприятий на пасеке, обеспечить повышение показа-
телей белкового и углеводного обменов в организме медоносных 
пчел, улучшить их физиологическое состояние и развитие, им-
мунный статус.

С целью разработки композиционного состава пробиотиче-
ской кормовой добавки для пчел на основе спорообразующих 
бактерий B. subtilis было исследовано влияние углеводных, бел-
ковых и иммуностимулирующих добавок на стабильность свойств 
микроорганизмов.

На первом этапе исследовали влияние добавок на B. subtilis 
методом лунок в агаре. Результаты оценивали по диаметру зон 
подавления роста бактерий.

Из данных табл. 1 следует, что углеводные подкормки на ос-
нове сахарозы (сахарный сироп и канди), а также белковые до-
бавки на основе дрожжевого экстракта, сухого обезжиренного 
молока и соевой муки не оказывают ингибирующего действия 
на клетки B. subtilis: подавления роста культуры не наблюдает-
ся. Среди углеводных добавок антагонистической активностью 

Т а б л и ц а  1.  Влияние углеводных, белковых  
и иммуностимулирующих добавок на рост бактерий B. subtilis

Добавка Диаметр зоны подавления роста B. subtilis*, мм

Углеводные добавки
Сахарный сироп 0,0
Медовая сыта 16,0 ± 0,5
Канди 0,0

Белковые добавки
Дрожжевой экстракт 0,0
Сухое обезжиренное молоко 0,0
Соевая мука 0,0
Пыльца 12,0 ± 0,5

Иммуностимулирующие добавки
Сульфат кобальта 0,0
Витамин B9 0,0
Витамин C 29,0 ± 0,5
Витамин E 0,0

*Диаметр лунки – 8 мм.
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в отношении B. subtilis обладает медовая сыта (диаметр зоны по-
давления роста бактерий – 16,0 ± 0,5 мм), среди белковых – 
пыльца (12,0 ± 0,5 мм). Среди изученных иммуностимулирую-
щих добавок выраженный антагонистический эффект отмечен 
только у витамина С (29,0 ± 0,5 мм). 

На следующем этапе исследовали влияние углеводных, бел-
ковых и иммуностимулирующих добавок на сохранность титра 
клеток и спор B. subtilis. Кроме того, с целью возможного даль-
нейшего использования пробиотического препарата для ороше-
ния улья изучали жизнеспособность бактерий при обработке 
вощины (табл. 2). Композиционные составы оставили на хране-
ние при комнатной температуре (20 ± 1 °С). Концентрации пыль
цы и сульфата кобальта были подобраны исходя из анализа ли-
тературных данных [5, 10, 14, 15]. При внесении культуральной 
жидкости (КЖ) B. subtilis в медовую сыту сахарный сироп  
и канди использовали концентрации, рекомендованные по ре-
зультатам садковых опытов, проведенных в Гродненском госу-
дарственном аграрном университете (ГГАУ).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что добав-
ление в КЖ B. subtilis пыльцы и сульфата кобальта практически 

Т а б л и ц а  2.  Влияние углеводных, белковых  
и иммуностимулирующих добавок на сохранность титра B. subtilis

Продолжитель-
ность хранения

Титр B. subtilis, КОЕ, спор/мл Титр B. subtilis, 
спор/г

Контроль 
без добавок

Сахарный 
сироп

Медовая 
сыта Пыльца Сульфат 

кобальта Канди Вощина

0 сут КОЕ 2,9×109 2,2×109 2,6×109 2,7×109 2,8×109 – –
споры 2,0×109 1,6×109 1,7×109 1,8×109 1,9×109 2,0×106 7,3×105

7 сут КОЕ 2,5×109 1,5×109 9,0×108 2,3×109 2,4×109 – –
споры 2,0×109 1,2×109 7,0×108 1,7×109 1,8×109 9,7×105 5,6×105

14 сут
КОЕ 2,1×109 1,0×109 6,2×108 1,5×109 1,4×109 – –

споры 1,9×109 8,0×108 3,2×108 1,2×109 1,3×109 9,3×105 3,2×105

1 мес.
КОЕ 1,9×109 7,5×107 6,6×107 1,0×109 1,1×109 – –

споры 1,6×109 5,4×107 5,2×107 1,0×109 1,0×109 4,1×105 1,9×105

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «–» – исследование титра КОЕ/мл не 
проводилось.
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не влияет на титр спорообразующих бактерий в течение месяца 
хранения.

Показано, что при добавлении КЖ исследуемых бактерий  
в 50%-ный сахарный сироп в объеме 0,4 %, титр клеток и спор сохра
няется на исходном уровне в течение 7 сут, затем в течение месяца 
постепенно снижается на 2 порядка и составляет 7,5 × 107 КОЕ/мл 
и 5,4 × 107 спор/мл соответственно. При внесении КЖ бактерий  
в медовую сыту или канди в объеме 0,2 и 0,4 % соответственно 
титр клеток и спор снижается на порядок в течение первой неде-
ли хранения. В дальнейшем титр бактерий в канди сохраняется 
на уровне 4,1–9,7 × 105 спор/г, тогда как в медовой сыте продол-
жает падать и через месяц хранения составляет 6,6 × 107 КОЕ/мл  
и 5,2 × 107 спор/мл. 

Установлено, что при обработке вощины КЖ бактерий B. sub
tilis удельное количество спор остается стабильным в течение  
30 дней хранения (1,9–7,3 × 105 спор/г вощины).

На следующем этапе исследований изучали влияние углевод
ных, белковых и иммуностимулирующих добавок на антими-
кробную активность бактерий B. subtilis. Данные приведены  
в табл. 3.

Т а б л и ц а  3.  Влияние углеводных, белковых и иммуностимулирующих 
добавок на антимикробную активность B. subtilis

Добавка в КЖ

Диаметр зон подавления  
роста E.coli* «КМИ-ЭВ-39А», мм

КЖ B. subtilis + добавка Только добавка

Контроль КЖ без добавок 19,0 ± 1,0 –
Сульфат кобальта 17,0 ± 1,0 –
Дрожжевой экстракт 23,0 ± 1,0 –
Сухое обезжиренное молоко 18,0 ± 1,0 –
Соевая мука 20,0 ± 1,0 –
Контроль 0,2 % КЖ – –
Медовая сыта (0,2 % КЖ) – –
Контроль 0,4 % КЖ – –
Сахарный сироп (0,4 % КЖ) – –

* Диаметр лунки – 8 мм.
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Показано, что максимальный антагонистический эффект  
в отношении тестового штамма E. coli достигается при добавле-
нии в КЖ B. subtilis дрожжевого экстракта (23,0 ± 1,0 мм) – анти-
микробная активность на 21 % выше контроля. При добавлении 
0,2–0,4 % КЖ B. subtilis в медовую сыту и сахарный сироп соот-
ветственно антагонистический эффект в отношении тест-штам-
ма E. coli отсутствует из-за того, что процент КЖ слишком мал, 
чтобы оказать видимое действие. Зоны подавления роста тест- 
объекта при внесении в КЖ B. subtilis остальных добавок оста-
ются на уровне контроля. При этом отмечено, что исследуемые 
углеводные, белковые и иммуностимулирующие добавки не по-
давляют рост патогенных бактерий при внесении их в лунки без 
КЖ B. subtilis.

Обобщая полученные данные, можно сделать вывод о том, 
что исследованные добавки не оказывают негативного влияния 
на сохранность титра и антагонистические свойства B. subtilis  
и могут быть использованы в составе пробиотической кормовой 
добавки для пчел. 

В результате проведенных исследований были отобраны семь 
экспериментальных образцов пробиотической кормовой добав-
ки (табл. 4) для исследования эффективности на пчелах в усло-
виях учебной пасеки ГГАУ.

Т а б л и ц а  4.  Композиционный состав экспериментальных образцов 
сухой пробиотической кормовой добавки для пчел

№  
образца

Композиционный состав образца, г Титр  
B. subtilis, 

КОЕ/г

1 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; сахароза – 0,9 2,9 ± 0,1×1010

2 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; CoSO4 × 7H2O–0,008; 
сахароза – 0,9

3,7 ± 0,1×1010

3 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; дрожжевой экстракт – 0,9 7,0 ± 0,1×1010

4 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; CoSO4 × 7H2O – 0,008; 
дрожжевой экстракт – 0,9

3,0 ± 0,1×1010

5 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; пыльца – 0,9 3,0 ± 0,1×1010

6 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; 
сухое обезжиренное молоко – 1,4

4,0 ± 0,1×1010

7 Сухая биомасса B. subtilis – 0,1; соевая мука – 0,9 3,0 ± 0,1×1010
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Проведенная сравнительная оценка эффективности исполь-
зования пробиотической добавки в сочетании с различными 
биостимуляторами в составе 50%-ного сахарного сиропа пока-
зала, что использование композиционного состава № 4, включа-
ющего пробиотический компонент на основе бактерий B. subtilis 
в комплексе с кобальтом и дрожжевым экстрактом, а также ком-
позиционного состава № 5, включающего пробиотик в сочета-
нии с пыльцой, позволяет в наибольшей степени нормализовать 
кишечный биоценоз рабочих пчел после зимовки за счет интен-
сивного снижения количества условно-патогенной микрофлоры 
и повышения количества лактобактерий в составе микробиоце-
ноза кишечного тракта пчел. Титр молочнокислых бактерий  
в кишечнике пчел после внесения композиционных составов № 4 
и 5 составил 6,0 × 107КОЕ/г и 2,0 × 107КОЕ/г соответственно по 
сравнению с контрольной группой (8,0 × 106КОЕ/г). В связи с тем, 
что использование пыльцы, в отличие от дрожжевого экстракта, 
требует особых условий хранения (–50 °С), во избежание потери 
ею полезных свойств, а также по причине значительной вариа-
бельности состава пыльцы в зависимости от производителя, 
наиболее предпочтительным является использование компози-
ционного состава № 4.

По результатам проведенных испытаний утвержден компо-
зиционный состав пробиотической кормовой добавки для пчел 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Сохранности титра сухой кормовой добавки Апипро при температуре 4±2°С 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 2. Сохранности титра сухой кормовой добавки Апипро при температуре 20±2°С 

 

В результате проведенных исследований установлено, что жизнеспособ-

ность бактерий B. subtilis в составе сухой пробиотической добавки Апипро остает-

ся стабильно высокой (титр КОЕ/г и спор/г не менее 1,0×1010) в течение 9 месяцев 

хранения вне зависимости от исследованных температурных условий. Наличие 

посторонней микрофлоры (плесневых грибов и бактерий группы кишечной палоч-

ки) не выявлено на протяжении всего срока хранения. 

Продолжительность хранения, мес.

Рис. 1. Сохранность титра сухой кормовой добавки «Апипро»  
при температуре 4 ± 2 °С
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«Апипро» (г/г): сухая биомасса B subtilis – 0,1; дрожжевой экстракт – 
0,9; кобальт сернокислый – 0,008.

Изучена стабильность сухой кормовой добавки «Апипро» для 
пчел в течение 9 мес. хранения при различных температурных 
режимах (хранение в холодильнике при температуре 4 ± 2 °C, 
при комнатной температуре 20 ± 2 °C) (рис. 1, 2). 

В результате проведенных исследований установлено, что 
жизнеспособность бактерий B. subtilis в составе сухой пробиоти
ческой добавки «Апипро» остается стабильно высокой (титр КОЕ/г  
и спор/г не менее 1,0 × 1010) в течение 9 мес. хранения вне зависи-
мости от исследованных температурных условий. Наличие по-
сторонней микрофлоры (плесневых грибов и бактерий группы 
кишечной палочки) не выявлено на протяжении всего срока хра-
нения.

Заключение. В результате проведенных исследований изу-
чено влияние углеводных, белковых и иммуностимулирующих 
добавок на стабильность свойств пробиотических бактерий  
B. subtilis. По результатам проведенных испытаний на пчелах 
разработан композиционный состав пробиотической кормовой 
добавки для пчел «Апипро» (г/г): сухая биомасса B. subtilis – 0,1; 
дрожжевой экстракт – 0,9; кобальт сернокислый – 0,008. Показа-
но, что титр бактерий B. subtilis в составе кормовой добавки 
остается стабильно высоким в течение 9 мес. хранения. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 1. Сохранности титра сухой кормовой добавки Апипро при температуре 4±2°С 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Рис. 2. Сохранности титра сухой кормовой добавки Апипро при температуре 20±2°С 
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The influence of carbohydrate, protein and immunostimulating additives for 
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The optimal composition of dry probiotic feed additive for bees was selected. The 
influence of temperature regimes on the stability of bacteria titers during long-term 
storage was evaluated.
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ИЗМЕНЕНИЕ ЭКОЛОГО-ТРОФИЧЕСКИХ  
ПОКАЗАТЕЛЕЙ МИКРОБОЦЕНОЗОВ ПОЧВ  

ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ МИКРОБНЫХ ПРЕПАРАТОВ 
ПРИ ВОЗДЕЛЫВАНИИ КУКУРУЗЫ 

Н. М. ДАЙНЕКО, И. И. КОНЦЕВАЯ, С. Ф. ТИМОФЕЕВ

Гомельский государственный университет имени Ф. Скорины,  
Гомель, Беларусь, 
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Коэффициент минерализации и иммобилизации Мишустина в варианте  
с «АгроМиком» на дерново-подзолистой супесчаной почве наибольшее зна-
чение имел в фазе 3–5 листьев, а на минеральном торфянике – в фазе 6–8 ли-
стьев и в фазе молочной спелости. В варианте с «ПолиФунКуром» на мине-
ральной почве и мелкозалежном минерализованном торфянике максимум от-
мечен в фазе 6–8 листьев и в фазе молочной спелости. Наибольшая величина 
коэффициента педотрофности Никитина как в варианте с «АгроМиком», так 
и в варианте с «ПолиФунКуром» в обоих типах почв наступила в фазе молоч-
ной спелости. Максимум индекса олиготрофности в варианте с «АгроМи-
ком» на минеральной почве наступил в фазе молочной спелости, а на минера-
лизованном торфянике – в фазе 6–8 листьев; в варианте с «ПолиФунКуром» 
соответственно на минеральной почве и на мелкозалежном торфянике в фазе 
6–8 листьев.
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Введение. Известно, что продуктивность сельскохозяйствен
ных земель определяется составом и спектром микробоценоза 
почвы, поскольку протекающие в ней процессы микробиологи-
ческого превращения вещества отражаются на условиях роста  
и питания растений. Плодородие почвы в существенной мере за-
висит от содержания гумусовых веществ в почве и их качествен-
ного состава [1]. Однако гумус и его сопутствующие компонен-
ты относятся к трудноминерализуемой части органического ве-
щества, которая становится доступной для растений только 
после трансформации микроорганизмами почвы [2]. Поэтому 
вопросы изучения микробиологического превращения органи-
ческого вещества почвы в легкодоступные для растений формы, 
а также вопросы преобразования гумусовых веществ в резуль-
тате применения новых видов удобрений, включая биоудобре-
ния, несомненно заслуживают особого внимания. 

Изучение растительно-микробных взаимодействий позволя-
ет предложить цельную стратегию экологически устойчивого 
растениеводства, основанную на использовании микробных пре
паратов [3, 4], что служит дополнительным источником снабже-
ния растений элементами питания [5]. 

Активизация микробно-растительного взаимодействия – мощ
ный фактор продуктивного функционирования агрофитоценоза, 
используемый сегодня крайне неудовлетворительно. Накоплен-
ные знания о механизмах взаимодействия микробов и растений 
позволяют ставить вопрос о направленном конструировании фи
томикробных систем и оптимизации их адаптационных свойств 
с целью обеспечения воспроизводства почвенного плодородия, 
высокой продуктивности растений, их устойчивости к неблаго-
приятным факторам и стрессам при минимальных ресурсо-  
и энергозатратах.

Микробные препараты позволяют направленно регулировать 
состав и численность микробного комплекса на корнях в соот-
ветствии с потребностями и возможностями растений [5].

Применение микробных препаратов является одним из эко-
логически безопасных и эффективных приемов при выращива-
нии различных сельскохозяйственных культур. Бактеризация 
способствует повышению ростовых процессов растений, увели-
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чивает их урожайность [6–8], а также повышает устойчивость  
к негативному влиянию тяжелых металлов [9]. При этом приме-
нение препаратов требует микробиологического обоснования  
с выявлением закономерностей функционирования микробоце-
нозов как диагностического критерия в оценке экологического 
состояния почвы. Так, определение численности различных эко-
лого-трофических групп микроорганизмов и их количественно-
го соотношения является важным этапом в комплексной оценке 
почв биогеоценозов, затронутых негативной деятельностью че-
ловека [10].

Цель исследования – выявить динамику эколого-трофиче-
ских показателей микробоценозов почвы под влиянием микроб-
ных биопрепаратов по фазам вегетации при возделывании куку-
рузы.

Материалы и методы. Исследования выполняли на землях 
агрокомбината «Южный» вблизи н. п. Поколюбичи Гомельско- 
го р-на Гомельской обл. Республики Беларусь в 2016–2018 гг. 
Объектом исследований являлcя микробоценоз разных типов 
почвы под посевами кукурузы сорта «Полесский 212».

Опыт I был заложен на дерново-подзолистой супесчаной почве.
Опыт II был заложен на минерализованном мелкозалежном 

торфянике.
Под посевы кукурузы согласно технологической карте вно-

сились следующие дозы удобрений: N90P30K90 кг/га.
Варианты опытов были заложены в четырехкратной повтор-

ности на учетной площадке 14 м2 по следующей схеме: 
контроль – без обработки семян и вегетирующих листьев;
обработка препаратами «АгроМик» и «ПолиФунКур» семян 

и растений в фазах «3-й лист» и «появление очередных листьев».
Норма высева кукурузы – 100 000 семян на гектар. Ширина 

междурядий – 70 см. Семена кукурузы были обработаны с по-
мощью ручного опрыскивателя, перемешаны и сразу засыпаны 
в семенные бункера сеялки.

Для определения микробиологических показателей почвы 
отбирали для каждого варианта опыта смешанный образец из 
трех повторностей с глубины пахотного горизонта 0–20 см. От-
бор образцов почвы проводили в следующие фазы роста куку-
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рузы: 3-й лист, появление очередных листьев, молочная спелость 
зерна кукурузы.

Микробиологическую индикацию почвы выполняли соглас-
но общепринятым в почвенной микробиологии методам [11, 12]. 

Численность микроорганизмов определяли в колониеобра-
зующих единицах (КОЕ), пересчитывали на 1 г абсолютно су-
хой почвы.

Расчет эколого-физиологических индексов и коэффициентов 
выполняли согласно общепринятым методам [13]. 

Полученные данные обработаны статистически с использо-
ванием пакета прикладного программного обеспечения «Statsoft 
(USA) Statistica v.7.0».

Результаты и обсуждение. Метеорологические условия ве-
гетационного периода приведены в таблице. Анализ показал, 
что среднемесячная температура воздуха в апреле по годам ис-
следований оказалась выше средней многолетней, в мае только 
в 2017 г. температура оказалась на 0,5 °С ниже средней много-
летней, в июне, августе и сентябре среднемесячная температура 
в 2016–2018 гг. также оказалась выше средней многолетней.  
В июле 2017 г. среднемесячная температура была на 1,3 °С ниже 
средней многолетней. 

Анализ количества выпавших осадков по годам и месяцам 
исследований показал, что в апреле – мае 2017–2018 гг., июне 
2016–2017 гг., июле 2016 г., сентябре 2016–2017 гг. количество 
осадков было меньше средней многолетней величины.

Таким образом, складывающиеся метеорологические усло-
вия вегетационного периода оказывали влияние на функциони-
рование агроценозов.

Одним из важных показателей активности биологических 
процессов в почве является соотношение численности микроор-
ганизмов, развивающихся на крахмало-аммиачном агаре (КАА) 
и характеризующих процесс преобразования аммиачного азота, 
к численности микроорганизмов, учтенных посевом на мясо- 
пептонном агаре (МПА) и контролирующих превращение бел-
ковых веществ почвы. Рассчитанный по данной формуле коэф-
фициент минерализации и иммобилизации Мишустина показы-
вает интенсивность разложения легкодоступного вещества и акти
визацию начальной стадии процесса гумусообразования [14]. 
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Анализируя значения коэффициента минерализации и им-
мобилизации Мишустина по фазам развития кукурузы видно, 
что в варианте с «АгроМиком» в фазе 3–5 листьев его значения 
на дерново-подзолистой почве в 6,6 раза, а в фазе молочной спе-
лости в 1,3 раза оказались выше, чем на минерализованном тор-
фянике (рис. 1).

В варианте с «ПолиФунКуром» значение было следующим: 
в фазе 3–5 листьев оно в 1,6 раза, в фазе молочной спелости в 1,1 ра- 

Среднемесячная температура воздуха (оС) и осадков (мм) по данным 
Гомельского областного центра по гидрометеорологии и мониторингу 

окружающей среды, 2016–2018 гг.

Месяц
2016 г. 2017 г. 2018 г.

Среднее  
многолетнее зна-

чение

оС / мм

Апрель 10,0 / 53,3 8,1 / 16,9 11,0 / 19,1 6,6 / 45,0
Май 15,4 / 88,2 13,4 / 31,2 18,4 / 20,6 13,9 / 55,0

Июнь 19,4 / 46,2 17,7 / 43,5 19,2 / 67,6 17,0 / 79,0
Июль 21,2 / 54,6 18,5 / 115,2 20,3 / 186,0 19,8 / 90,0

Август 19,8 / 73,6 20,3 / 57,9 20,9 / 186,0 18,7 / 61,0
Сентябрь 14,0 / 18,4 14,8 / 28,9 16,5 / 68,5 13,0 / 58,0
Апрель – 
Сентябрь – / 334,3 – / 293,6 – / 399,5 – / 388,0

Рис. 1. Коэффициент микробной минерализации  
органического вещества почвы
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за больше в первом опыте, чем во втором. В фазе 6–8 листьев 
значения коэффициента в обоих опытах между собой практиче-
ски мало отличались.

Сравнивая значения коэффициента в варианте с «АгроМиком» 
и «ПолиФунКуром» видно, что в первом опыте в фазе 3–5 листьев 
в варианте с «АгроМиком» в 2,7 раза, а в фазе 6–8 листьев во 
втором опыте в 2,2 раза значение коэффициента оказалось выше, 
чем в варианте с «ПолиФунКуром». В остальных вариантах 
опыта значение коэффициента минерализации было выше в ва-
рианте с внесением «ПолиФунКура»: во втором опыте в фазе 
3–5 листьев – в 1,5 раза; в первом опыте в фазе 6–8 листьев –  
в 1,9 раза; в фазе молочной спелости в первом опыте – в 1,5 раза, 
а во втором опыте – в 1,7 раза.

Таким образом, в варианте с использованием «АгроМика» 
на дерново-подзолистой супесчаной почве в фазе 3–5 листьев  
и в фазе молочной спелости коэффициент минерализации и им-
мобилизации Мишустина оказался выше, что свидетельствова-
ло о преобладании в почве процессов иммобилизации и интен-
сивном использовании азота почвенными микроорганизмами.  
В фазе 6–8 листьев данный показатель был немного ниже еди-
ницы.

На минерализованном торфянике только в фазе 6–8 листьев 
коэффициент Мишустина был гораздо выше единицы, а в осталь
ных – ниже единицы, особенно в фазе 3–5 листьев. В варианте  
с внесением «ПолиФунКура» коэффициенты минерализации  
в фазе 6–8 листьев и в фазе молочной спелости зафиксированы 
выше единицы на обоих вариантах почвы.

Если коэффициент минерализации Мишустина характеризу-
ет начальный этап процесса превращения органического веще-
ства, то индекс педотрофности Никитина показывает степень 
развития микроорганизмов, как относящихся к автохтонной 
экологической нише (коренному микробонаселению), так и уча-
ствующих в новообразовании гумусовых соединений [2, 13, 14].

Рассматривая значение коэффициента педотрофности Ники-
тина видно, что в первом опыте в варианте с «АгроМиком»  
в фазе 3–5 листьев он в 6,4 раза, в фазе 6–8 листьев в 2,5 раза  
и в фазе молочной спелости в 1,2 раза был выше, чем во втором 
опыте (рис. 2).
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В варианте с «ПолиФунКуром» отмечались следующие зна-
чения: в фазе 3–5 листьев в первом опыте в 3,8 раза, в фазе  
6–8 листьев в 2,1 раза, в фазе молочной спелости в 1,1 раза выше, 
чем во втором опыте.

Сравнивая величины коэффициента педотрофности Ники-
тина видно, что только в фазе 3–5 листьев он был выше в вари-
анте с «АгроМиком», тогда как в остальных фазах развития он 
был большим в варианте с применением «ПолиФунКура». Так,  
в фазе 3–5 листьев во втором опыте в 1,4 раза; в фазе 6–8 в пер-
вом опыте в 1,5 раза, а во втором опыте – в 1,8 раза; в фазе  
молочной спелости в первом опыте в 2,8 раза, а во втором –  
в 3,1 раза больше.

Итак, коэффициент педотрофности Никитина в варианте  
с «АгроМиком» на дерново-подзолистой супесчаной почве воз-
растал от фазы 3–5 листьев к фазе молочной спелости. Анало-
гичная ситуация отмечена и в варианте на минерализованном 
торфянике.

В варианте с «ПолиФунКуром» на минеральной почве и на 
минерализованном торфянике также видно, что коэффициент 
педотрофности увеличивался от фазы 3–5 листьев к фазе молоч-
ной спелости. Все это указывает на то, что содержание в почве 
подвижных органических веществ находится на определенном, 
относительно невысоком уровне на протяжении вегетационного 
периода и возрастает к фазе молочной спелости.

Рис. 2. Коэффициент педотрофности органического вещества почвы
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Повышение индекса педотрофности к фазе молочной спело-
сти показывает высокую степень сродства неспецифической ор-
ганической части почвы к искомому почвенному веществу – гу-
мусу. Можно отметить, что после окончания периода вегетации 
в опыте агроценоз был приближен к естественным ценозам  
и обладал большой устойчивостью к негативным воздействиям 
со стороны антропогенного вмешательства.

Анализируя значения индекса олиготрофности Аристовской, 
можно отметить, что в первом опыте в варианте с «АгроМиком» 
в фазе 3–5 листьев индекс был в 1,4 раза, а в фазе 6–8 листьев  
в 5,8 раза ниже, чем во втором опыте. В фазе молочной спело-
сти, наоборот, отмечалось увеличение индекса олиготрофности 
в 5,4 раза в первом опыте (рис. 3).

Рис. 3. Индекс олиготрофности органического вещества почвы

В варианте с «ПолиФунКуром» отмечалась следующая кар-
тина. В фазе 3–5 листьев в первом опыте индекс олиготрофности 
в 39,3 раза был выше, чем во втором опыте. В фазе 6–8 листьев он 
уже стал выше в 1,6 раза во втором опыте; в фазе молочной спе-
лости индекс был в 1,4 раза больше в первом опыте.

Сравнивая варианты опыта с внесением «АгроМика» и «По-
лиФунКура», видно, что индекс олиготрофности в первом опы-
те в фазе 3–5 листьев в 16,7 раза, в фазе 6–8 листьев в 2,9 раза  
и в фазе молочной спелости во втором опыте в 2,6 раза больше  
в варианте с «ПолиФунКуром», чем с «АгроМиком».
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В варианте с «АгроМиком» индекс олиготрофности превы-
шал вариант с «ПолиФунКуром» в фазе 3–5 листьев во втором 
опыте в 1,2 раза и в первом опыте в фазе молочной спелости  
в 1,4 раза.

В варианте с «АгроМиком» на дерново-подзолистой супес-
чаной почве индекс олиготрофности постепенно увеличивался 
от фазы 3–5 листьев к фазе молочной спелости, где процессы 
деструкции органического вещества были выше, чем в фазе 3–5 
листьев. На минерализованном торфянике индекс олиготроф-
ности наибольшее значение имел в фазе 6–8 листьев, а в фазе 
молочной спелости процессы деструкции замедлились. На дан-
ном типе почв замедление деструкции отмечалось к концу пе-
риода вегетации и, соответственно, происходил переход в более 
устойчивое состояние, стремящееся к состоянию климаксной 
системы.

В варианте с «ПолиФунКуром» на минеральной почве в фазе 
3–5 листьев наблюдался наибольший индекс олиготрофности,  
а в фазе 6–8 листьев он уменьшился, в фазе молочной спелости 
снова несколько увеличился. Таким образом, заметно волнообраз
ное колебание индекса данной экологической ниши.

На мелкозалежном минерализованном торфянике также на-
блюдается волнообразное колебание индекса олиготрофности  
с пиком в фазе 6–8 листьев.

Заключение. В варианте с использованием «АгроМика» на 
дерново-подзолистой супесчаной почве в фазах 3–5 листьев  
и молочной спелости коэффициент минерализации и иммобили-
зации Мишустина оказался выше единицы, что свидетельство-
вало о преобладании в почве процессов иммобилизации и ин-
тенсивном использовании азота почвенными микроорганизма-
ми. В фазе 6–8 листьев данный показатель был немного ниже 
единицы. На минерализованном торфянике, наоборот, в фазе 
6–8 листьев коэффициент Мишустина был гораздо выше, а в фа- 
зах 3–5 листьев и молочной спелости ниже единицы. 

В варианте с внесением «ПолиФунКура» коэффициент ми-
нерализации в фазах 6–8 листьев и молочной спелости зафикси-
рован выше единицы на обоих типах почв.
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Коэффициент педотрофности Никитина в варианте с «Агро-
Миком» как на дерново-подзолистой супесчаной почве, так и на 
минерализованном торфянике возрастал от фазы 3–5 листьев  
к фазе молочной спелости. В варианте с «ПолиФунКуром» как 
на минеральной почве, так и на минерализованном торфянике 
коэффициент педотрофности увеличивался от фазы 3–5 листьев 
к фазе молочной спелости. Это свидетельствует о том, что со-
держание в почве подвижных органических веществ находится 
на относительно невысоком уровне на протяжении вегетацион-
ного периода и возрастает к фазе молочной спелости, что пока-
зывает высокую степень сродства неспецифической органиче-
ской части почвы к искомому почвенному веществу – гумусу.

В варианте с «АгроМиком» на дерново-подзолистой супес-
чаной почве индекс олиготрофности постепенно увеличивался 
от фазы 3–5 листьев к фазе молочной спелости. На минерали- 
зованном торфянике наибольшим индекс оказался в фазе 6–8 
листьев, а в фазе молочной спелости процессы деструкции за-
медлились. 

В варианте с «ПолиФунКуром» на минеральной почве отме-
чается волнообразное колебание численности индекса. Наиболь
шее значение наблюдается в фазе 3–5 листьев, в фазе 6–8 листьев 
уменьшается, а в фазе молочной спелости снова увеличивается. 
На минерализованном торфянике также наблюдается волнообраз-
ное колебание индекса олиготрофности с пиком в фазе 6–8 листьев.
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The mineralization and immobilization factor of Myshustin on sod-podzolic 
sandy soil has the greatest value in the phase of 3–5 leaves, in mineral peat in the 
phase of 6–8 leaves and in the phase of milky ripeness. The maximum amount 
allocated in the phase of milky ripeness is 6–8 leaves and in the phase of milky 
ripeness. Depending on the value of Nikitin’s pedotrophic coefficient, as in the case 
of “PolyFunKur”, it has the same degree of milky courage. The maximum oligotro
phic index in the mineral soil is in the phase of milky ripeness, and in mineralized 
peat in the phase of 6–8 leaves; in accordance with the mineral soil and fine-grained 
shell in the phase of 6 – 8 leaves.
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ОЦЕНКА СТАБИЛЬНОСТИ мИКРОБНОГО СОСТАВА 
ЖИДКОЙ ФОРМЫ КОРМОВОЙ ДОБАВКИ  

«ПОЛИЭКТ» ПРИ ХРАНЕНИИ 

С. А. КУЛИШ, И. О. ТАМКОВИЧ, Е. Ю. УЛАСЕНЬ,  
Л. И. САПУНОВА, Е. А. ШЛЯХОТКО

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
enzyme@mbio.bas-net.by, microbio@mbio.bas-net.by

Подобраны условия получения жидкой кормовой добавки «Полиэкт», ко-
торые обеспечивают стабильность качественного и количественного состава 
ее микрофлоры, представленной консорциумом дрожжей Cryptococcus flaves
cens 1-АЛ-3 и Rhodotorula sp. ФПСК-17, при температуре ≤ 10 ± 2 °С не менее 
3 мес. 

Введение. Эффективное использование биопрепаратов, ос-
нову которых составляют живые (активные) клетки микроорга-
низмов, ограничивается длительностью сохранения их жизне-
способности и физиологической активности. Поэтому важной 
задачей, стоящей перед разработчиками и производителями ми-
кробиологической продукции, особенно ее жидкой товарной 
формы, является обеспечение потребительских качеств при 
длительном хранении [1–4]. Прежде всего это касается препара-
тов поливалентного действия на основе композиций различных 
микроорганизмов и их биологически активных метаболитов. 
Стабильность свойств и, как следствие, гарантированный ре-
зультат действия таких продуктов достигается при условии ин-
дивидуального комплементарного подбора и физиологической 
совместимости составляющих их компонентов [5].

Создание и применение кормовых добавок, содержащих жи-
вые культуры дрожжей и их метаболиты, позволяет комплексно 
решать многие проблемы животноводства, в том числе связан-
ные с физическим и репродуктивным здоровьем поголовья; по-
вышением конверсии корма; увеличением сохранности и про-
дуктивности животных; улучшением качества продукции и др. 
[6–13]. В последнее время все более широкое применение нахо-
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дят кормовые добавки комплексного действия, которые помимо 
живых дрожжей содержат различные виды пробиотической ми-
крофлоры, а также биологически активные соединения. В осно-
ве получения таких кормовых добавок лежит, как правило, про-
стое смешивание микробных культур и других ингредиентов 
или (редко) совместное культивирование нескольких микроор-
ганизмов-продуцентов олиго- и полисахаридов, ферментов, ви-
таминов, органических кислот и других метаболитов.

Ранее нами создана технология и освоено производство жид-
кой и сухой формы кормовой добавки «КриптоЛайф®» пребио-
тического действия, включающей живую культуру дрожжевого 
гриба Cryptococcus flavesces  1 – продуцента β-галактозидазы, 
олиго- и полисахаридов [14]. В настоящее время завершается 
разработка кормового продукта комплексного действия «Поли-
экт», в основе получения которого лежит совместное культиви-
рование дрожжей родов Cryptococcus и Rhodotorula.

Цель настоящего исследования – оценка стабильности ми-
кробного состава жидкой формы кормовой добавки «Полиэкт», 
содержащей консорциум дрожжей C. flavescens 1-АЛ-3 и Rhodoto
rula sp. ФПСК-17.

Объекты и методы исследования. Для получения кормо-
вой добавки использовали дрожжи Cryptococcus flavescens 1-АЛ-
3 (С. flavescens) и Rhodotorula sp. ФПСК-17 (Rhodotorula sp.), де-
понированные в Белорусской коллекции непатогенных микро-
организмов под акронимами БИМ  Y-307  Д и БИМ  Y-306  Д 
соответственно.

Культуру дрожжей C. flavescens поддерживали при 26 ± 2 °С 
на пептонно-дрожжевом агаре (в %: пептон – 1,0; дрожжевой 
экстракт – 0,5; лактоза – 10,0; NaCl – 0,5; агар-агар – 2,0), Rhodo
torula sp. – на сусло-агаре (в %: пивное сусло (5 °Б) – 98,0; агар- 
агар – 2,0). Величина исходного значения pH 7,2–7,4.

Опытные образцы кормовой добавки получали путем со-
вместного глубинного культивирования дрожжей C.  flavescens  
и Rhodotorula sp. в жидкой среде в колбах Эрленмейера объемом 
2000  мл на качалке (180–200  об/мин) при 25–27  °С в течение 
48–54 ч. 

Питательная среда для совместного культивирования C. fla
vescens и Rhodotorula sp. содержала водопроводную воду и источ
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ник углеводного питания – сухое обезжиренное молоко (8  %), 
сухую молочную сыворотку (5 %) или смесь молока и молочной 
сыворотки (4 + 2,5 %). Исходная величина активной кислотно-
сти среды составляла рН 6,4–6,6. 

В качестве посевного материала использовали 6 об.% (ОП600 =  
0,2 ± 0,02) суспензии дрожжевых культур C. flavescens (5 об.%)  
и Rhodotorula sp. (1 об.%), выращенных при 25–27 °С в течение 
24 ч в жидкой питательной среде, содержащей (в  %): молочную 
сыворотку – 2,0; MgSO4 × 7H2O – 0,1; K2HPO4 – 0,15; KH2PO4 – 
0,15; исходный рН 6,4–6,6. Источниками дополнительного азот-
ного питания служили (в  %): пептон – 1,0; мочевина – 0,5; 
NH4NO3 – 0,5 или (NH)2SO4 – 0,5.

Количество жизнеспособных дрожжевых грибов C.  flaves
cens и Rhodotorula sp. в образцах кормовой добавки «Полиэкт», 
полученных в различных условиях и хранящихся без консер-
ванта при 10 ± 2 °С в течение 1; 2 и 3 мес., определяли на среде 
Сабуро (в %: глюкоза – 4,0; пептон – 1,0; агар-агар – 2,0) соглас-
но стандарту [15]. 

Титр клеток каждой из дрожжевых культур в составе кормо-
вой добавки рассчитывали по формуле: 

КОЕ = ΣС / V1,1d, 

где ΣС – сумма колоний на чашках Петри в двух последователь-
ных разведениях при условии, что на одной из них число коло-
ний составляет не менее 10; V – объем суспензии кормовой до-
бавки, взятый для посева на чашку, мл; d – коэффициент разбав-
ления, соответствующий первому учитываемому разбавлению. 
Полученный результат представляли числом колониеобразующих 
единиц (КОЕ) или числом колоний в десятичных логарифмах 
КОЕ, содержащихся в 1 мл продукта (КОЕ/мл или lg, КОЕ/мл).

Величину рН питательных сред и кормовой добавки контро-
лировали потенциометрически. 

Приведенные результаты представлены средним значением 
данных 1–2 опытов, выполненных в трех повторностях. 

Результаты и их обсуждение. Дрожжи C. flavescens и Rho
dotorula sp. при совместном культивировании в средах с лакто-
зой продуцируют внеклеточные полисахариды гепатопротектор
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ного действия, а также комплекс ферментов, участвующих в рас- 
щеплении природных полимеров [16, 17]. Полноценной заменой 
лактозы в биотехнологиях, основанных на культивировании ми-
кроорганизмов, является молочная сыворотка, ежегодное произ-
водство которой в Беларуси составляет около 2,3 млн т [18]. 

Согласно приведенным в таблице данным, использование 
молочной сыворотки в составе питательных сред как для приго-
товления посевного материала, так и для совместного культивиро
вания дрожжей позволяет получить высокий выход жизнеспособ
ных клеток C. flavescens и Rhodotorula sp. – 3,5 × 108 и 3,9 × 107 КОЕ/мл 
соответственно. В то же время рост C.  flavescens усиливается  
в средах на основе молока (3,8 × 109 КОЕ/мл) или его смеси с мо-
лочной сывороткой (8,7 × 108 КОЕ/мл), а Rhodotorula sp. – дости-
гает только 2,8 × 105 и 5,9 × 106 КОЕ/мл соответственно.

Жизнеспособность консорциума C. flavescens и Rhodotorula sp., 
полученного в средах с различными источниками углеродного питания

Дли-
тель-
ность 
хране-
ния,  
мес.

Титр клеток, КОЕ/мл
C. flavescens Rhodotorula sp.

при совместном культивировании в средах на основе: 
молоч-
ной сы-
воротки

молоч-
ной сы-
воротки 
+ молока

молока молоч-
ной сы-
воротки

молоч-
ной сы-
воротки 
+ молока

молока

0 3,5 × 108 8,7 × 108 3,8 × 109 3,9 × 107 5,9 × 106 2,8 × 105

1 6,2 × 105 4,0 × 107 4,5 × 108 3,0 × 106 7,2 × 105 1,2 × 104

Во всех вариантах опыта уже через 1  мес. экспозиции при 
10 ± 2 °С титр обеих дрожжевых культур в составе консорциума 
уменьшается на порядок от исходного показателя. Исключение 
составляет снижение более чем на два порядка (до 6,2 × 105 КОЕ/мл) 
клеток C. flavescens, выращенных в среде с молочной сыворот-
кой. При этом изменяется и морфология колоний дрожжевого 
гриба: они становятся неправильной формы с неровным краем. 

Возможно, использование в качестве единственного источ-
ника питания и энергии молочной сыворотки, в которой содер-
жится в среднем 10–11  % белка, не обеспечивает потребности 
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исследуемых дрожжевых культур в азотном питании. Поэтому  
в дальнейших исследованиях для совместного культивирования  
C. flavescens и Rhodotorula sp. использовали среду, содержащую 
смесь молочной сыворотки и сухого молока, а для приготовле-
ния посевного материала – сыворотку с добавлением пептона, 
мочевины, NH4NO3 или (NH4)2SO4.

Согласно представленным на рис.  1 данным, введение до-
полнительных источников азота в состав сывороточной среды 
для приготовления инокулюма положительно влияет на вы- 
ход клеток Rhodotorula sp. Испытанные как минеральные, так  
и органические азотсодержащие вещества повышают их титр  
с 1,9 × 106 до (6,2–21,0) × 108 КОЕ/мл.

ложительно влияет на выход клеток Rhodotorula sp. Испытанные как минераль-

ные, так и органические азотсодержащие вещества повышают их титр с 1,9·106 до 

(6,2–21,0)·108 КОЕ/мл. 
 

 
 

Рис. 1. Влияние источников азота в среде для приготовления инокулюма  
на выход жизнеспособных клеток c. flavescens и Rhodotorula sp. 
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Рис. 1. Влияние источников азота в среде для приготовления инокулюма  
на выход жизнеспособных клеток C. flavescens и Rhodotorula sp.

Наибольший эффект на рост C. flavescens оказывают только 
минеральные источники азота – NH4NO3 и (NH4)2SO4: по сравне-
нию с контролем количество жизнеспособных дрожжевых кле-
ток возрастает с 1,9 × 107 до (8,2–15,0) × 108  КОЕ/мл. В мень- 
шей мере стимулирует рост культуры добавление пептона  
(1,9 × 107 КОЕ/мл), а мочевина ингибирует процесс (8,0 × 106 КОЕ/мл). 

Максимальный титр клеток обеих культур (Rhodotorula sp. – 
(6,2–8,8) × 108 КОЕ/мл, C. flavescens – (8,2–15,0) × 108 КОЕ/мл) до-
стигается при введении в питательную среду для получения ино
кулюма источников неорганического азота – NH4NO3, (NH4)2SO4.

С использованием инокулюма, приготовленного в средах  
с молочной сывороткой и пептоном, NH4NO3, (NH4)2SO4 нарабо-

NH4NO3   (NH4)2SO4

  l
g,
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таны, охарактеризованы и заложены на хранение при 10 ± 2  °С 
экспериментальные образцы кормовой добавки «Полиэкт». Ре-
зультаты оценки стабильности их микробного состава представ-
лены на рис. 2. 

 
Источник азота в среде для получения инокулюма: а – пептон, б – NH4NO3, в – (NH4)2SO4 

Рис. 2.  Жизнеспособность консорциума c. flavescens и Rhodotorula sp. при хранении  
в зависимости от посевного материала  
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порядка, однако в течение следующих 2 мес остается неизменным.  

Снижение жизнеспособности c. flavescens происходит постепенно и менее 

заметно, чем у Rhodotorula sp. По сравнению с контрольным показателем количе-
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Рис. 2.  Жизнеспособность консорциума C. flavescens и Rhodotorula sp.  
при хранении в зависимости от посевного материала.  Источник азота в среде 

для получения инокулюма: а – пептон; б – NH4NO3; в – (NH4)2SO4
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Как видно, в составе консорциума количество живых клеток 
обеих дрожжевых культур снижается независимо от условий по-
лучения посевного материала. В случае Rhodotorula sp. титр 
клеток уже через 1 мес. уменьшается более, чем на два порядка, 
однако в течение следующих 2 мес. остается неизменным. 

Снижение жизнеспособности C.  flavescens происходит по-
степенно и менее заметно, чем у Rhodotorula sp. По сравнению  
с контрольным показателем количество живых клеток C. flaves
cens через 3 мес. хранения сокращается в 55–60 раз при введе-
нии NH4NO3 и (NH4)2SO4 в среду для приготовления инокулюма, 
всего в 10 раз – при добавлении пептона. 

Таким образом, пептон обеспечивает максимальный уровень 
сохранения жизнеспособности одновременно обеих культур 
консорциума (C. flavescens – 1,6 × 107 КОЕ/мл, Rhodotorula sp. – 
3,5 × 106 КОЕ/мл) по истечении 3 мес. экспозиции. При этом во всех 
вариантах опыта кормовой продукт в отсутствии консервантов 
не подвергается контаминации посторонней микрофлорой. 

Заключение. Показана возможность использования молоч-
ной сыворотки для получения кормовой добавки «Полиэкт», со-
держащей консорциум живых дрожжей C. flavescens и Rhodo- 
torula sp. Подобраны составы питательных сред для приготовле-
ния инокулюма и глубинного культивирования дрожжевых 
культур. Получены экспериментальные образцы кормового про-
дукта без применения консервантов. Установлено сохранение 
жизнеспособности C. flavescens и Rhodotorula sp. в составе жид-
кой кормовой добавки при ≤ 10 ± 2 °С не менее 3 мес. при отсут-
ствии контаминации посторонней микрофлорой. Для повышения 
гарантированного срока годности кормового продукта планиру-
ется подбор стабилизаторов и получение его сухой товарной 
формы.
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МИКРОБНАЯ КОНТАМИНАЦИЯ ПРОРОСТКОВ, 
СПОСОБЫ ВЫЯВЛЕНИЯ, ИДЕНТИФИКАЦИИ  

И ОБЕЗВРЕЖИВАНИЯ ПАТОГЕННОЙ МИКРОФЛОРЫ
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Представлены данные литературы, касающейся производства пророщен-
ных семян сельскохозяйственных растений и обеспечения их микробиоло- 
гической безопасности. Рассмотрены источники микробного загрязнения 
проростков, современные методы обнаружения и идентификации патогенов, 
а также способы их обезвреживания. 

Проростки в рационе человека. Дефицит в рационе совре-
менного человека ценных биологически активных нутриентов  
и пищевых волокон как следствие глубокой переработки (рафи-
нирования) растительного сырья частично компенсируется упо-
треблением пророщенного зерна злаковых и бобовых культур. 
Установлено, что полисахариды, белки и липиды зерна в про-
цессе проращивания трансформируются в простые углеводы, 
аминокислоты, органические кислоты и другие низкомолеку-
лярные соединения [1, 2]. При этом содержание в пророщенном 
зерне антипитательных и трудноперевариваемых веществ сни-
жается [3], а вторичных биологически активных метаболитов 
увеличивается [3–5]. Следовательно, проращивание семян мо-
жет рассматриваться как безотходный экологически безопасный 
способ приготовления продуктов питания с улучшенными пи-
тательными, функциональными и сенсорными (вкус, текстура, 
запах) характеристиками. 

У народов восточноазиатского региона пророщенное зерно  
в натуральном или, реже, подвергнутом кулинарной обработке 
виде традиционно является важной составляющей ежедневного 
рациона, тогда как у жителей западных регионов – продуктами, 
спорадически употребляемыми c оздоровительной целью [6, 7]. 
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Производство проростков. В настоящее время в промыш-
ленно значимых масштабах реализуется производство пророст-
ков зернобобовых и масличных культур, из которых наиболее 
востребованными являются проростки бобов мунг (маш). Тем 
не менее и их доля в глобальном рынке семян, достигающем  
22 трлн долл., составляет всего 100 млн долл. (< 0,5  %), хотя на 
проращивание расходуется около 75 % урожая [6, 7].

Следует отметить, что предпочтения потребителей и вслед 
за ними ассортимент растений, пророщенные семена которых 
находят свое место в структуре питания человека благодаря но-
вым вкусовым и функциональным свойствам, меняются (табл. 1). 
Так, в Канаде и Австралии, а также в Азии преимущественно 
потребляют пророщенные бобы мунг (маш). В странах ЕС пред-
почтение отдают проросткам маш, люцерны, редиса, гороха, 
подсолнечника или их смесям, в США – проросткам люцерны, 
адзуки, гречки, капусты, клевера, кресс-салата, брокколи, реди-
са, кунжута, фасоли, лука [6].

Т а б л и ц а  1.  Растения, семена которых используют  
для проращивания

Таксономическая принадлежность растений 
(семейство) Тривиальное название растений

Бобовые (Fabaceae) Люцерна, клевер, пажитник, чечевица, 
нут, маш (бобы мунга), соя

Злаковые (Gramineae) Овес, пшеница, кукуруза, рис, ячмень, 
рожь, камут, гречка

Масличные культуры (Pedaliaceae, 
Asteraceae, Rosaceae, Betulaceae, 
Fabaceae, Linaceae)

Кунжут, подсолнечник, миндаль,  
лесной орех, лен, арахис

Капустные (Brassicaceae) Брокколи, капуста, кресс-салат,  
горчица, мизуна, редис, дайкон

Зонтичные (Apiaceae) Сельдерей, морковь, петрушка, укроп
Амариллисовые (Amaryllidaceae) Черемша, лук-порей, зеленый лук
Другие  
(Asteraceae, Amaranthaceae, 
Schisandraceae)

Салат, шпинат, лимонник

Технология производства проростков включает оценку каче-
ства семян, их промывку, обеззараживание, гидратацию и про-
ращивание [8]. Готовый продукт собирают, промывают (при не-
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обходимости), упаковывают, охлаждают и отправляют потреби-
телю. Критическим фактором, определяющим потребительские 
свойства, объемы производства и географию поставок пророст-
ков, является температура: срок годности продукта, оставленно-
го при 20  °C в течение 30  мин, уменьшается вдвое. Поэтому,  
в западных регионах производством проростков заняты мелкие 
и средние предприятия, обслуживающие местных потребите-
лей, а крупные производители, поставляющие на рынок более 
100  т пророщенных семян в день, сосредоточены на Востоке,  
в частности, в Китае [6].

Микробная контаминация семян и проростков. Семена,  
в зависимости от вида растений и длительности вегетационного 
периода их созревания, условий производства, хранения и до-
ставки, в различной степени инфицированы микрофлорой. В ус-
ловиях проращивания (высокая влажность, благоприятная тем-
пература, наличие легкодоступных питательных веществ) уро-
вень контаминации семян еще более возрастает. Например, 
чрезмерное развитие грибов родов Aspergillus, Mucor, Penicilli-
um, Rhizopus, Geotrichum сопровождается плесневением семян  
и продуктов их переработки [9]. Более серьезные последствия, 
приводящие к различным заболеваниям, имеет заражение семян 
патогенной микрофлорой. Наиболее часто вспышки эпидемий 
среди людей, употребляющих в пищу пророщенные семена, вы-
званы образующими Шига-токсин Escherichia coli или бактериями 
рода Salmonella [10]. Периодически фиксируются также заболе-
вания, обусловленные развитием Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus, Aeromonas hydrophilia. Случаев, связанных с заражением 
людей Listeria monocytogenes, не описано, хотя патоген периоди-
чески обнаруживают в проростках семян из розничной торгов- 
ли [11]. 

Всего, начиная с 70-х годов ХХ в., официально было зареги-
стрировано более 40  вспышек заболеваний, вызванных потре-
блением проростков. Наиболее масштабный характер имели эпи
демии, обусловленные сальмонеллой (Salmonella saintpaul – США, 
2009 г., 235 случаев; S. enteritidis – Канада, 2005 г., 648 случаев), 
Escherichia coli O104:H4 (Германия, Франция, 2011 г., 3855 слу-
чаев) и E. coli O157:H7 (Япония, 1996 г., 6000 случаев) [12]. 
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Следовательно, обнаружение и определение количества па-
тогенов является важной частью интегрированной программы 
обеспечения безопасности пищевых продуктов на всех этапах 
их производства. Микробиологический анализ также важен для 
оценки соответствия продукции установленным критериям  
и, при необходимости, для принятия защитных мер. 

Современные методы обнаружения микроорганизмов в пи
щевых продуктах основаны на визуальных, биохимических, им-
мунологических или генетических подходах.

Традиционные методы обнаружения микроорганизмов пре- 
дусматривают внесение исследуемых образцов в питательную 
среду, благоприятную для размножения микробных клеток, что 
позволяет визуально контролировать их рост. Культуральные 
методы просты, практичны и недороги, однако они малочув-
ствительны, трудоемки (накопление, селекция, идентификация) 
и для получения результата требуют достаточно длительного 
периода времени. Исследуемые образцы обычно долго не хра-
нятся, что ограничивает использование многих традиционных 
методов, обуславливает поиск альтернативных, более эффектив-
ных, менее трудоемких и, если возможно, автоматизированных 
систем обнаружения микрофлоры [13–16].

Несмотря на важность микробиологического анализа, име-
ется ряд факторов, ограничивающих его использование и влия-
ющих на неопределенность результатов. К таким факторам сле-
дует отнести субъективный выбор критериев и способов реали-
зации метода, включая варьирование плана отбора проб, 
алгоритма постановки эксперимента, условий проведения ана-
лиза [15]. Поэтому микробиологический анализ пищевых про-
дуктов все еще остается проблемой из-за сложности структуры 
и состава пищевой матрицы; неравномерного распределения  
в ней малого количества патогена; наличия нормальной для ор-
ганизма человека микрофлоры; воздействия стресса на микро-
организмы в процессе производства продуктов [14].

Главным препятствием для эффективного отбора проб и внед
рения быстрых методов тестирования является сложность пи-
щевых матриц [14]. Как правило, в пищевых продуктах присут-
ствует небольшое количество патогенов, что требует проведе-
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ния продолжительных процедур по их накоплению. Данный 
процесс ограничивает скорость проведения анализа, однако по-
зволяет дифференцировать жизнеспособные и нежизнеспособ-
ные микробные клетки [17,  18]. Поэтому накопительный этап 
трудно, а в ряде случаев невозможно исключить из процедуры 
обнаружения микроорганизмов.

Проблема небольшой концентрации микробных клеток в ана
лизируемых образцах решается также путем их отделения и кон-
центрирования. Для этого разработано несколько стратегий, ос-
нованных на использовании иммунологических, физических  
и химических методов [19, 20]. В случае жидких пищевых про-
дуктов концентрирование легко достигается путем фильтрации 
и ультрафильтрации, что, однако, не позволяет селективно отде-
лить патогенные микроорганизмы от смешанной популяции.

Для микробиологических исследований твердых пищевых 
продуктов используют, в основном, иммуномагнитное разделе-
ние и концентрацию микрофлоры [21]. Суть данной технологии 
состоит в том, что суперпарамагнитные частицы (полистироль-
ные шарики), покрытые оксидом железа и антителами, специфи-
чески захватывают интактные клетки из суспензии микроорга-
низмов, выросших в селективных средах [22]. Применение маг-
нитного поля, удерживающего прикрепленные к магнитным 
частицам клетки, не позволяет выделить чистую микробную 
культуру. Поэтому для обнаружения и идентификации конкрет-
ных микроорганизмов метод иммуномагнитного разделения  
и его модификации, например, связанные с рециркуляцией ис-
следуемого образца [23], сочетают с другими тестами [14]. Ос-
новной недостаток метода – его чувствительность к ингибиторам 
и интерференция отдельных компонентов пищевых продуктов, 
часто необходимость выполнения процедуры концентрирования.

Обычно при проведении официальных контрольных меро-
приятий в качестве референтных используют стандартные ме-
тоды. Они предусматривают выращивание микроорганизмов на 
плотных или жидких селективных средах, которые, с одной сто-
роны, обеспечивают рост целевых микробных культур, их выде-
ление и подсчет числа, с другой – подавляют размножение со-
путствующей микрофлоры [16]. Методы качественного анализа 
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используют исключительно для обнаружения микрофлоры. Ти-
пичные колонии целевого микроорганизма выявляют на селек-
тивной среде, а его таксономическую принадлежность уточня-
ют биохимическими и серологическими методами [15].

Количественный учет микроорганизмов обычно проводят 
чашечным методом на поверхности агаризованной среды или 
методом наиболее вероятного числа в жидкой питательной сре-
де [24]. Последний более чувствительный, но менее точный  
и более трудоемкий, чем чашечный [25].

Для определения патогенов разработано множество методов 
и алгоритмов их применения, которые постоянно модифициру-
ются и адаптируются. Отдельные из них как более быстрые  
и точные по сравнению с существующими стандартами, осно-
ванными на культивировании микроорганизмов, рассматрива-
ются как референтные. Так, для обнаружения и учета видов  
и даже штаммов бактерий предложены флуоро- и хромогенные 
питательные среды. В дополнение к ним разработаны протоко-
лы культивирования, позволяющие быстро идентифицировать 
колонии целевой микрофлоры, автоматизированные системы, 
сокращающие трудоемкую рутинную работу (приготовление 
сред, выполнение разведений, подсчет колоний) [6, 26]. 

Широкое применение для выявления и идентификации па-
тогенов в настоящее время находят биосенсорные технологии 
(биолюминесценция, импеданс, цитометрия и др.). Биосенсор со
стоит из биорецептора, который распознает целевой микроорга-
низм, и трансдуктора, преобразующего взаимодействие «бакте-
рия – биорептор» в электрический сигнал [27]. 

Синтез бактериями метаболитов, обладающих электриче-
ским зарядом, приводит к изменению импеданса (сопротивле-
ния) культуральной среды, пропорциональному увеличению ко-
личества микробных клеток, что регистрируется приборами 
[16, 28]. Систему можно компьютеризировать, обеспечив мони-
торинг многих образцов одновременно. Методы, основанные на 
измерении импеданса, используют и для количественной оцен-
ки, и для качественного обнаружения любых микроорганизмов 
или специфических патогенов [29].
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Биолюминесцентный экспресс-метод определения числа ми-
кроорганизмов подразумевает измерение эмиссии света, возни-
кающей в результате ферментативной реакции между люцифе-
рином и люциферазой в присутствии АТФ. Величина светового 
потока пропорциональна количеству АТФ и, следовательно, чис-
ленности микроорганизмов в образце [30]. Недостаточно высо-
кая специфичность метода преодолевается путем его дополнения 
этапом иммуномагнитного захвата бактерий-мишеней, которые 
затем обнаруживают биолюминесценцией [31] или использова-
нием для лизиса клеток видоспецифичных бактериофагов, что 
ведет к дополнительному выделению АТФ [32].

Прямая эпифлуоресцентная фильтрация – микроскопический 
метод подсчета количества жизнеспособных клеток, основан-
ный на их связывании с флуорохромом акридином оранжевым. 
Образцы, обработанные детергентами и протеазами, фильтруют 
через поликарбонатные мембраны. Осажденные на фильтре  
и окрашенные клетки исследуют под эпифлуоресцентным ми-
кроскопом, часто в полуавтоматическом режиме с подключени-
ем аналитической системы [33]. Технология трудоемка и мало-
производительна, однако применима для подсчета микроорга-
низмов, локализованных на нефильтруемом матриксе.

Проточная цитометрия – это метод регистрации оптических 
параметров клеток, находящихся в потоке, по сигналам свето-
рассеяния и / или флуоресценции в режиме поштучного анали-
за. Для оценки жизнеспособности и метаболического состояния 
микроорганизмов используют флуоресцентные красители [34], 
для фокусировки клеток в потоке жидкости – гидродинами- 
ческое или акустическое фокусирование. Методика быстрая,  
автоматизированная и потенциально очень специфическая,  
однако чувствительность ее низкая. В настоящее время разраба-
тываются методы проточной цитометрии для жидких продук-
тов [35].

Твердофазная цитометрия – это метод, объединяющий под-
ходы проточной цитометрии и эпифлуоресцентной микроско-
пии [36]. Микроорганизмы, собранные путем фильтрации на 
мембранном фильтре, маркируют чувствительными к аргоновому 
лазеру флуоресцентными красителями и визуально исследуют 
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через эпифлуоресцентный микроскоп со сканирующим устрой
ством. Методика позволяет оценить физиологическое состояние 
микрофлоры. 

Иммунологические реакции лежат в основе или являются 
частью многих методов исследования микроорганизмов, позво-
ляющих быстро определять комплексы «антиген – антитело»  
и визуализировать их в случае, если антитело помечено флуо-
ресцентным реагентом или ферментом. Для выполнения анали-
за используют устройства, которые представляют собой градуи-
рованную палочку из пористого материала – окрашенных ла-
тексных шариков или коллоидных частиц золота, покрытых 
детектирующими конкретный микроорганизм антителами. Це-
левой организм связывается с окрашенными частицами, и конъ-
югированные клетки / частицы передвигаются по капиллярам, 
пока не достигнут иммобилизованных антител. В результате 
связывания образуется окрашенная полоска, указывающая на 
позитивный результат. Методика простая, быстро выполняется, 
результаты легко интерпретируются, что обуславливает нали-
чие на рынке множества ее модификаций [16].

Ферментсвязанный иммуносорбентный тест – высокочув-
ствительный метод определения микроорганизмов на основе 
комбинирования иммунной и ферментативной реакции, своего 
рода «сэндвич»-определение специфических антигенов в слож-
ной смеси. Первое антитело, связанное с твердой матрицей, 
предназначено для захвата антигена из обогащенной микроор-
ганизмами среды, а второе антитело, связанное с ферментом, ис-
пользуется непосредственно для детекции. Фермент участвует  
в образовании продукта, обнаруживаемого по изменению цвета 
или, в случае ферментсвязанного флуоресцентного анализа, 
флуоресценции. Метод позволяет с использованием спектрофо-
томерии проводить косвенные измерения антигена, присутству-
ющего в образце [16, 37]. Для повышения качества анализа пред-
лагается использовать рекомбинантные белки бактериофагов 
или специально созданные моноклональные антитела, специ-
фичные к определенным патогенам. Сокращение времени ана-
лиза обеспечивают автоматизированные и роботизированные 
средства измерения, например, ИФА. 

Вместо антител в сенсорах для избирательного захвата пато-
генов из смеси культур предложены аптамеры – короткие одно-
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цепочечные нуклеиновые кислоты (ДНК или РНК), которые об-
ладают сопоставимым или даже более высоким, чем у большин-
ства моноклональных антител, сродством и специфичностью  
к широкому спектру молекул-мишеней [38]. 

Для определения патогенов на основе анализа их нуклеи­
новых кислот имеется ряд тестов, однако коммерческое приме-
нение нашел только метод амплификации ДНК.

Среди молекулярных методов, не предусматривающих вы-
полнение полимеразной цепной реакции (ПЦР), наиболее рас-
пространенным является флуоресцентная гибридизация in  situ  
с олигонуклеотидными зондами, направленными на рРНК. 
Обычно зонды состоят из 15–25 нуклеотидов, ковалентно поме-
ченных на своем 5′-конце флуоресцентными метками. После ги-
бридизации специфически окрашенные клетки выявляют с по-
мощью эпифлуоресцентного микроскопа. Флуоресцентную  
гибридизацию in  situ совместно с проточной цитометрией ис-
пользуют для быстрого определения Salmonella sрр. [39].

ПЦР – это метод, применяемый для ферментативного синте-
за in vitro специфических последовательностей ДНК с помощью 
Taq и других термостабильных ДНК-полимераз. В ПЦР исполь-
зуют олигонуклеотидные праймеры длиной 20–30 нуклеотидов, 
последовательности которых гомологичны концевому участку 
амплифицируемой геномной ДНК. Метод реализуется в повто-
ряющихся циклах таким образом, что продукты одного цикла 
служат матрицей ДНК для следующего и количество копий 
ДНК в каждом цикле быстро удваивается. Многие ПЦР-тесты 
успешно апробированы и коммерциализированы, становятся 
стандартным инструментом микробиологических лабораторий, 
контролирующих качество пищевых продуктов [16].

Традиционная ПЦР включает амплификацию целевого гена, 
разделение ПЦР-продуктов гель-электрофорезом и анализ полу-
ченных результатов. Специфичность анализа может подтвер-
ждаться секвенированием амплифицированного фрагмента. 
Следует отметить, что при определении основных патогенов  
в пищевых продуктах ПЦР-метод является предпочтительнее 
традиционного культивирования. 

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ, Real-Time PCR), основан-
ная на использовании интеркалирующих красителей или флуо-
ресцентно-меченых олигонуклеотидных зондов, позволяет про-
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водить одновременный мониторинг и количественный анализ 
продуктов ПЦР при значительном повышении скорости и чув-
ствительности, а также вести автоматическую регистрацию  
и интерпретацию полученных результатов [40]. Однако при 
определении патогенов в пищевых продуктах необходимо про-
должительное предварительное обогащение образцов, а поло-
жительный результат требует подтверждения методами культи-
вирования. Кроме того, в некоторых случаях в одной реакции 
выявляются различные микроорганизмы, что предполагает 
объединение всех необходимых для их определения праймеров. 

Мультиплексная (мультипраймерная) ПЦР, в которой одно-
временно используется более одной пары олигонуклеотидных 
праймеров, проводит коамплификацию нескольких ДНК-ма-
триц и дает возможность выполнить скрининг одновременно не-
скольких патогенов [38].

Главным критерием при выборе метода исследования ми-
кроорганизмов является его точность, которая зависит от чув-
ствительности и специфичности. Качественные методы опреде-
ления обычно используют для получения информации о наличии 
микробных клеток в определенном объеме пищевого продукта, 
поскольку даже малое их количество может вызвать заболева-
ние [25]. Чувствительного количественного определения конта-
минантов обычно достигают традиционными методами культи-
вирования, которые характеризуются длительной процедурой 
определения. В то же время самые быстрые методы детекции 
требуют дополнительной подготовки, а полученные положи-
тельные результаты – подтверждениях стандартных методов, 
которые во многих случаях связаны с культивированием [14]. 

Самый большой недостаток экспресс-методов микробиоло-
гических исследований связан с повреждением или разрушени-
ем клеток. Поэтому жизнеспособные клетки для подтверждения 
идентификации и дальнейшей характеристики получают только 
путем проведения повторных анализов с использованием стан-
дартных процедур культивирования. В целом, быстрым мето-
дам учета микроорганизмов не хватает чувствительности [14], 
однако их коммерциализация позволила существенно сократить 
время выявления и определения патогенов [41], обеспечив широ-
кое использование при оценке качества пищевых продуктов [42]. 
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Таким образом, традиционные методы выявления микроорга-
низмов предусматривают использование жидких или плотных 
питательных сред, которые одновременно предотвращают рост 
сопутствующих культур. Выбор конкретной последовательности 
ДНК, которая служит в качестве зонда или праймера, наряду  
с условиями проведения гибридизации определяют специфичность 
анализов на основе нуклеиновых кислот. Проблемы, связанные  
с использованием в микробиологических тестах иммунологиче-
ских подходов, включают вопросы кросс-реактивности и сложно-
сти получения соответствующих видоспецифичных антител.

Характеристика основных методов детекции микрофлоры  
в пищевых продуктах приведена в таблицах 2 и 3.

Т а б л и ц а  2.  Характеристика методов обнаружения микроорганизмов 
[26, 43]

Метод Определяемый  
показатель

Чувстви- 
тельность  

метода*

Специ- 
фичность 

метода

Длитель-
ность опре- 
деления, ч

Качественный 
культуральный + / –  

(есть / нет)

Зависит  
от количества 

образца (в 25 г)

Хорошая > 72

Качественный 
быстрый

Варьи- 
руется*

Варьи- 
руется2

Количествен-
ный культу-

ральный

Наиболее  
вероятное число 

клеток
< 10–100 Хорошая 24–48

Количество  
жизнеспособных 

клеток
> 10–100 Хорошая 24–72

Импеданс 100 Средняя /
хорошая 6–24

Количествен-
ный

быстрый

Количество клеток  
с использованием:

биолюминисценции
104 Нет3 < 1–3

проточной 
цитометрии 105–107 Хорошая < 1

иммунологических 
методов 104–105 Средняя /

хорошая < 1–3

РНК-методов 103–104 Отличная < 1–3

* КОЕ/г или КОЕ/мл, если не оговорено специально. ** зависит от ис-
пользуемого метода. *** необходимы специфическое разделение, концентри-
рование и селективная метка клеток.
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Т а б л и ц а  3.  Основные преимущества и недостатки быстрых методов 
обнаружения микроорганизмов [38]

Метод Преимущества Недостатки
Чувстви-

тельность, 
КОЕ/мл

ПЦР  
в реаль-
ном вре-
мени

контроль амплификации 
в режиме реального  
времени;
подтверждение специ-
фичности амплификации 
по кривой плавления;
точность количественной 
оценки

проблематичность при 
выполнении серийного 
анализа; 
необходимость квалифи-
цированного персонала  
и технической поддержки;
вероятность ложнополо-
жительных результатов

10

Мульти-
плексная 
ПЦР

высокая эффективность 
(возможность обнаружения 
нескольких возбудителей 
одновременно);
системность (возможность 
обнаружения групп  
патогенов)

затрудненность дифферен-
цировки живых и мертвых 
клеток;
необходимость пост-ПЦР 
манипуляций с продуктами 
реакции (электрофорез);
необходимость квалифи-
цированного персонала  
и технической поддержки;
более высокая затратность 
по сравнению с культураль-
ными и ELISA-методами

1

Имму-
нологи-
ческие 
методы
(ELISA  
и LFIA)

повышенная скорость 
(1~2 h) по сравнению  
с культуральными мето-
дами (5~7 дн.);
возможность автомати-
зации для уменьшения 
времени анализа и затрат 
ручного труда;
возможность обработки 
большого количества 
проб;
удобство и пригодность 
для on-site тестирования 
(на месте)

трудность дифференциа-
ции ослабленных или  
поврежденных клеток;
необходимость предвари-
тельного обогащения;
высокая кросс-реактив-
ность с антигенами род-
ственных бактерий

60



Биотехнологии для сельского хозяйства	 259

Метод Преимущества Недостатки
Чувстви-

тельность, 
КОЕ/мл

Аптамер- 
методы
(оптиче-
ские  
и элек-
трохими-
ческие) 

дешевизна, стабильность, 
возможность химического 
синтеза в отличие  
от антител; 
экономия времени  
(2 ч против 5~7 дн. для 
культуральных методов);
автоматизация (снижение 
трудозатрат);
высокая производитель-
ность;
серийность анализов

высокая вероятность лож-
ноположительных резуль-
татов;
трудность обнаружения 
ослабленных и поврежден-
ных клеток;
необходимость предвари-
тельного обогащения;
возможность перекрест-
ной контаминации

1,5

Помимо быстроты и точности ориентирами для выбора 
адекватного метода детекции в соответствии с поставленной це-
лью должны быть и другие факторы, такие как длительность 
пробоподготовки и стоимость анализа. Так, при подсчете числа 
бактерий быстрыми методами (например, ПЦР), как правило, не 
требуется предварительного обогащения образца. Однако в слу-
чае, когда мишень присутствует в небольшом количестве, а для 
определения взят небольшой объем пробы (для ПЦР ≤ 100 мкл), 
имеется высокая вероятность получения отрицательного ре-
зультата. Таким образом, иногда трудоемкая процедура подго-
товки образца, связанная с изоляцией микробных клеток, выде-
лением и очисткой их ДНК, представляется абсолютно необхо-
димой [16]. 

Биосенсорные технологии по чувствительности также пока 
не конкурируют с обычным культивированием: они пригодны 
для анализа микроорганизмов только в жидких системах с не-
большой концентрацией органических веществ – липидов и про
теинов. Поэтому важным фактором корректного анализа конта-
минации пищевых продуктов с использованием биосенсоров 
является применение адекватных методов подготовки образцов 
и необходимость подтверждения результата [14, 44].

Следовательно, для создания альтернативных (не предусма-
тривающих получение накопительных культур и традиционное 

Окончание табл. 3
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культивирование) технологий быстрого обнаружения патогенов 
актуальной представляется разработка методик отделения ми-
кроорганизмов от пищевого матрикса, создание комбинирован-
ных экспресс-методов детекции, включающих более совершенные 
технологии разделения и концентрирования отдельных предста-
вителей микрофлоры, выделения и очистки ДНК и др. [26, 43].

Соответствующее приборное оснащение позволяет проводить 
культивирование микроорганизмов, автоматически выполнять 
мониторинг протекающих в них биохимических изменений, ге-
нерировать фенотипический профиль и сравнивать с имеющей-
ся базой данных [45]. Другие автоматизированные системы по-
зволяют идентифицировать бактерии на основе композицион-
ных или метаболических свойств, таких как профили жирных 
кислот, профили окисления углерода, других признаков.

Коммерческие методы для определения специфических ан-
тигенов в простых реакциях агглютинации используют для бы-
строго подтверждения идентификации изолятов бактерий [46]. 
Модификация латексной агглютинации, известная как обратная 
пассивная латексная агглютинация (тест для растворимых анти-
генов), используется, в основном, для определения в экстрактах 
пищевых продуктов микрофлоры, образующей токсины [14].

Молекулярные методы, основанные на гибридизации или 
амплификации нуклеиновых кислот, могут также применяться 
для идентификации или подтверждения идентичности микро-
организмов, а также для их дополнительной характеристики. 
Молекулярное типирование видов позволяет выяснить проис-
хождение штаммов микроорганизмов, а также установить сте-
пень их вирулентности или устойчивость к антимикробным 
препаратам [47]. 

В настоящее время из множества методов молекулярного ге-
нотипирования или субтипирования для отслеживания микроб-
ной контаминации широко используют гель-пульсирующий 
электрофорез, основанный на макрорестрикции бактериальной 
ДНК. Риботипирование – это единственный метод молекуляр-
ного типирования, который поступает на рынок в полностью ав-
томатизированном формате и позволяет проводить широкомас-
штабную характеристику и фингопринтинг (дактилоскопию) 
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штаммов. Риботипирование является вариантом метода поли-
морфизма длины рестрикционных фрагментов, в котором ис-
пользуют зонды на основе рРНК. Сохраненный шаблон рибо-
принта включают в создаваемую уникальную базу данных [43].

Таким образом, актуальной задачей в области обнаружения 
патогенов пищевого происхождения является разработка бы-
строго, чувствительного и недорогого метода, который будет 
иметь огромную рыночную перспективу. В настоящее время 
выбор метода анализа микробной контаминации пищевых про-
дуктов, в том числе пророщенного зерна, в каждом конкретном 
случае определяется стоящими перед исследователями задача-
ми, их квалификацией, техническими и материальными воз-
можностями. 

Способы дезинфекции семян и проростков. Постоянно ра-
стущее потребление проростков и связанный с ним рост числа 
заболеваний пищевого происхождения стали объективной пред-
посылкой для совершенствования имеющихся и разработки но-
вых методов инактивации патогенов. 

Согласно официальным рекомендациям для дезинфекции 
семян в большинстве случаев используют раствор гипохлорита 
натрия (NaClO, 20  000  ppm, 15 мин) [6,  48]. Такая обработка 
лишь снижает уровень микробного поражения семян, что при-
водит к инфицированию проростков. Поэтому в настоящее время 
активно разрабатывают альтернативные методы дезинфекции,  
в идеале обеспечивающие полную стерилизацию семян и про-
ростков. В их основу заложено воздействие на патогенную ми-
крофлору химических и физических факторов, биологических 
агентов. 

Среди химических реагентов наиболее эффективным явля-
ется диоксид хлора (ClO2, 150–200 ppm, ≥ 8 ч), который полно-
стью инактивирует E. coli 0157:H7 и Salmonella sp., не оказывая 
фитотоксического воздействия на семена различных бобовых 
культур [49]. Аналогичный эффект достигается при обработке 
семян растворами пероксикислот (250  ppm), каприлово-капри-
новой (1000 ppm) или молочной (1000 ppm) кислот, глицерол мо-
нолаурата (500 ppm) [50] и парами уксусной кислоты (242 ppm, 
22 °С, 24 ч) [51].
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Эффективным средством борьбы с грамположительными 
бактериями Listeria monocytogenes, Bacillus cereus представляет-
ся обработка семян солями хлорофиллина [52] или их комплек-
сами с хитозаном [53]. Взаимодействие положительно заряжен-
ного полимерного комплекса с отрицательно заряженной кле-
точной стенкой приближает фотосенсибилизатор к микробной 
клетке, облегчая ее фотодеструкцию. Использование хлорофил-
лин-хитозановых комплексов перспективно для дезактивации  
и обеззараживания различных поверхностей, создания биораз-
лагаемой антимикробной («умной») упаковки.

Температурная обработка является наиболее популярным 
среди физических факторов способом деконтаминации семян, 
особенно в Японии. Для полного удаления патогенов, например, 
Salmonella sp. и E.  coli O157:H7 требуется обработка при 90 °C  
в течение 90 с, однако при этом снижается показатель всхожести 
семян [54]. 

Более приемлемыми представляются стерилизующие техно-
логии, реализуемые при сублетальной для патогенов температу-
ре и тем самым сводящие к минимуму негативное тепловое воз-
действие на ароматические, питательные и вкусовые качества 
продукции. К ним относятся способы обеззараживания, осно-
ванные на применении УФ-, гамма- и бета-излучения, ультра- 
звука, озонирования, импульсного света или электрического 
поля, высокого гидростатического давления и др. [55]. Однако 
даже некоторые из этих потенциально технически применимых 
методов инактивации на практике не применяются либо их ис-
пользование ограничено. Физические методы безопасны, но тре-
буют сложного и / или дорогостоящего оборудования, высоких 
начальных инвестиций, влияют на качество продукта и, как 
правило, труднореализуемы и не подходят для обработки твер-
дых продуктов, в том числе фруктов и овощей [56]. 

Особое внимание исследователи уделяют разработке спосо-
бов биоконтроля микробной контаминации зерна и проростков. 
В качестве перспективных агентов биоконтроля особый интерес 
представляют молочнокислые бактерии, которые продуцируют 
широкий спектр антимикробных веществ – бактериоцины, пе-
роксид водорода, органические кислоты и др. Высокой антаго-
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нистической активностью в отношении широкого круга патоге-
нов обладают эндофитные бактерии Bacillus subtilis, Pseudomo-
nas fluoresces [6].

Доказана эффективность инокуляции семян ассоциацией 
микроорганизмов, выделенных из сформировавшихся пророст-
ков. Концепция использования микробного сообщества для сни-
жения уровня патогенов представляется перспективной, однако 
пока не определены пути ее реализации [6].

Интерес к использованию бактериофагов как агентов био-
контроля обусловлен их высокой селективностью в отношении 
патогенов, что не приводит к дисбалансу популяции эндогенной 
микрофлоры проростков. Отдельные публикации [6] указывают 
на невысокую эффективность применения бактериофагов для 
снижения численности Salmonella sp., тогда как совместное ис-
пользование бактериофага и Enterobacter asburiae (антагониста 
Salmonella sp.) ведет к полной дезактивации патогена.

Следует отметить, что применяемые методы дезактивации 
семян не всегда эффективны и экологически безопасны, а пред-
лагаемые новые часто технически труднореализуемы, не всегда 
определено их влияние на процесс прорастания семян и свой-
ства проростков [57–59]. Поэтому для повышения срока хране-
ния проростков и обеспечения их микробиологической безопас-
ности необходимо создание новых экологически совместимых 
технологий деконтаминации и экспериментальное обоснование 
эффективности их использования.
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Установлено, что использование экспериментальных композиционных 
составов пробиотической добавки на основе спорообразующих бактерий  
B. subtilis БИМ В-454 Д в комплексе с кобальтом и дрожжевым экстрактом  
и в сочетании с пыльцой позволяет в наибольшей степени нормализовать ки-
шечный биоценоз рабочих пчел после зимовки в сторону снижения количе-
ства условно-патогенной микрофлоры и повышения числа лактобактерий, 
профилактировать у них диарейные заболевания.

Введение. На благополучие пасеки, состояние каждой отдель-
ной пчелосемьи и качество производимой продукции негативно 
влияет целый комплекс факторов: загрязнение окружающей 
среды, массовое применение химических пестицидов и герби-
цидов в растениеводстве, присутствие возбудителей инфекци-
онных и инвазионных болезней, неконтролируемое применение 
антибактериальных препаратов. Это приводит к снижению ре-
зистентности пчел и формированию благоприятных условий 
для развития инфекционных заболеваний [1, 2]. Кроме того, из-
за недостаточного количества медоносов кормовые запасы пчел 
необходимо периодически пополнять с помощью углеводсодер-
жащих подкормок. Традиционно для этой цели используется  
50%-ный сахарный сироп, применение которого способствует 
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стимулированию физиологической активности пчел [3]. В каче-
стве углеводных подкормок может также использоваться канди 
на основе сахарозы [4], инулин, фруктоза, мальтоза, левулеза, 
глюкоза или лигнин. В то же время из-за отсутствия в таких 
подкормках витаминов, белковых и минеральных веществ при 
употреблении углеводных сиропов пчелы вынуждены их конди-
ционировать, т. е. приближать состав и консистенцию к таковым 
у меда, что приводит к преждевременному износу организма, 
сокращению продолжительности жизни пчел, плохому разви-
тию глоточных и восковых желез, получению ослабленного рас-
плода [1, 5].

Кроме того, существует особая проблема после зимовки пче-
линых семей, так как в желудочно-кишечном тракте рабочих 
пчел превалирует гнилостная условно-патогенная микрофлора. 
Ослабленный организм медоносных пчел именно в весенний пе-
риод нуждается в стимуляции пластических процессов, обеспе-
чивающих нормальное функционирование клеток тканей и ор-
ганов.

Проведение весенних стимулирующих подкормок пчелиных 
семей на пасеках – непременное условие их высокой медовой 
продуктивности. В этом случае корма должны содержать все не-
обходимые компоненты в пропорции, соответствующей физио-
логической потребности организма пчелы [6, 7].

В связи с этим целью наших исследований являлась оценка 
влияния на формирование микробиоценоза кишечного тракта 
пчел после зимовки различных композиционных составов про-
биотической кормовой добавки на основе спорообразующих 
бактерий Bacillus subtilis с биостимулирующими компонентами 
при использовании их в составе углеводной подкормки.

Объекты и методы исследования. Объектом исследований 
служили пчелы серой горной кавказской породы, а также образ-
цы различных композиционных составов пробиотической кор-
мовой добавки на основе спорообразующих бактерий B.  subtilis. 
Для оценки эффективности композиционных образцов кормовой 
добавки были сформированы 8 групп по 6 пчелосемей в каждой. 
Группы пчелиных семей подбирали по принципу пар-аналогов 
с учетом силы пчелиных семей, количества печатного расплода 
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и корма, возраста и происхождения маток. Для опыта подбирали 
пчелосемьи, у которых сила семей составляла 7–10 улочек, ко-
личество корма в гнезде – 8 кг, печатного расплода – 140 квадра-
тов, открытого расплода – 126 квадратов. Матки во всех семьях 
были в возрасте одного года. Все подопытные пчелиные семьи 
содержались в типовых ульях (рамки размером 435 × 300 мм). 

Экспериментальные образцы добавки вводили в гнездо ме-
тодом скармливания с сахарным сиропом. Подкормку готовили 
в день применения. Содержимое флакона (1 г сухой пробиотиче-
ской добавки) смешивали с сахарным сиропом (из расчета на 1 л 
углеводного корма) и скармливали в дозе 1000 мл сиропа на 
одну пчелиную семью через каждые 7 сут в период со 2 апреля 
по 14 мая 2018 г.

Семьи контрольной группы получали только 50%-ный са-
харный сироп, в углеводную подкормку пчелосемьям первой 
опытной группы вводили пробиотическую добавку с сахарозой, 
пчелам второй опытной группы скармливали пробиотик в соче-
тании с кобальтом, третьей – пробиотик с дрожжевым экстрак-
том, четвертая опытная группа пчелосемей получала в составе 
сахарного сиропа пробиотическую добавку в комплексе с ко-
бальтом и дрожжевым экстрактом, пчелам пятой опытной груп-
пы давали в составе сахарного сиропа пробиотик в сочетании  
с пыльцой, пчелиные особи шестой опытной группы получали 
добавку с сухим обезжиренным молоком, пчелосемьи седьмой 
опытной группы получали пробиотик в сочетании с соевой 
мукой.

Для определения влияния различных образцов пробиотиче-
ской добавки на количественный и качественный состав микро-
флоры кишечного тракта пчел живых насекомых усыпляли и от 
10 особей каждой исследуемой пчелиной семьи извлекали ки-
шечник, который помещали в стерильный бюкс, взвешивали, 
после чего тщательно гомогенизировали в стерильной фарфоро-
вой ступке в физрастворе в соотношении 1:100 и готовили ряд 
последовательных 10-кратных разведений на 0,9%-ном растворе 
хлорида натрия. Из полученных разведений с помощью градуи-
рованной пипетки на поверхность хорошо подсушенных селек-
тивных питательных сред делали посевы в объеме 0,1 мл. 
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Результаты и обсуждение. Для проведения испытаний эф-
фективности на пчелах подобраны композиционные составы 
кормовой добавки, включающие пробиотический (сухая биомас
са B. subtilis), углеводный (сахароза), белковый (дрожжевой 
экстракт, пыльца, сухое молоко или соевая мука) и иммуности-
мулирующий (кобальт сернокислый) компоненты. Ранее нами 
установлено, что все вышеперечисленные биостимулирующие 
добавки не оказывают негативного влияния на антагонистиче-
ские свойства B. subtilis и могут быть использованы в составе 
пробиотической кормовой добавки для пчел [4].

Выявлено, что изменения в составе углеводного корма по-
разному сказались на микробиологической структуре кишечно-
го биоценоза подопытных пчел. Проведенная сравнительная 
оценка эффективности использования пробиотической добавки 
в сочетании с различными биостимуляторами в составе 50%-ного 
сахарного сиропа пчелиным семьям показала, что использова-
ние композиционных составов пробиотического компонента на 
основе бактерий B. subtilis в комплексе с кобальтом и дрожже-
вым экстрактом, а также в сочетании с пыльцой позволяет  
в наибольшей степени нормализовать кишечный биоценоз рабо-
чих пчел после зимовки за счет интенсивного снижения количе-
ства условно-патогенной микрофлоры и повышения количества 
лактобактерий в составе микробиоценоза кишечного тракта 
пчел (таблица). 

Установлено, что в содержимом кишечного тракта пчелиных 
особей четвертой и пятой опытных групп, получавших пробио-
тик в комплексе с кобальтом и дрожжевым экстрактом и про-
биотик с пыльцой, численность лактобактерий составила в сред
нем 6,0 × 107 и 2,0 × 107 КОЕ/г соответственно и была выше по 
сравнению с контрольной группой.

При этом введение данных биостимуляторов в углеводную 
подкормку позволило замедлить колонизацию кишечного трак-
та насекомых энтеробактериями и дрожжеподобными грибами.

К концу опыта уровень энтеробактерий у пчел четвертой и пя
той опытных групп составил в среднем 4,0 × 106 и 1,0 × 106 КОЕ/г со-
ответственно, дрожжеподобных грибов – 1,5 × 107 и 8,0 × 106 КОЕ/г 
соответственно в сравнении с контролем. 
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Полученная картина кишечного микробиоценоза при введе-
нии в сахарный сироп экспериментальных композиционных  
составов, на наш взгляд, представляется наиболее физиологиче-
ской, поскольку среди микробиоты превалировали кислотопро-
дуцирующие сахаролитические бактерии, которые участвуют  
в процессах расщепления сахаров, поступающих с пищей, и обес
печивают низкое значение водородного показателя в пищевари-
тельном тракте пчел, что исключает предпосылки для развития 
поносов. 

Результаты бактериологического исследования кишечного тракта пчел 
при использовании пробиотического препарата в сочетании  

с различными биодобавками

Микроорганизмы Группа насекомых Количество микроорганизмов  
в кишечном содержимом пчел, КОЕ/г

Лактобактерии 

Контрольная 8,0 × 106

Опытная 1 2,3 × 107

Опытная 2 1,6 × 107

Опытная 3 1,0 × 107

Опытная 4 6,0 × 107

Опытная 5 2,0 × 107

Опытная 6 6,0 × 106

Опытная 7 4,0 × 106

Энтеробактерии

Контрольная 2,2 × 107

Опытная 1 5,0 × 106

Опытная 2 3,5 × 108

Опытная 3 2,5 × 1010

Опытная 4 4,0 × 106

Опытная 5 1,0 × 106

Опытная 6 1,0 × 108

Опытная 7 3,8 × 108

Дрожжеподобные
грибы

Контрольная 1,8 × 107

Опытная 1 1,7 × 108

Опытная 2 3,2 × 108

Опытная 3 1,7 × 108

Опытная 4 1,5 × 107

Опытная 5 8,0 × 106

Опытная 6 3,0 × 108

Опытная 7 2,1 × 108
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Как показали результаты бактериологического исследования 
содержимого кишечного тракта пчелиных особей, при скармли-
вании пробиотической культуры B. subtilis в сочетании с пыль-
цой и в комплексе с кобальтом и дрожжевым экстрактом услов-
но-патогенные для медоносных пчел энтеробактерии, относя-
щиеся к родам Hafnia, Citrobacter, не выделялись.

В ходе опыта у пчелиных особей первой, второй и третьей 
опытных групп, получавших пробиотик в сочетании с саха- 
розой, кобальтом, дрожжевым экстрактом, также наблюдалось 
закономерное увеличение количества лактобактерий (2,3 × 107; 
1,6 × 107 и 1,0 × 107 КОЕ/г соответственно) в сравнении с контро-
лем. Однако фоновое значение энтеробактерий и дрожжеподоб-
ных грибов у пчел названых ранее опытных групп определялось 
на более высоком уровне по сравнению с насекомыми контроль-
ной группы. Энтеробактерии, изолированные из кишечного 
тракта пчел данных опытных групп, были представлены родами 
Hafnia и Citrobacter. 

В ходе испытаний установлено, что скармливание пчелам 
пробиотического компонента в сочетании с сухим обезжирен-
ным молоком и в комплексе с соевой мукой в составе сахарного 
сиропа привело к повышению количества условно-патогенной 
микрофлоры и снижению уровня лактобактерий. Бактериологи-
ческие исследования кишечного тракта пчел показали, что кон-
центрация лактобактерий у пчелиных особей шестой и седьмой 
опытных групп составила 6,0 × 106 и 4,0 × 106 КОЕ/г соответствен-
но и была ниже контрольного уровня. Количество энтеробакте-
рий на фоне введения данных экспериментальных препаратов 
составила в среднем 1,0 × 108 и 3,8 × 108 КОЕ/г соответственно, дрож-
жеподобных грибов – 3,0 × 108 и 2,1 × 108 КОЕ/г соответственно, 
что значительно превысило аналогичный показатель у пчели-
ных особей контрольной группы. При этом в посевах преобла-
дали энтеробактерии рода Klebsiella. Эти же бактерии выделя-
лись и в содержимом кишечного тракта пчел контрольной и чет-
вертой опытной групп. Частое обнаружение клебсиелл не 
свидетельствует о наличии заболевания, но позволяет предпо-
ложить их физиологическую роль, связанную со способностью 
активно утилизировать сахарозу [4]. Однако при исчезновении 
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естественных антагонистов возбудителей инфекционного про-
цесса они способны индуцировать развитие заболевания.

В ходе исследований установлено, что пчелиные особи, по-
лучавшие пробиотический препарат с сухим обезжиренным мо-
локом и пробиотик в сочетании с соевой мукой, испытывали 
дискомфорт, проявляющийся в излишнем возбуждении и дис-
пепсических расстройствах. В связи с этим можно заключить, 
что использование данных экспериментальных составов в каче-
стве весенних побудительных подкормок неэффективно, так как 
приводит к нарушению физиологического равновесия в пчели-
ных семьях и развитию дисфункции пищеварительного тракта 
насекомых вплоть до выраженных анатомических дефектов. 
Кроме того, поедаемость пчелами кормов с данными белковыми 
наполнителями была в два раза меньше по сравнению с другими 
экспериментальными добавками. Следовательно, можно конста-
тировать, что такие корма недостаточно привлекательны для 
пчел.

Таким образом, проведенные исследования показали, что  
использование экспериментальных композиционных составов 
пробиотической добавки на основе спорообразующих бактерий 
B. subtilis БИМ В-454 Д в комплексе с кобальтом и дрожжевым 
экстрактом (образец 4) и в сочетании с пыльцой (образец 5) по-
зволяет в наибольшей степени нормализовать кишечный биоце-
ноз рабочих пчел после зимовки в сторону снижения количества 
условно-патогенной микрофлоры и повышения числа лактобак-
терий, профилактировать у них диарейные заболевания. Однако 
в связи с тем, что использование пыльцы, в отличие от дрожже-
вого экстракта, требует особых условий хранения (–50 °С), во 
избежание потери ею полезных свойств, а также по причине зна-
чительной вариабельности состава пыльцы в зависимости от 
производителя наиболее предпочтительным является применение 
пробиотика в комплексе с кобальтом и дрожжевым экстрактом.

По результатам проведенных испытаний утвержден компо-
зиционный состав пробиотической кормовой добавки для пчел 
«Апипро» (г/г): сухая биомасса B. subtilis – 0,1; дрожжевой экс-
тракт – 0,9; кобальт сернокислый – 0,008.
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Биологическая активность кормовой добавки «Апипро» обуслов-
лена наличием в ее составе пробиотических бактерий B. subtilis, 
характеризующихся высокой антагонистической активностью 
по отношению к патогенным и условно-патогенным микроорга-
низмам – возбудителям желудочно-кишечных заболеваний пчел. 
Бактерии продуцируют витамины и ферменты, что обеспечива-
ет быстрое восстановление и поддержание нормального микро-
биоценоза кишечника, стимуляцию иммунитета, активизацию 
окислительно-восстановительных и обменных процессов в ор-
ганизме пчел. Входящий в состав кормовой добавки дрожжевой 
экстракт является дополнительным источником белка, что осо-
бенно важно для обеспечения развития пчелиных семей поле 
зимовки. Оптимальная доза сульфата кобальта способствует по-
вышению яйценоскости пчелиных маток.

Заключение. Использование экспериментальных компози-
ционных составов пробиотической добавки на основе спорооб-
разующих бактерий B. subtilis в комплексе с кобальтом и дрож-
жевым экстрактом и в сочетании с пыльцой в составе углевод-
ной подкормки позволяет в наибольшей степени нормализовать 
кишечный биоценоз рабочих пчел после зимовки в сторону сни-
жения количества условно-патогенной микрофлоры и повыше-
ния числа лактобактерий, профилактировать у них диарейные 
заболевания. Однако в связи с тем, что использование пыльцы,  
в отличие от дрожжевого экстракта, требует особых условий 
хранения (–50 °С), во избежание потери ею полезных свойств,  
а также по причине значительной вариабельности состава пыль-
цы в зависимости от производителя наиболее предпочтитель-
ным является дальнейшее применение пробиотика в комплексе 
с кобальтом и дрожжевым экстрактом. 
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It was established that application of probiotic composition based on spore-
forming bacteria B.  subtilis BIM B-454 D in combination with cobalt and yeast 
extract or supplemented with pollen enables to normalize intestinal microbiocenosis 
of working bees after winter season by decreasing the ratio of opportunistic species 
and increasing the proportion of lactic acid bacteria, preventing thereby diarrhea 
cases.
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Проблема утилизации кородревесных отходов актуальна для многих ре-
гионов России, включая Пермский край, Калининградскую, Иркутскую, Ар-
хангельскую и другие области. Перспективным ее решением является био-
технологическая переработка. В настоящей работе рассматривается возмож-
ность применения сообществ микроорганизмов-деструкторов целлюлозы, 
лигнина и других компонентов древесины для биодеструкции древесных от-
ходов в местах складирования при искусственной оптимизации среды и мас-
сообмена для ускорения метаболических процессов. В результате такой пере-
работки получаются органические удобрения и другие полезные продукты.

Древесина является возобновляемым сырьем, однако ско-
рость ее естественного воспроизводства значительно уступает 
скорости вырубки лесов. Широко распространенными видами 
отходов промышленного производства являются некондицион-
ные древесные материалы [1, 2]. Они в большом количестве об-
разуются при деревообработке и производстве целлюлозно- 
бумажной продукции, могут быть использованы и как топливо,  
и как дополнительный вид сырья, во многих случаях заменяю-
щий кондиционную древесину. Таким образом, рациональное 
использование данного вида ресурсов способствует снижению 
объема вырубок. Древесные отходы используются в различных 
областях народного хозяйства: в производстве мебели, бумаги, 
строительных и конструкционных материалов, топливных эле-
ментов и др. Однако в результате нерационального использова-
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ния материалов деревообрабатывающего производства образу-
ется и накапливается огромное количество такого сырья в виде 
отвалов опила, щепы, короотвалов целлюлозно-бумажных ком-
бинатов, что вызывает серьезные экологические проблемы вслед
ствие загрязнения почв и вод излишними источниками углерода 
и сопутствующими производственными химикатами, а также 
пожароопасностью мест складирования [3, 4]. 

Крупнейшими и  проблемными объектами на территории 
Пермского края являются короотвалы Краснокамского и Перм-
ского ЦБК. В Краснокамске короотвал размещен в черте города 
на узком мысе между р. Кама и Малая Ласьва, занимает пло-
щадь 22,3 га с периметром 2 км. Объект существует более 70 лет 
и последние 10 лет не пополнялся. Ранее периодически наблюда-
лись возгорания Краснокамского короотвала, сопровождавшие-
ся сильным задымлением городской воздушной среды, пред-
ставляющим опасность здоровью населения. 

Во всем мире одним из основных способов утилизации дре-
весных материалов является сжигание или использование для 
производства топливных элементов (брикетов, гранул и т. п.) [2–4].

Как установлено ранее, материал краснокамского короотва-
ла вследствие многолетнего хранения в сыром виде в некоторой 
степени уже подвергся деструкции, в результате чего его влаго-
емкость и гигроскопичность повышена по сравнению со свежи-
ми отходами древесины. Вследствие этого использование данно-
го материала в качестве топлива влечет за собой необходимость 
больших затрат на высушивание, которые не будут восполнены 
из-за пониженной теплоотдачи сухого вещества. Таким образом, 
использование рассматриваемых кородревесных отходов (КДО) 
как потенциального топлива нерационально. 

Другим перспективным направлением использования дре-
весных отходов является производство композиционных мате-
риалов, строительных изделий, мебели [5, 6]. Однако частично 
разложившиеся КДО, длительное время хранившиеся в отвалах, 
непригодны для подобного производства. 

Традиционно предлагаются чисто технологические и хими-
ческие способы переработки КДО. Данные методы наиболее эф-
фективны также для свежих древесных материалов, не подвер-
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гнутых существенному природному разложению [2, 7], однако 
не приносят полного решения проблемы и для них.

Для частично гумифицированных КДО основным примене-
нием представляется их использование для мульчирования, струк
турирования почв и удобрения в сельском хозяйстве. Однако 
внесение большого количества таких материалов в почву без об-
работки, ферментации, коррекции состава среды часто приво-
дит к обратному результату – снижению плодородия агроземов 
за счет, главным образом, накопления карбоновых кислот и исто
щения запасов биогенных элементов в ходе их переработки ми-
крофлорой почвы, а также распространения и преобладания 
грибной микрофлоры, в том числе фитопатогенов и гнилостных 
микроорганизмов. В связи с этим наиболее рациональным под-
ходом представляется ферментация древесных материалов с по-
лучением грунтоподобных субстанций, а также органических 
удобрений в жидком и пастообразном виде [8–13]. 

В качестве организмов, которые активно осуществляют та-
кую ферментацию, могут быть различные дереворазрушающие 
грибы, макро- и микромицеты. Наиболее часто рассматриваются 
грибы белой гнили – деструкторы древесины, обладающие так-
же полезной способностью детоксикации ксенобиотиков [14, 15].

Также большое количество работ, опубликованных ранее, 
посвящено вермикультуре в переработке подобных субстанций 
[16, 17], а также гибридным технологиям с применением грибов 
и червей [18–20]. Достоинством вермикультуры является то, что 
организм червя – это отдельный миниатюрный биореактор с ре-
гулируемой средой, обеспечивающей ускоренную биодеструк-
цию. Недостатки следующие: ферментация происходит только  
в близком к поверхности аэрируемом слое. Кроме того, фермен-
тации не подвержен или подвержен слабо кусковой материал, 
щепа и т. п. (последнее корректируется совместным применени-
ем червей с грибными культурами, но требует взаимной адапта-
ции этих организмов) [18–20].

Недостатком большинства технологий является их поверх-
ностное использование, снижающее возможные объемы перера-
ботки. Также лимитирующим фактором ферментационных про-
цессов является то, что в материале КДО могут присутствовать 
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вещества, ингибирующие процессы ферментации и, как прави-
ло, наблюдаются низкие концентрации соединений ряда макро- 
(фосфор, азот, магний, калий) и микроэлементов. А невысокая 
биоразлагаемость ограничивает и рост ферментаторов, и ско-
рость биодеструкции. Данные неоптимальные условия либо иг-
норируются исследователями и проектировщиками, либо их 
предлагается восполнить добавлением в КДО сложных субстан-
ций, таких как традиционные навоз или куриный помет, либо 
очень сомнительных и потенциально опасных для человека, та-
ких как бытовые сточные воды и фекалии [2, 21, 22].

Несмотря на все положительные качества рассмотренных 
видов ферментации, больший потенциал имеют методы с ис-
пользованием бактерий и микромицетов – биодеструкторов 
лигнина, гемицеллюлозы и целлюлозы, а так же их комбинаций 
и искусственных сообществ [23–27]. 

В настоящей работе были поставлены задачи исследования 
материала короотвала г. Краснокамска, его слоистой структуры, 
состава, выявления лимитирующих факторов для последующей 
оптимизации процессов биодеструкции. Проведено эксперимен-

мощности, наличия и состава слоёв, проведения химического анализа, а также ме-

тагеномного исследования и выделения микроорганизмов – деструкторов (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Краснокамский короотвал: точки бурения скважин и отбора проб 

Координаты скважин: 1 – 58.063098, 55.794266; 2 – 58.062399, 55.793302; 3 – 58.064288, 
55.793371; 4 – 58.065694, 55.794222; 5 – 58.064338 55.795787; 6 – 58.062481 55.797394 
 

В частности, показано, что мощность короотравла от основания достигает 

18-20 м. Установлено, что материал, залегающий на глубине ниже 9-10 м (для раз-

ных точек), обводнен и значительно менее гумифицирован, чем КДО вышележа-

щих слоёв, сохранил природную структуру, прочностные характеристики и свет-

лый желтоватый цвет древесины (рис. 2). В то же время материал слоёв глубиной 

до 8-10 м имеет сероватые, черные, бурые оттенки, частично гумифицирован. Та-

ким образом, обнаружено, что обводнение и анаэробные условия, а также отсут-

ствие свободных окислителей другой природы, привело к торможению процессов 

биодеградации [27]. 

Рис. 1. Краснокамский короотвал: точки бурения скважин и отбора проб. 
Координаты скважин: 1 – 58.063098, 55.794266; 2 – 58.062399, 55.793302;  

3 – 58.064288, 55.793371; 4 – 58.065694, 55.794222; 5 – 58.064338 55.795787;  
6 – 58.062481 55.797394
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тальное бурение объекта в ключевых точках для определения 
мощности, наличия и состава слоев, проведения химического 
анализа, а также метагеномного исследования и выделения ми-
кроорганизмов – деструкторов (рис. 1).

В частности, показано, что мощность короотвала от основа-
ния достигает 18–20 м. Установлено, что материал, залегающий 
на глубине ниже 9–10 м (для разных точек), обводнен и значи-
тельно менее гумифицирован, чем КДО вышележащих слоев, 
сохранил природную структуру, прочностные характеристики  
и светлый желтоватый цвет древесины (рис. 2). В то же время 

Рис. 2. Образцы проб КДО, взятых с разных глубин: 1 – 0,1 м; 2 – 2 м; 3 – 6 м; 
4 – 8 м; 5 – 15 м; 6 – 18 м
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материал слоев глубиной до 8–10 м имеет сероватые, черные, 
бурые оттенки, частично гумифицирован. Таким образом, обна-
ружено, что обводнение и анаэробные условия, а также отсут-
ствие свободных окислителей другой природы привели к тормо-
жению процессов биодеградации [27].

Полученные результаты вносят значительные коррективы  
в ранние предположения других авторов, по которым можно 
было прогнозировать, что древесные отходы короотвалов гуми-
фицируются в естественных условиях за 50–70 лет [2, 7, 27]. 

Для анализа микробиоценозов и выделения микроорганизмов 
использовали образцы кородревесных отходов короотвала г. Крас
нокамск, извлеченные с глубин 10, 30, 50 и 100 см. Метагеном-
ный анализ проводили на платформах Miseq, Illumina и IonTorrent, 
Applied Biosystems с праймерами к V3-V4 региону генов 16S рРНК. 
Полученные последовательности анализировали с использова-
нием пакета QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology, 
Version 1.9.1) [28] и Ribosomal Database Project  (RDP) (http://rdp.
cme.msu.edu).

Метагеномный и микробиологический анализы поверхност-
ных образцов КДО показали преобладание представителей гам-
мапротеобактерий, а также значительное содержание фил Actino
bacteria и Firmicutes, включая представителей родов, известных 
наличием целлюлолитической активности и способности к ути-
лизации других биополимеров (Cellulomonas, Streptomyces, Ba
cillus и др.). Также показано высокое содержание различных ми-
кромицетов, обладающих целлюлолитической и лигнолитиче-
ской способностями. 

Для выделения культур бактерий, способных к биодеструк-
ции, использовали минеральную среду N [29]. Для выделения 
микромицетов использовали модифицированные среды Сабуро 
и Чапека. В качестве источника азота использовали 10мМ-ный 
хлористый аммоний. В качестве субстрата добавляли 1 % цел-
люлозы или карбоксиметилцеллюлозы, лигнин. Целлюлолити-
ческую активность определяли в классическом тесте с карбок-
симетилцеллюлозой и конго красным. Для визуального опреде-
ления лигнинолитической активности использовали таннин. 
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Для идентификации прокариот использовали ПЦР-анализ  
и секвенирование генов 16S рРНК, методы полифазной таксо- 
номии. Микромицеты идентифицировали по морфологическим 
признакам, главным образом – по результатам микроскопии. 

В поверхностных образцах КДО обнаружено высокое коли-
чество микроорганизмов, обладающих целлюлолитической ак-
тивностью (108–1010 КОЕ/г). В результате проведенного отбора 
изолированы активные культуры бактерий родов Streptomyces  
и Cellulomonas и микромицеты Aspergillus fumigatus, Paecilomy-
ces variotii, Penicillium purpurogenum, Fusarium sp., Trichoderma 
viride, способные к активной биодеструкции как целлюлозы, так 
и лигнина, а также продуктов их деполимеризации. Показано, 
что выделенные актиномицеты и грибы обладают широким ме-
таболическим потенциалом и способны в том числе метаболизи-
ровать токсичные ароматические ксенобиотики и карбоновые 
кислоты, какими являются и промежуточные продукты биоде-
струкции компонентов древесины, в значительной степени по
давляющие сам естественный процесс биологической утилиза-
ции КДО в природных условиях.

На основе модельных экспериментов нами предложена новая 
стратегия ферментации, ранее не рассматриваемая в отношении 
короотвалов ЦБК. Одним из ключевых моментов новой техно-
логии является создание зоны активной биодеградации КДО  
с помощью нового вида реактора открытого типа, создающего 
вокруг себя среду, оптимизированную для роста биодеструкто-
ров. Технология и оборудование для ее реализации в настоящее 
время находятся в стадии регистрации прав на интеллектуаль-
ную собственность.

Проведены модельные долговременные эксперименты по 
биодеструкции материала КДО выделенными микроорганизма-
ми и искусственными сообществами, а также по применению 
полученных субстанций в качестве органического удобрения.  
В связи с дефицитом в среде КДО источников фосфора и азота 
проводили коррекцию среды с помощью моно- и дифосфата калия 
и аммиачной воды, являющейся отходом полимерного производ
ства. Установлено, что при засевной дозе 109, оптимизации эле-
ментного состава среды и рН, при использовании искусственного 
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сообщества потеря массы КДО по сухому весу в течение 90 сут 
составляет 8–27 %. При увеличении начальной концентрации 
КОЕ скорость процесса кратно возрастала. Установлено, что фер
ментированная таким образом масса КДО при ее стабилизации 
аммиачной водой и фосфатами является эффективным биоудо-
брением. В результате биодеструкции наблюдается частичное 
ожижение материала КДО. Жидкая фаза представляет собой 
препарат, эффективно стимулирующий рост рассады и модельных 
растений овощных культур (перец, томаты, огурцы, салат и др.). 
Как удобрение, стимулятор роста и субстанция, структурирую-
щая почву, хорошо себя показал твердый ферментированный 
остаток. При использовании на кислых суглинистых почвах воз-
можно комплексное внесение полученного твердого биоудобре-
ния с известняком или известковой пастой для стабилизации 
кислотности. 

Заключение. Рациональным подходом представляется фер-
ментация рассматриваемых материалов с получением органиче-
ских удобрений в жидком и пастообразном виде. Предложена 
новая стратегия ферментации, ранее не рассматриваемая в отно-
шении короотвалов ЦБК. Важными элементами новой техно- 
логии является создание зоны активной биодеградации КДО  
с помощью нового вида реактора открытого типа, создающего  
в определенном радиусе зону, оптимизированную для роста 
биодеструкторов. Технология и оборудование для ее реализации 
в настоящее время находится в стадии патентования. В резуль-
тате проведенных исследований показано, что искусственные 
микробные сообщества способны эффективно перерабатывать 
кородревесные отходы в биологические удобрения, которые мо-
гут быть использованы для повышения плодородия почвы. Про-
ведено составление и взаимная адаптация микроорганизмов ис-
кусственных микробных сообществ, утилизирующих разные 
компоненты КДО. Показана их жизнеспособность и возмож-
ность совместной ферментации, позволяющая перерабатывать 
КДО в органические удобрения. Предложенные микробные со-
общества и технологические приемы могут быть использованы 
как на короотвалах Пермского края, так и для решения анало-
гичных проблем на подобных проблемных объектах Калинин-
градского и Байкальского ЦБК.
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Тhe problem of utilization of bark and wood waste is relevant for many regions 
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gions. A promising solution is biotechnological processing. This paper considered 
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processes. As a result of such processing organic fertilizers and other useful pro- 
ducts are obtained.

Поступила в редакцию 04.05.2019



288	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

УДК 636.087.8+579.62
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ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ СОЗДАНИЯ  

ПРОБИОТИЧЕСКОЙ КОРМОВОЙ ДОБАВКИ  
НА ОСНОВЕ КРАХМАЛСОДЕРЖАЩЕГО СЫРЬЯ

И. А. ПРОСКУРНИНА1, Н. В. Сверчкова1,  
Т. В. РОМАНОВСКАЯ 1, К. В. КАНТОР 1,  
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2Гродненский государственный аграрный университет,  
Гродно, Беларусь, 
alex-vet@mail.ru

Проведен скрининг коллекционных культур рода Bacillus и спорообразу-
ющих бактерий, выделенных из природных источников, по способности про-
дуцировать внеклеточные амилазы, целлюлазы, β-глюканазы, ксиланазы  
и проявлять антагонистические свойства в отношении условно-патогенных 
бактерий. Отобраны наиболее активные культуры, характеризующиеся анта-
гонистической, ферментативной активностями и способностью к росту на 
концентрированных крахмалсодержащих питательных средах. Показана пер-
спективность их использования в качестве основы кормовой добавки. По ре-
зультатам оценки физиолого-биохимических свойств и молекулярно-генети-
ческих исследований отобранные изоляты идентифицированы как Bacillus 
velezensis. 

Введение. В связи с введением запрета на использование 
кормовых антибиотиков, вызывающих развитие устойчивости 
патогенных микроорганизмов и нарушение симбионтных ми-
кробных систем в желудочно-кишечном тракте, возрастает роль 
экологически безопасных пробиотических кормовых добавок, 
которые обеспечивают нормализацию состава кишечной микро-
флоры, сокращение заболеваемости, повышение иммунитета жи
вотных. Применение пробиотических кормовых добавок позво-
ляет повысить продуктивность животных на 5–25 %, эффектив-
ность лечения желудочно-кишечных заболеваний – на 30–40 %. 
Особенно актуально использование пробиотиков в рационах 
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молодняка животных и птицы, так как несформированность ки-
шечной микрофлоры и иммунитета приводит к гибели до 40 % 
поголовья. Применение добавок с первого дня жизни обеспечи-
вает повышение сохранности стада до 98–100 % [1, 2].

В последние годы большое внимание уделяется созданию 
пробиотиков на основе спорообразующих бактерий рода Bacil- 
lus, относящихся к самоэлиминирующимся антагонистам [3–5]. 
Перспективность их использования обусловлена высокой биоло-
гической активностью, устойчивостью к литическим и пищева-
рительным ферментам, способностью длительно сохранять 
жизнеспособность в желудочно-кишечном тракте, а также тех-
нологичностью в производстве. Бациллы проявляют антагонизм 
в отношении патогенных штаммов, резистентных к химическим 
антибиотикам, активизируют неспецифическую резистентность 
животных. Некоторые представители рода Bacillus образуют 
субстанции, нейтрализующие бактериальные токсины [1, 6]. Вы
сокая антагонистическая активность штаммов спорообразующих 
бактерий в сочетании со способностью синтезировать широкий 
спектр гидролитических ферментов, разлагающих крахмал, 
пектины, целлюлозу, жиры, белки, обеспечивают эффективность 
пробиотических кормовых добавок, разработанных на основе 
бацилл. Экзогенные ферменты улучшают использование труд-
ноперевариваемых компонентов корма и, наряду с антимикроб-
ным эффектом бацилл, способствуют поддержанию микробного 
гомеостаза кишечника [7, 8]. 

Наиболее приемлемой препаративной формой пробиотиков 
является сухая. К числу преимуществ сухой формы можно от-
нести длительность хранения, компактность, удобство транс-
портировки и применения. Одним из подходов в разработке су-
хих препаратов является выращивание культур микроорганиз-
мов в питательных средах с высокой концентрацией сухих 
веществ, что позволяет исключить энергоемкие процессы кон-
центрирования перед сушкой биопрепарата. Проведенные ранее 
[9] исследования показали, что при культивировании бакте-
рий-антагонистов рода Bacillus на средах с соевой, ржаной и ку-
курузной мукой достигаются высокие показатели их роста и ан-
тимикробной активности. 
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Цель исследования – выделение и скрининг штаммов спо-
рообразующих бактерий, утилизирующих крахмалсодержащие 
субстраты и обладающих ферментативной и антагонистической 
активностью.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ний служили изоляты спорообразующих бактерий, выделенные 
из образцов почв и растительных остатков, и штаммы-антагони-
сты рода Bacillus из коллекции лаборатории средств биологиче-
ского контроля Института микробиологии НАН Беларуси. 

В качестве тест-объектов использовали условно-патогенные 
бактерии Esсherichia coli A-39, Staphylococcus aureus В-107, Sal
monella dublin. 

Выделение спорообразующих бактерий осуществляли мето-
дом накопительных культур. Для получения изолированных 
колоний суспензии прогревали при 80 ºС в течение 10 мин и вы- 
севали методом предельных разведений на минимальную пи- 
тательную агаризованную среду следующего состава (г/л): кар-
тофельный крахмал – 10,0; (NH4)2HPO4 – 4,75; KH2PO4 – 9,6;  
MgSO4 × 7H2O – 0,18; натрия цитрат – 1,29; вода дистиллирован-
ная – до 1 л; рН 6,8–7,2.

Оценку ферментативной активности изолятов проводили ча-
шечным методом на агаризованных средах с различными спе- 
цифическими субстратами (картофельный крахмал, натриевая 
соль карбоксиметилцеллюлозы – NaКМЦ, ксилан березы, β-глю
кан ячменя). По окончании инкубирования (72 ч при 30 ºС) со-
держимое чашек прокрашивали специфическими красителями 
(растворы Люголя и 0,1 % конго красного). Об активности про-
дуцируемых культурами ферментов судили по диаметру про-
зрачных зон гидролиза соответствующих субстратов вокруг ко-
лоний и оценивали как слабую (1–4  мм), среднюю (5–12 мм), 
высокую (13 мм и более) [10].

Активность α-амилазы определяли по способности катали-
зировать гидролиз крахмала до декстринов различной молеку-
лярной массы [11]. За единицу активности принимали такое ко-
личество фермента, которое в течение 1 ч при 30 °С и рН 6,0 ка-
тализирует гидролиз 1 г растворимого крахмала, что составляет 
30 % от введенного в реакцию.
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Отбор бактерий-антагонистов проводили методами точечно-
го тестирования и лунок [12]. Антагонистическую активность 
изолятов оценивали по относительным зонам лизиса тест-объек-
тов вокруг колоний изолятов либо лунок с культурой.

Идентификацию наиболее активных бактериальных изоля-
тов осуществляли по схеме, приведенной в руководствах [13–
15]. Таксономическое положение выделенных бактерий устанав-
ливали по Берги [13]. Морфологические, культуральные и физио
лого-биохимические признаки микроорганизмов исследовали 
по общепринятым методам [14, 15]. 

Анализ нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК 
отобранных изолятов выполнен в лаборатории «Центр аналити-
ческих и генно-инженерных исследований» Института микро-
биологии НАН Беларуси.

Глубинное культивирование исследуемых бактерий проводи
ли в колбах Эрленмейера на шейкере-инкубаторе (180–250 об/мин) 
в диапазоне температур 30–34 ºС в среде Мейнелла с 2%-ной ме-
лассой и в среде Лурия-Бертани (LB) c 4%-ным картофельным 
крахмалом в качестве углеродсодержащего субстрата в течение 
48–72 ч. Для засева питательных сред использовали односуточ-
ный вегетативный посевной материал (0,8–1,2 × 109 КОЕ/мл) в ко-
личестве 10 об.%. 

Выделенные культуры хранили на агаризованных средах – 
мясо-пептонной среде или LB c 1%-ным крахмалом.

Исследование токсичности и безвредности отобранных штам
мов бактерий в условиях in vivo проводили на беспородных  
белых крысах массой 186–222 г, распределенных на 7 групп  
(6 опытных и 1 контрольную) по 10 особей в каждой. Культуры 
микроорганизмов вводили животным внутрибрюшинно и ораль
но в дозе 3 мл. Для определения токсикогенности культуры ба-
цилл вводили крысам в области стопы задней правой лапки  
в дозе 0,1  мл, для определения аллергенности – внутрикожно  
в дозе 0,04 мл течение 3 сут. В качестве контроля использовали 
стерильную питательную среду. За животными вели наблюде-
ние в течение 14 сут.

Полученные результаты подвергали статистической обра-
ботке с помощью программы Microsoft Excel. При статистиче-
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ской обработке результатов экспериментов проводили определе-
ние средних арифметических и их доверительных интервалов 
для уровня вероятности 95 % [16].

Результаты и обсуждение. Из образцов, отобранных на тер-
ритории животноводческой фермы и птичника, выделены 50 изоля-
тов спорообразующих бактерий, растущих на минимальной ага-
ризованной среде с 1%-ным растворимым крахмалом в качестве 
единственного источника углерода. Данную выборку анализи-
ровали на проявление амилолитической, целлюлазной, β-глюка-
назной, ксиланазной (рис. 1) и антагонистической активности.

Рис. 1. Зоны гидролиза Na-КМЦ (а), β-глюкана (б), крахмала (в), ксилана (г)
отобранными бактериями 

Рис. 2. Ферментативная и антагонистическая активность изолятов

Результаты оценки ферментативной и антагонистической активности ото-

бранных изолятов, а также коллекционных штаммов представлены в таблице 1. 

Интенсивность синтеза ферментов и антимикробных метаболитов на плотных 

средах тестировали по величине отношения D/d, где D – диаметр зоны гидролиза, 

d – диаметр бактериальной колонии. Все исследуемые изоляты и штаммы гидро-

лизовали широкий спектр углеводных субстратов. При этом наиболее высокий 

уровень ксиланазной активности наблюдался у изолятов 19 и 40 (9,0 и 9,2), амило-
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Рис. 1. Зоны гидролиза Na-КМЦ (а), β-глюкана (б), крахмала (в), ксилана (г) 
отобранными бактериями 

В соответствии с полученными результатами из 50 испытан-
ных изолятов около 30 % проявляли избирательную антагони-
стическую активность к тест-объектам (E.  coli 39А, S.  aureus  
В 107), 50  % обладали амилолитической активностью, 66  % – 
целлюлазной, 67 % – β-глюканазной, 68 % – ксиланазной (рис. 2). 
При этом только 10 % изолятов (К9, 19, 36, 40, 45) соответство-
вали всем требуемым критериям отбора: способностью проду-
цировать комплекс амилаз, целлюлаз и антимикробных метабо-
литов. 

Результаты оценки ферментативной и антагонистической ак-
тивности отобранных изолятов, а также коллекционных штаммов 
приведены в табл. 1. Интенсивность синтеза ферментов и анти-
микробных метаболитов на плотных средах тестировали по  
величине отношения D/d, где D – диаметр зоны гидролиза, d – 
диаметр бактериальной колонии. Все исследуемые изоляты  
и штаммы гидролизовали широкий спектр углеводных субстра-
тов. При этом наиболее высокий уровень ксиланазной активности 

а б в г
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Рис. 2. Ферментативная и антагонистическая активность изолятов

Т а б л и ц а  1.  Ферментативная и антагонистическая активность 
отобранных изолятов и коллекционных штаммов

Изолят, штамм

Ферментативная активность Антагонистическая  
активность в отношении 

тест-объектовАмилоли-
тическая 

КМЦ- 
азная

β-глюка-
назная

Ксила-
назная E. coli 39А S. aureus В107

Изоляты
К9 3,3 3,2 3,0 7,8 2,4 1,6
19 2,5 2,7 3,2 9,0 – 2,8
36 2,2 2,1 2,5 7,2 2,1 2,8
40 1,9 5,0 4,2 9,2 2,2 1,5
45 1,7 3,0 3,3 6,6 – 2,0

Коллекционные штаммы
B. amyloliquefaciens 
БИМ В-497 Д

3,2 2,9 3,0 7,8 3,2 2,4

B. velezensis
БИМ В-439 Д

2,3 3,2 2,8 7,2 2,0 1,6

B. subtilis БИМ 
В-454 Д

2,1 2,9 2,7 6,8 1,7 1,4

B. subtilis 266c 2,2 3,7 2,9 5,8 1,8 –

П р и м е ч а н и е. Ферментативную и антагонистическую активность 
оценивали по величине отношения диаметра зоны гидролиза / лизиса (D)  
к диаметру колонии (d).
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наблюдался у изолятов 19 и 40 (9,0 и 9,2), амилолитической –  
у К9 (3,3), КМЦ-азной и β-глюканазной – у 40 (5,0 и 4,2 соответ-
ственно). 

Оцениваемые методом точечного тестирования антагонисти
ческие свойства были наиболее выражены у штамма B. amylo- 
liquefaciens БИМ В-497 Д в отношении E. coli (3,2), у изолятов 19 
и 36 – в отношении S. aureus (2,8).

Дальнейшее исследование антагонистической активности 
отобранных изолятов проводили методом лунок (табл. 2). Жид-
кие трехсуточные бактериальные культуры получали глубин-
ным выращиванием в питательной среде Мейнелла.

Т а б л и ц а  2.  Антагонистическая активность отобранных 
бактериальных культур (метод лунок)

Изолят
Диаметр зон ингибирования роста патогенов, мм 

E. coli 39А S. aureus В107 S. dublin

К9 23,0 ± 0,31 32,0 ± 0,62 24,0 ± 0,91

19 19,0 ± 0,41 22,0 ± 0,21 23,0 ± 0,71

36 19,0 ± 0,41 20,0 ± 0,51 18,0 ± 0,51

40 27,0 ± 0,51 31,0 ± 0,62 24,0 ± 0,41

45 20,0 ± 0,31 20,0 ± 051 18,0 ± 0,21

B. amyloliquefaciens БИМ В-497 Д 26,0 ± 0,91 35,0 ± 0,62 25,0 ± 0,51

П р и м е ч а н и е.  Обозначения: 1 – диаметр зон нарастания антагониста на 
патоген; 2 – диаметр зон лизиса тест-объекта.

Установлено, что наиболее высокую антагонистическую ак-
тивность проявляли изоляты К9, 19, 40 и коллекционный штамм 
B. amyloliquefaciens БИМ В-497 Д. 

Полученные результаты подтверждены исследованиями ан-
тимикробной активности изолятов К9, 19, 40 в отношении тест- 
объектов, выделенных от животных с клиническими признака-
ми колибактериоза и мастита (рис. 3). Установлена способность 
отобранных культур подавлять рост патогенных микроорганиз-
мов с эффективностью 50–70 %.

Таким образом, с использованием различных тест-объектов 
и методов оценки антимикробной активности получены данные, 
подтверждающие перспективность использования исследуемых 
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бактерий в качестве антагонистов микроорганизмов, вызываю-
щих заболевания сельскохозяйственных животных и птицы. 

При оценке биосовместимости исследуемых культур мето-
дом лунок установлено отсутствие перекрестного антагонизма, 
что свидетельствует о возможности их совместного использо- 
вания.

Способность отобранных культур расти в жидкой среде LB 
c картофельным крахмалом (4 %) оценивали по титру КОЕ и спор, 
α-амилазной активности и степени гидролиза крахмала. Показа-
но, что исследуемые бактерии хорошо развиваются на крахмал- 
содержащем субстрате: отмечено активное спорообразование 
культур на 72 ч роста (80–100 %). Наибольшая α-амилазная ак-
тивность установлена в КЖ изолята К9 и штамма B. amylo
liquefaciens БИМ В-497 Д (0,45 и 0,38 ед/мл соответственно).

С целью идентификации перспективных изолятов изучены 
их морфологические и физиолого-биохимические свойства. 
Установлено, что выделенные культуры представляют собой 
подвижные грамположительные палочки бациллярной формы 
размером 0,6–0,8 × 2,0–3,0 мкм. Споры эллипсовидные, располо-
жены центрально или терминально. Спорангиум не расширен. 
Клетки лежат одиночно либо попарно, реже по 4–5 в коротких 
цепочках. Все исследуемые бактерии-антагонисты относятся  

Таблица 2. Антагонистическая активность отобранных бактериальных культур  
(метод лунок) 

 
Изоляты Диаметр зон ингибирования роста патогенов, мм  

E. coli 39А s.aureus В107 s. dublin 
К9 23,0 ±0,31 32,0±0,62 24,0±0,91 
19 19,0 ±0,41  22,0±0,21 23,0±0,71 
36 19,0±0,41 20,0±0,51 18,0±0,51 
40 27,0±0,51 31,0±0,62 24,0±0,41 
45 20,0±0,31 20,0±051 18,0±0,21 
B. amyloliquefaciens БИМ В-497Д 26,0±0,91 35,0±0,62 25,0±0,51 

Примечания: 1 – диаметр зон нарастания антагониста на патоген;  
2 – диаметр зон лизиса тест-объекта 
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Тест-объекты: I, VIII – палочкообразные энтеробактерии, II–VII – коккообразные формы 
Рис. 3. Антагонистическая активность отобранных штаммов в отношении патогенов,  

выделенных из клинического материала  
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Рис. 3. Антагонистическая активность отобранных штаммов в отношении 
патогенов, выделенных из клинического материала. Тест-объекты: I, VIII –  

палочкообразные энтеробактерии, II–VII – коккообразные формы
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к группе аэробов или факультативных анаэробов, проявляют 
окислительный или бродильный тип метаболизма, восстанавли-
вают нитраты, способны расти в пределах рН 4,0–9,5 (с оптиму-
мом при рН 6,5–7,5) и температуры 20–45 ºС (с оптимумом 30–
37 ºС), в средах с содержанием NaCl до 10 % (изолят 19 до 8 %). 
Исследуемые штаммы каталазо-положительны и оксидазо- 
отрицательны, утилизируют широкий спектр сахаров с образова-
нием кислоты: D-глюкозу, D-маннозу, мальтозу, галактозу, D-фрук
тозу, сорбит, лактозу, D-ксилозу, не потребляют D-арабинозу  
и L-ксилозу, гидролизуют казеин и желатину.

Сравнительный анализ секвенированных нуклеотидных по-
следовательностей гена 16S рРНК штаммов К9, 19, 40 и рефе-
рентных нуклеотидных последовательностей из базы данных 
GenBank выявил их высокое сходство с нуклеотидными после-
довательностями гена 16S рРНК представителей рода Bacillus, 
вида Bacillus sp. (96–98 %).

На основании данных типирова-
ния с использованием диагностиче
ских видоспецифических праймеров 
171F1 (5′-tctcgtcgtagaccgcaa-3′) и 353r1 
(5′-gatccagcctgtttttttgc-3′) (при сравне
нии с референтным штаммом, депо-
нированным в базе NCBI под номе-
ром СР032144), сделано заключение  
о наиболее вероятной принадлежно-
сти штаммов К9, 40, 19 к видам 
B. velezensis либо B. amyloliquefaciens 
(рис. 4). 

Для уточнения таксономического 
статуса изолятов была исследована 
их способность гидролизовать Tween 20 
и Tween 80 (отрицательный резуль-
тат), указавшая на сходство исследуе-
мых культур с видом Bacillus velezen
sis по фенотипическим признакам [17].

Таким образом, в соответствии  
с установленными физиолого-биохи-

глюкозу, D-маннозу, мальтозу, галактозу, D-фруктозу, сорбит, лактозу, D-ксилозу, 

не потребляют D-арабинозу и L-ксилозу, гидролизуют казеин и желатину. 

Сравнительный анализ секвенированных нуклеотидных последовательно-

стей гена 16S рРНК штаммов К9, 19, 40 и референтных нуклеотидных последова-

тельностей из базы данных GenBank выявил их высокое сходство с нуклеотидны-

ми последовательностями гена 16S рРНК представителей рода Bacillus, вида 

Bacillus sp. (96–98 %). 

На основании данных типирования с использованием диагностических ви-

доспецифических праймеров 171F1 (5-'tctcgtcgtagaccgcaa-3') и 353r1 (5'-

gatccagcctgtttttttgc-3') (при сравнении с референтным штаммом, депонированным в 

базе NCBI под номером СР032144) сделано заключение о наиболее вероятной 

принадлежности штаммов К9, 40, 19 к видам B. velezensis либо B. amyloliquefaciens 

(рис. 4).  

 
Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР штаммов К9, 40, 19  

(439 – Bacillus velezensis БИМ В-439Д, референтный) 
 

Рис. 4. Электрофореграмма 
продуктов ПЦР штаммов К9, 
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velezensis БИМ В-439 Д,  

референтный)
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мическими свойствами и генетическими особенностями выде-
ленные изоляты идентифицированы как Bacillus velezensis К9, 
B. velezensis 40 и B. velezensis 19.

Согласно результатам токсикологических испытаний, споро-
образующие бактерии B. velezensis К9, B. velezensis 40 и B. vele
zensis 19 являются непатогенными и безвредными для лабора-
торных животных, не обладают токсичностью, аллергенностью 
и токсигенными свойствами и могут использоваться в микро-
биологической промышленности.

Отобранные штаммы бактерий депонированы в Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов.

Заключение. Из почвы выделены 50 изолятов спорообразу-
ющих бактерий, растущих на минимальной агаризованной сре-
де с крахмалом. Отобраны изоляты К9, 40 и 19, продуцирующие 
комплекс амилаз, целлюлаз, β-глюканаз, ксиланаз и антимикроб
ных метаболитов. Изучены физиолого-биохимические свойства 
и генетические особенности культур, в соответствии с которы-
ми они отнесены к виду Bacillus velezensis. Установлено, что ис-
следуемые штаммы непатогенны и безвредны для лабораторных 
животных, нетоксичны, неаллергенны и нетоксигенны.

Среди коллекционных культур по продукции комплекса фер
ментов и антимикробных метаболитов отобран штамм B. amy
loliquefaciens БИМ В-497 Д.

Наибольшая α-амилазная активность установлена у бакте-
рий B. velezensis К9 и B. amyloliquefaciens БИМ В-497 Д, что сви-
детельствует о перспективности их использования для получе-
ния кормовой добавки на основе крахмалсодержащего сырья.
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Collection cultures of genus Bacillus and sporulating bacteria isolated from 
natural sources were screened for the ability to produce complexes of extracellular 
amylases, cellulases, β-glucanases, xylanases and to display antagonistic properties 
toward opportunistic bacteria. The most active strains distinguished by dual antago
nistic and enzymatic activities and the capacity to grow on concentrated starchy 
nutrient media were selected. Their prospects were demonstrated as vital consti
tuents of probiotic feed additive. Based on physiological-biochemical tests and 
molecular-genetic investigations the isolates were identified as Bacillus velezensis.
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Приведены экспериментальные данные по выделению из эпилимниона 
рыбоводных прудов изолятов олигонитрофильных и фосфатмобилизующих 
бактерий. По наличию nifH-гена, азотфиксирующей и фосфатсолюбилизиру-
ющей способности, деструктивной активности (БПК1 и БПК5) из выделенных 
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культур отобраны 2 азотфиксирующх и 3 фосфатсолюбилизирующих бакте-
риальных изолята, перспективных для использования в качестве основы ми-
кробного удобрения для рыбоводных прудов.

Введение. Рыба является незаменимым высококачествен-
ным продуктом питания. В развитых странах на долю рыбы в пи
тании людей приходится от 18 до 83 % белкового рациона [1].

Восполнить недостаток рыбы в республике позволяет прудо-
вое рыбоводство. Площадь прудового фонда 19 специализиро-
ванных рыбоводных хозяйств для выращивания товарной рыбы 
составляет 16,33 тыс. га. Коэффициент использования прудовых 
площадей колеблется по областям от 39,3 до 86,4 %, составляя  
в среднем по республике 53,0 % [1].

Биологическая продуктивность прудов, от которой зависит 
как естественная, так и общая рыбопродуктивность, в значитель
ной мере обусловлена природной кормовой базой. Уменьшение 
естественной пищи в рационе рыб ведет к снижению усвоения 
комбикормов, их перерасходу, отставанию в росте рыбы, сниже-
нию выхода рыбопродукции [2]. Развитие естественной кормо-
вой базы прудов во многом определяется содержанием азота  
и фосфора в прудовой воде. Одним из основных средств попол-
нения запасов данных макроэлементов в прудах являются удо-
брения.

Традиционно в практике прудового рыбоводства использу-
ются минеральные [3, 4], органические [5] и органо-минеральные 
[6] удобрения. Однако помимо положительного действия приме-
нение удобрений имеет недостатки: развитие токсичных сине- 
зеленых водорослей, зарастание прудов высшей водной расти-
тельностью, снижение содержания кислорода в воде и прочее, 
что приводит к гибели рыбы или получению некачественной 
рыбопродукции.

Перспективным направлением в стимулировании развития 
естественной кормовой базы прудов является использование 
экологически безопасных удобрений, созданных на основе при-
родных штаммов азотфиксирующих и фосфатмобилизующих 
бактерий. В литературе описано бактериальное удобрение для 
рыбоводного пруда, содержащее клетки азотфиксирующего 
штамма Azotobacter chroococcum КМИЭВ 7-16 и штамма-анта-
гониста Azomonas agilis КМИЭВ 6-28. Удобрение улучшает 
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естественную кормовую базу прудов, повышает их рыбопродук-
тивность и устойчивость рыб к отдельным инфекционным бо-
лезням [7]. Известны микробные препараты на основе фосфат-
солюбилизирующих штаммов. Так, разработан бактериальный 
препарат «Полимиксобактерин» для оптимизации концентрации 
минерального фосфора в рыбохозяйственных прудах на основе 
фосфатмобилизующего штамма Paenibacillus polymyxa KB. «По-
лимиксобактерин» изменяет химический состав воды, повышая  
в ней концентрацию водорастворимого фосфора, легко усвояе-
мого звеньями пищевой цепи рыб [8]. Бактериальный препарат 
«Фосфобактерин» на основе ростостимулирующих фосфатмоби-
лизующих почвенных бактерий Bacillus megaterium-6 минерали
зует органические соединения фосфора и повышает рыбопродук
тивность вырастных прудов [9]. Создано специальное удобрение 
для прудов, в состав которого входят не только азотфиксирую-
щие и фосфатсолюбилизирующие бактерии, но и другие компо-
ненты. Внесение биоудобрения в пруды увеличивает количество 
полезных микроорганизмов и запас водорослей, что улучшает 
качество и выход рыбопродукции [10].

Таким образом, применение микробных удобрений на осно-
ве азотфиксирующих и фосфатсолюбилизирующих микроорга-
низмов улучшает обеспеченность водоемов азотом и фосфором, 
стимулирует развитие естественной кормовой базы, регулирует 
численность и состав полезных микроорганизмов в прудах и по-
вышает их продуктивность. В Республике Беларусь микробные 
удобрения для рыбоводных прудов не производятся.

Цель исследования – выделить из рыбоводных прудов и ото
брать наиболее эффективные изоляты азотфиксирующих и фос-
фатсолюбилизирующих бактерий, перспективные для использо-
вания в качестве основы микробного удобрения для рыбовод
ных прудов.

Материалы и методы. Объекты исследования следующие:
676 олигонитрофильных и 458 фосфатмобилизующих бакте-

риальных изолята, выделенных из эпилимниона прудовой воды;
вода, отобранная из трех рыбоводных прудов: пруд № 1 (Ба-

рановичский р-н Брестской обл.), пруды № 21 и № 27 ХРУ «Ви-
лейка» (Вилейский р-н Минской обл.);

годовики карпа массой 15–20 г.
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Выделение из прудовой воды олигонитрофильных и фосфат-
мобилизующих изолятов проводили методом Коха с поверхно
стным посевом водной суспензии на соответствующие агаризо-
ванные питательные среды [11]. Выделение и учет численности 
азотфиксирующих бактерий проводили на безазотных средах 
Эшби [12] и Берка [13], фосфатмобилизующих – на глюкозо-ас-
парагиновой среде с осажденными фосфатами кальция [14]. Рас-
чет количественного содержания микроорганизмов вели на 1 мл 
прудовой воды.

Нитрогеназную активность чистых культур олигонитро-
фильных изолятов, выделенных из прудовой воды, определяли 
ацетиленовым методом на хроматографе «Хром-4», модернизи-
рованном аппаратно-программным комплексом «UniСhrom 4.x-5» 
[15].

Для определения наличия nifH-гена у изолятов, выделенных 
из прудовой воды, ДНК выделяли CTAB-методом с модифика-
циями [16]. Для амплификации фрагмента гена nifН использова-
ли пару праймеров F1 и R6, фланкирующую фрагмент гена раз-
мером 430 пар оснований [17].

Выделение из прудовой воды изолятов, растворяющих фос-
фаты кальция, и определение способности чистых культур изо-
лятов трансформировать фосфаты кальция проводили методом 
осаждения Са-Р в агаризованную глюкозо-аспарагиновую сре- 
ду [14].

Экспериментальные образцы выделенных из прудовой воды 
и отобранных по азотфиксирующей и фосфатмобилизующей ак-
тивности бактерий нарабатывали в лабораторных условиях ме-
тодом глубинного культивирования на жидких средах. Среда 
для глубинного культивирования азотфиксирующих изолятов 
4АТ, 8АТ и 11АТ – мелассо-минеральная [18], фосфатмобилизу-
ющих изолятов 1Т, 5Т и FM 1.3 – глюкозо-аспарагиновая [14].

Исследование токсигенности и патогенности изолятов для 
рыб при введении их per os и внутрибрюшинно, их острой и хро
нической токсичности для рыб при внесении в воду проводили 
согласно существующей в ветеринарии методике [19].

Деструктивную активность фосфатмобилизующих и азот-
фиксирующих изолятов оценивали в модельных опытах скля-
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ночным методом по БПК1 и БПК5 [20] при высоких концентра-
циях бактериальной суспензии от 0,05 до 1,5 мкл/л (0,05; 0,1; 0,2; 
0,5; 1,0; 1,5 мкл/л) при температуре 20 °С.

Острую и хроническую токсичность бактерий для рыб при 
внесении их в воду определяли на годовиках карпа по методике, 
принятой в ветеринарии и гидроэкологии [19, 21].

Статистическую обработку экспериментальных данных осу-
ществляли с помощью программы Microsoft Excel 2010 согласно 
общепринятым для биологических исследований методикам [22].

Результаты и обсуждение. На первом этапе исследований 
провели скрининг азотфиксирующих и фосфатмобилизующих 
микроорганизмов из водных микробоценозов трех рыбоводных 
прудов Минской и Брестской обл. Из общего пула бактерий вы-
делены 490 изолятов олигонитрофильных микроорганизмов, ра-
стущих на среде Эшби, и 186 изолятов – на среде Берка. Из вы-
деленных 676 олигонитрофильных изолятов отобрали 9, хорошо 
растущих и образующих четкие колонии с обильной биомассой 
на вышеперечисленных агаризованных безазотных средах. Да-
лее скрининг азотфиксирующих штаммов проводили молеку-
лярно-генетическим и ацетиленовым методами. Известно, что 
для выявления наличия азотфиксирующего потенциала в каче-
стве маркера азотфиксации чаще всего используют nifH-ген.  
В геноме 9 отобранных олигонитрофильных изолятов опреде-
ляли наличие данного гена. В ходе амплификации фрагмента 
гена nifH с использованием пары праймеров F1 и R6 у 8 изоля-
тов (1АТ, 3АТ, 4АТ, 6АТ, 7АТ, 8АТ, 9АТ и 11АТ) выявили одну 
специфическую зону амплификации размером ~ 430 п. о. (рис. 1), 
что подтверждает синтез данными изолятами нитрогеназы, обе-
спечивающей азотфиксацию.

Прямым доказательством способности олигонитрофильных 
бактериальных изолятов фиксировать атмосферный азот явля-
ется нитрогеназная активность. Определение НГ-активности по-
казало ее наличие у всех изученных изолятов (табл. 1). Макси-
мальные значения выявлены у олигонитрофильных изолятов 
8АТ и 11АТ.

Из образцов воды рыбоводных прудов отобрали 458 фосфат-
солюбилизирующих бактериальных изолята. Отбор ФМ-изолятов 



304	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

проводили по наличию зон «гало». Бактерии, вокруг колоний 
которых образовывались зоны просветления агара, считали 
фосфатсолюбилизирующими (рис. 2).

Наиболее активными фосфатмобилизаторами были изоляты 
1Т, 2Т, 4Т, 5Т, 6Т, 7Т, 8Т, 9Т, 10Т, 12Т, 11Т, 13Т, 14Т, 15Т, 16Т, FM 1.3. 

 
 

1 – изолят 1АТ 4 – изолят 6АТ 7 – изолят 9АТ 
2 – изолят 3АТ 5 – изолят 7АТ 8 – изолят 11АТ 
3 – изолят 4АТ 6 – изолят 8АТ 9 – изолят 12АТ 
10 – Sinorhizobium meliloti 3 (положительный контроль, целевой ген – 430 п.о.) 
М – маркер молекулярной массы ДНК 100 bp («Dialat Ltd» Праймтех) 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации фрагмента nifH-гена 
олигонитрофильных бактериальных изолятов, выделенных из прудовой воды, 

с использованием пары праймеров F1 и R6 
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Рис. 2. Фосфатсолюбилизирующие микроорганизмы прудовой воды 

(глюкозо-аспарагинвая среда с осажденными фосфатами кальция, разведение 10-3) 
 

Наиболее активными фосфатмобилизаторами были изоляты 1Т, 2Т, 4Т, 5Т, 6Т, 

7Т, 8Т, 9Т, 10Т, 12Т, 11Т, 13Т, 14Т, 15Т, 16Т, FM 1.3. Среднее значение диаметра их 

зон «гало» варьировало от 6,3 до 12,8 мм. Фосфаты кальция лучше растворяли 

изоляты 1Т, 5Т и FM 1.3: диаметр зон «гало» 12,8; 11,7 и 17,0 мм соответственно 

(рис. 3, 4). 

     
Рис. 3. Растворение фосфатов кальция бактериальными изолятами, 

выделенными из прудовой воды 
 

 
Рис. 4. Фосфатсолюбилизирующая активность бактериальных изолятов, 

выделенных из прудовой воды 

Рис. 2. Фосфатсолюбилизирующие микроорганизмы прудовой воды (глюкозо- 
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Среднее значение диаметра их зон «гало» варьировало от 6,3 до 
17,0 мм. Фосфаты кальция лучше растворяли изоляты 1Т, 5Т и 
FM 1.3: диаметр зон «гало» 12,8; 11,7 и 17,0 мм соответственно 
(рис. 3, 4).

Таким образом, выделенные из эпилимниона прудовой воды 
бактериальные изоляты 8АТ и 11АТ имеют nifH-ген и обладают 
нитрогеназной активностью, а бактериальные изоляты 1Т, 5Т  
и FM 1.3 растворяют фосфаты кальция, т. е. обладают фосфатсо-
любилизирующей активностью. Вышеперечисленные бактери-
альные изоляты по имеющимся хозяйственно ценным свойствам 
(азотфиксация и фосфатмобилизация) могут быть использованы 
в качестве основы азотфиксирующего и фосфатмобилизующего 
компонентов при создании комплексного микробного удобре-
ния для повышения продуктивности рыбоводных прудов.
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На следующем этапе отбора бактериальных изолятов РУП 
«Институт рыбного хозяйства» проведены модельные экспери-
менты по определению их токсигенности и патогенности для 
рыб. Как показали проведенные исследования, за период наблю-
дения гибели опытных и контрольных рыб не зарегистрирова-
но, изменений в поведении не выявлено (табл. 2).

Т а б л и ц а  2.  Острая токсичность и патогенность азотфиксирующих  
и фосфатмобилизующих бактериальных изолятов для рыб  

при введении per os и внутрибрюшинно

Изолят Доза,
КОЕ/мл

Количество 
заболевших 

рыб, ед.

Количество 
погибших рыб,  

ед.

Выжива-
емость, 

%

Введение per os
8АТ 1,6 × 103 – 1,6 × 106 0 0 100
11АТ 2,2 × 103 – 2,2 × 106 0 0 100
1Т 3,2 × 103 – 3,2 × 107 0 0 100
5Т 3,4 × 103 – 3,4 × 107 0 0 100
FM 1.3 3,0 × 103 – 3,0 × 108 0 0 100
Контроль – 0 0 100

Введение внутрибрюшинно
8АТ 1,6 × 103 – 1,6 × 106 0 0 100
11АТ 2,2 × 103 – 2,2 × 106 0 0 100
FM 1.3 3,0 × 103 – 3,0 × 108 0 0 100
1Т 3,2 × 103 – 3,2 × 107 0 0 100
5Т 3,4 × 103 – 3,4 × 107 0 0 100
Контроль – 0 0 100

Годовики карпа в опытных и контрольных аквариумах были 
подвижны, активно питались. При клиническом осмотре по-
верхности тела, жабр, плавников признаков бактериальных ин-
фекций и других изменений не обнаружено. При патологоанато-
мическом вскрытии внутренние органы находились в пределах 
физиологической нормы. Установлено, что изоляты не патоген-
ны для рыб как при введении в желудок при помощи катетера 
(per os), так и внутрибрюшинно путем инъекции под грудной 
плавник. LD50 установить не удалось, так как за весь период на-
блюдения не зарегистрировано гибели рыб даже при введении 
наиболее концентрированных бактериальных суспензий.
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При определении хронической токсичности штаммов в изу-
чаемых концентрациях не установлено какое-либо токсическое 
воздействие на организм рыб. Подопытные рыбы оставались 
живы на протяжении всего срока эксперимента и последующего 
наблюдения. Не отмечено отклонений в их поведении, а также 
не выявлено изменений со стороны кожных покровов, жабр  
и плавников. При вскрытии внутренние органы находились в пре-
делах физиологической нормы, без каких-либо изменений. Рыбы 
из опытных групп ничем не отличались от рыб контроля.

Известно, что в процессе жизнедеятельности водная микро-
флора осуществляет деструкцию и минерализацию органиче-
ского вещества. В некоторых водоемах бактериальный метабо-
лизм может составлять до 70–90 % общей деструкции планктона. 
Процесс разложения органического вещества сопряжен с потре-
блением в воде кислорода, что легло в основу метода оценки со-
держания в воде и распада легкоокисляемого органического ве-
щества по биохимическому потреблению кислорода за одни 
(БПК1) и пять (БПК5) суток. В то же время интенсивное погло-
щение кислорода планктонным сообществом из толщи воды ры-
боводных прудов может привести к созданию неблагоприятных 
условий для жизнедеятельности рыбы. Падение содержания 
кислорода в воде ниже 2 мг/л приводит к асфиксии и гибели 
рыбы.

Для карповых видов рыб в поликультуре рыбоводных пру-
дов технологическая норма БПК1 установлена в пределах от 1,0 
до 6,0 г О2/м

3 при допустимых значениях не более 8,0 г О2/м
3. 

Технологическая норма БПК5 для этого типа прудов находится  
в пределах от 4,0 до 15,0 г О2/м

3 при допустимых значениях не 
более 20,0 г О2/м

3.
Исследование деструктивной активности планктона особен-

но важно при дополнительном внесении в водную среду микро-
организмов. Оценка деструктивной активности отобранных 
бактериальных штаммов и изолятов показала, что при использо-
вании высоких доз бактериальных суспензий от 0,05 до 1,5 мкл/л 
показатели биологического потребления кислорода (БПК1) в те-
чение суток находились в пределах технологической нормы для 
карповых прудов в поликультуре [23] и не оказывали отрица-
тельного влияния на кислородный режим (табл. 3).
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Т а б л и ц а  3.  Деструкция легкоокисляемого органического вещества 
при использовании азотфиксирующих и фосфатмобилизующих 

бактериальных изолятов

Изолят
Концентрация 
бактериальной 

суспензии, мкл/л
БПК1, мг О2/л  % * БПК5, мг 

О2/л
 % *

8AT

1,50 1,28 320 7,60 131
1,00 1,28 320 7,60 131
0,50 1,28 320 7,50 129
0,20 1,20 320 7,30 126
0,10 1,20 320 6,80 117
0,05 0,88 228 5,90 102

контроль 0,40 100 5,80 100

11AT

1,50 3,17 792 0 0
1,00 2,80 700 0 0
0,50 2,69 672 0 0
0,20 2,05 512 7,60 180
0,10 1,60 400 5,70 134
0,05 1,44 360 5,30 126

контроль 0,40 100 4,20 100

FM 1.3

1,50 3,40 850 0 0
1,00 2,80 700 9,50 134
0,50 1,84 460 9,30 131
0,20 1,44 360 9,20 130
0,10 1,28 320 8,90 125
0,05 1,20 300 8,10 144

контроль 0,40 100 7,10 100

1Т

1,50 4,56 475 0 0
1,00 3,44 358 0 0
0,50 2,16 225 9,20 130
0,20 1,68 175 8,40 118
0,10 1,60 167 8,00 112
0,05 1,28 133 7,80 110

контроль 0,96 100 7,10 100

5Т

1,50 1,10 275 7,60 475
1,00 1,00 250 5,90 369
0,50 0,80 200 3,80 238
0,20 0,85 212 2,40 150
0,10 0,65 162 2,00 125
0,05 0,60 150 1,90 119

контроль 0,40 100 1,60 100

* Полное потребление кислорода в склянке. Для карповых рыбоводческих 
прудов БПК технологическая норма составляет 1–4 мг О2/л, допустимые значе-
ния – не более 5 мг О2/л; для БПК5 технологическая норма – 4–9 мг О2/л, 
допустимые значения – не более 15 мг О2/л. Для карповых рыбоводческих прудов 
в поликультуре БПК1 технологическая норма составляет 1–6 мг О2/л, допустимые 
значения – не более 8 мг О2/л; для БПК5 – технологическая нрорма – 4–15 мг О2/л, 
допустимые значения – не более 20 мг О2/л.
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При экспозиции опыта 5 сут (БПК5) внесение одного микро-
организма из 5 (20 %) исследованных бактерий при концентра-
циях от 0,5 до 1,5 мкл/л приводило к полному потреблению кис-
лорода в опытных склянках, что свидетельствует как о высокой 
активности изолята, так и о невозможности его применения  
в больших концентрациях.

На основании полученных экспериментальных данных ото-
брали 4 наиболее активных изолята: 8AT и 11AT (азотфиксиру-
ющие), FM 1.3 и 1Т (фосфатмобилизующие).

При оценке влияния того или иного препарата, внесенного  
в водную среду, обязательным является проведение биотестиро-
вания на острую и хроническую токсичность препарата. Оценку 
токсического действия проводят по тест-реакциям: выживае-
мость, плодовитость, изменение роста и другим реакциям опыт-
ных организмов. Острая токсичность выражается в гибели 50 % 
рыб (LD50) за короткий промежуток времени до 4 сут. Хрониче-
ская токсичность выражается в гибели гидробионтов в течение 
более длительного срока (до 29–30 сут). Степень токсичности 
зависит от вызываемых повреждений тест-объектов [21].

Как показали проведенные нами исследования (табл. 4), ото-
бранные наиболее активные азотфиксирующие и фосфатмоби-

Т а б л и ц а  4.  Острая и хроническая токсичность азотфиксирующих  
и фосфатмобилизующих бактериальных изолятов для годовиков карпа 

при их внесении в воду

Изолят
Концентрация бактери-
альной суспензии, мкл/л

Количество 
заболевших 

рыб, ед.

Количество 
погибших рыб, 

ед.

Выживае-
мость, %

Острая токсичность (длительность опыта составляла 4 дн.)
8АТ 1,00 – – 100
11АТ 1,00 – – 100

FM 1.3 1,00 – – 100
1Т 1,00 – – 100

Контроль – – – 100
Хроническая токсичность (длительность опыта составляла 30 дн.)

8АТ 0,05 – – 100
11АТ 0,05 – – 100

FM 1.3 0,05 – – 100
1Т 0,05 – – 100

Контроль – – – 100
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лизующие изоляты не токсичны для рыб. Погибших и ослаблен-
ных животных во время опыта не наблюдалось. Выход годови-
ков карпа в опытах на острую и хроническую токсичность 
составлял 100 %.

Таким образом, выявлено, что отобранные бактериальные 
изоляты не токсигенны и не патогенны для рыб. Микроорганиз-
мы не оказывают отрицательного влияния на жизнедеятель-
ность и физиологическое состояние годовиков карпа при опре-
делении как острой, так и хронической токсичности в опытах 
при непосредственном их введении в организм рыбы, а также 
при внесении в среду обитания рыб.

Заключение. Из эпилимниона трех рыбоводных прудов по 
признакам азотфиксации и фосфатсолюбилизации выделены 
676 изолятов олигонитрофильных и 458 изолятов фосфатмоби-
лизующих микроорганизмов. Отобраны из них по наличию 
nifH-гена и азотфиксирующей способности 2 наиболее актив-
ных азотфиксирующих изолята, по диаметру зон «гало» –  
3 фосфатсолюбилизирующих изолята. По результатам исследо-
вания в модельных опытах деструктивной активности (БПК1  
и БПК5) отобранных изолятов при внесении их в высоких кон-
центрациях (0,05–1,5 мкл/л) определены наиболее активные 
азотфиксирующие (8АТ, 11АТ) и фосфатмобилизующие (1T, 5Т, 
1.3 FM) бактериальные изоляты, не оказывающие отрицатель-
ного влияния на кислородный режим воды. Вышеперечислен-
ные изоляты не патогенны для рыб при введении per os и вну-
трибрюшинно, не обладают острой и хронической токсичностью 
для рыб при внесении в воду и могут быть использованы в каче-
стве основы микробного удобрения для рыбоводных прудов.
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Установлено, что включение в рацион телят раннего постнатального пе-
риода сухой пробиотической добавки ДКМ-С активизирует окислительно- 
восстановительные процессы в организме, стимулирует белковый и мине-
ральный обмен, позволяет увеличить живую массу телят на 3,1 %, среднесу-
точный прирост – на 12,6 %, при сокращении затрат кормов на 1 кг прироста – 
на 7,2 % и провести коррекцию кишечного микробиоценоза в сторону снижения 
условно-патогенной микрофлоры и преобладания молочнокислых бактерий.

Введение. Обеспечение животных достаточным количе-
ством высококачественных кормов является основой экономи-
чески эффективного производства животноводческой продукции. 
Эффективность усвоения корма зависит в значительной степени 
от микробной среды, в которой протекают данные процессы. 
Микробными популяциями, формирующимися в пищевари-
тельной системе животных, можно управлять биологическими 
методами. Внесение в среду микроорганизмов с желательным 
направлением метаболизма и высоким уровнем адаптации по-
зволяет подавить гнилостную и патогенную микрофлору, улуч-
шить зоотехнический и хозяйственный результат. В связи  
с этим современные подходы к разработке технологий сбалан-
сированного кормления животных в качестве обязательного 
компонента рациона молодняка рассматривают пробиотические 
микроорганизмы, прежде всего молочнокислые бактерии, кото-
рые являются наиболее важным компонентом резидентной ми-
крофлоры человека и животных. В процессе своей жизнедея-
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тельности они продуцируют биологически активные соедине-
ния, оказывающие положительное влияние на нормофлору, ра- 
боту желудочно-кишечного тракта, обмен веществ и иммунную 
систему микроорганизма [1]. 

С первых минут жизни в организм животного поступает 
множество микроорганизмов, и кормовые средства должны спо-
собствовать правильному формированию микробоценоза. К чис
лу таких средств можно отнести пробиотическую кормовую до-
бавку ДКМ-С, основой которой являются молочнокислые бактерии 
Lactobacillus acidophilus, отличающиеся иммуномодулирующи-
ми свойствами и выраженной антагонистической активностью  
в отношении ряда патогенных и условно-патогенных микроор-
ганизмов. 

Учитывая вышеизложенное, изучение эффективности при-
менения пробиотической кормовой добавки ДКМ-С в составе 
кормов для сельскохозяйственных животных представляет на-
учный и практический интерес и является актуальным.

Материалы и методы. Объектом исследований служили те-
лята черно-пестрой породы молозивно-молочного периода с мо-
мента рождения до 30-дневного возраста, а также добавка кор-
мовая кисломолочная сухая (ДКМ-С). Основу добавки составля-
ют специально отселекционированные молочнокислые бактерии 
L. acidophilus с высоким биосинтетическим потенциалом широ-
кого спектра метаболитов (аминокислоты, полисахариды, вита-
мины, молочная кислота, перекись водорода и др.), с антагони-
стической активностью в отношении гнилостной, патогенной  
и условно-патогенной микрофлоры, иммуномодулирующими свой
ствами. Титр колониеобразующих единиц молочнокислых бак-
терий составил не менее 108 КОЕ/мл. Молочнокислые бактерии 
как облигатные представители желудочно-кишечного тракта 
принимают активное участие в ферментации углеводов и спир-
тов, способствуют формированию нормобиоценоза кишечника.

Для опыта были сформированы 2 группы телят молозив-
но-молочного периода черно-пестрой породы крупного рогатого 
скота: контрольная и опытная, по 10 голов в каждой. Подопыт-
ные животные содержались в условиях технологии, принятой  
в хозяйстве, находились в одинаковых зоогигиенических усло-
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виях, соответствующих отраслевому стандарту. Пробиотическую 
добавку ДКМ-С телятам опытной группы выпаивали индивиду-
ально по 10 г/гол в сутки, предварительно смешивая с водой или 
молоком.

Контроль за состоянием естественной защиты и обменных 
процессов проводили путем исследования крови на основные 
гематологические и биохимические показатели, а также проводи
ли контроль за микробиоценозами желудочно-кишечного тракта.

Кровь брали утром натощак, для проведения гематологиче-
ских исследований стабилизировали трилоном Б [6].

Гематологические показатели определяли с помощью гема-
тологического анализатора «MEDONIC CA – 620» (Швеция). 
Биохимические показатели сыворотки крови телят определяли 
на автоматическом биохимическом анализаторе «Dialab Auto
layser 20010D» (Австрия). 

Микробиоценозы желудочно-кишечного тракта определяли 
по общепринятым методикам [6].

Результаты и обсуждение. Изучение особенности роста  
и развития телят в молозивно-молочный период показало, что  
в начале опыта по живой массе значительных различий между 
группами не установлено. В последующем применение пробио-
тической кормовой добавки ДКМ-С оказало существенное влияние 
на динамику роста животных, которая сопровождалась увели-
чением живой массы в опытной группе на 3,1 %, при сокраще-
нии затрат кормов (ЭКЕ) на 1 кг прироста – на 7,2 % по сравне-
нию с контрольной группой (табл. 1). Данные среднесуточного 
прироста живой массы телят опытной группы показали, что их 
значения достоверно превосходили сверстников в контроле на 
12,6 %. 

Таким образом, применение пробиотической кормовой до-
бавки оказывает положительное влияние на рост и развитие мо-
лодняка крупного рогатого скота.

Продуктивность животных во многом определяется полно-
ценностью питания и в значительной степени зависит от содер-
жания в рационах биологически активных веществ. Для повы-
шения перевариваемости питательных веществ кормов в рубце 
важную роль играет создание оптимальных условий для разви-
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тия микроорганизмов. Недостаток популяционного уровня мо-
лочнокислых бактерий может явиться причиной снижения их 
продуктивности, устойчивости организма к воздействию факто-
ров внешней среды.

Учитывая доминирующее положение молочнокислых бакте-
рий в организме животных, многие исследователи утверждают, 
что именно они являются одним из основополагающих факторов 
формирования естественной резистентности молодняка. Это под
тверждается тем, что при нарушении микробиоценоза из желу-
дочно-кишечного тракта исчезают, прежде всего, молочнокислые 
бактерии и, как следствие, сразу происходит нарушение про
цессов пищеварения и обмена веществ. В организме снижается 
уровень кальция, железа, микроэлементов. Резко падает микро-
биологический синтез витаминов и ферментативная функция 
кишечной микрофлоры [4, 5, 7].

В ходе исследований нами проведена коррекция микробио-
ценоза желудочно-кишечного тракта в сторону преобладания 
молочнокислых бактерий на фоне развития другой микрофлоры 
(кишечной палочки, протея, шигеллы и др.).

Бактериологический анализ фекалий телят (табл. 2) показал, 
что использование добавки на основе молочнокислых бактерий 
телятам раннего постнатального периода способствовало значи-
тельному улучшению микробиологической структуры их ки-
шечного биоценоза уже на 14–15 день исследования.

Микробиологические исследования показали, что у телят 
одно- и двухдневного возраста (как контрольной, так и опытной 

Т а б л и ц а  1.  Динамика живой массы и среднесуточных приростов

Показатель
Группа

Контрольная Опытная

Живая масса, кг
в начале опыта
в конце опыта

38,06 ± 0,23
55,33 ± 0,42

37,55 ± 0,35
57,0 ± 0,39*

Среднесуточной прирост, г 575,8 ± 0,23 648,3 ± 0,49*
к контролю, % 100,0 112,6

Затраты кормов на 1 кг прироста, ЭКЕ 5,03 4,39

* Разница достоверна при Р < 0,01 по отношению к контролю.
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групп) в содержимом кишечника преобладали бактерии группы 
кишечной палочки (~ 108 КОЕ/г), на что указывает морфология 
колоний, результаты исследования микроскопических препара-
тов, а также обильное газообразование при культивировании 
микроорганизмов на питательных селективных средах. Титр 
молочнокислых бактерий составляет ~ 105–108 КОЕ/г.

У телят в возрасте14–15 дней, не получавших пробиотиче-
ский препарат, уровень молочнокислых бактерий в кишечнике 
составил ~ 106–107 КОЕ/г на фоне преобладания в посевах бакте-
рий группы кишечной палочки ~ 108 КОЕ/г. У телят опытной 
группы в результате применения ДКМ-С количество молочно-
кислых бактерий в желудочно-кишечном тракте определялось 
на более высоком уровне и составило ~ 106–108 КОЕ/г соответ-
ственно.

На завершающих стадиях опыта установлено, что введение 
ДКМ-С животным опытной группы по разработанной нами схе-
ме позволяет провести коррекцию микробиоценоза желудоч-
но-кишечного тракта в сторону увеличения численности молоч-
нокислых бактерий до ~ 107–108 КОЕ/г, что значительно превы-
шает аналогичные показатели у телят контрольной группы. 
Также стоит добавить, что в конце опыта количество колоний 
группы кишечной палочки уменьшилось до  ~ 107 КОЕ/г.

Кровь выполняет многообразные функции и обеспечивает не
обходимые условия для жизнедеятельности всех органов и тканей 

Т а б л и ц а  2.  Активность роста культур молочнокислых бактерий, 
выделенных из содержимого кишечника телят

Возраст
животных, дн.

Микроорганизмы, КОЕ/г

Молочнокислые бактерии Бактерии группы кишечной палочки

Титр

1–2 Опыт 1,2 × 105 1,4 × 108

Контроль 1,4 × 105 1,2 ×108

14–15 Опыт 1,5 × 107 1,8 × 108–1,2 × 109

Контроль 2,0 × 106 2,1 × 108

29–30 Опыт 1,6 × 108 2,4 × 107–1,4 × 107

Контроль 2,5 × 106 3,0 × 107
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организма животного. В свою очередь состав крови во многом 
зависит как от состояния организма в целом, так и от отдельных 
его органов и тканей. При нарушении их функций, развитии 
местных или общих патологических процессов меняется не 
только биохимический, но и морфологический состав крови. 
Следовательно, для объективной оценки состояния организма, 
наряду с биохимическими исследованиями, необходимо иметь 
данные по морфологическому составу крови. Результаты морфо-
логических исследований крови приведены в табл. 3.

Т а б л и ц а  3.  Гематологические показатели телят

Показатель
В начале опыта В конце опыта

Норма
Контрольная Опытная Контрольная Опытная

Эритроциты,
1012/л 7,9 ± 0,12 8,1 ± 0,15 7,09 ± 0,24 7,63 ± 0,24 5,4–8,8

Лейкоциты, 
109/л 6,08 ± 0,16 6,13 ± 0,18 6,90 ± 0,19 7,74 ± 0,22* 6,5–10,4

Тромбоциты, 
109/л 366,6 ± 22,2 360,9 ± 19,95 356,8 ± 14,3 370,6 ± 15,06 250–450

Гемоглобин, г/л 115,1 ± 2,88 119,80 ± 2,93 100,60 ± 1,60 118,10 ± 1,86* 90–120

* Разница достоверна при Р < 0,01 по отношению к контролю.

В начале опыта концентрация эритроцитов у животных кон-
трольной и опытной групп была примерно на одном уровне  
и составляла 7,9 и 8,1 × 1012 в 1 л соответственно, лейкоцитов 6,08 
и 6,13 × 109 в 1 л. Концентрация гемоглобина у телят контрольной 
и опытной групп составляла 115,1 и 119,80 г/л соответственно, 
содержание тромбоцитов у животных обеих групп было при-
мерно на одном уровне – 366,6 × 109 в 1 л в контроле и 360,9 × 109  
в 1 л в опытной группе. Все показатели находились в пределах 
физиологической нормы.

Введение животным пробиотической добавки оказало также 
положительное влияние на интенсивность обменных процессов. 
Отмечалось более высокое насыщение крови гемоглобином и за-
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метное увеличение числа эритроцитов, что свидетельствует об 
активизации окислительно-восстановительных реакций в орга-
низме и лучшем усвоении железа. Так, в крови животных опыт-
ной группы концентрация гемоглобина увеличилась на 8,3 %  
(Р < 0,01) по сравнению со сверстниками контрольной группы,  
а содержание эритроцитов – на 7,6 %. Полагаем, это связано,  
в первую очередь, с выработкой витаминов группы В, С и К лак-
тобактериями, которые стимулируют желудочную секрецию  
и гемопоэз. 

К концу исследований в крови телят опытной группы на-
блюдали увеличение количества лейкоцитов и тромбоцитов, что 
также указывает на активизацию органов кроветворения и тем 
самым влияет на повышение естественной устойчивости орга-
низма животных. На наш взгляд, это обусловлено непосред-
ственным потенцирующим действием биологически активных 
веществ пробиотической добавки на функционирование имму-
нокомпетентных органов. Как видно из табл. 3, к концу опытного 
периода содержание лейкоцитов и тромбоцитов в крови живот-
ных опытной группы увеличилось в сравнении со сверстниками 
из контрольной группы на 12,2 (Р < 0,01) и 3,9 % соответственно. 
Следует отметить, что повышение тромбоцитов носило харак-
тер тенденции.

Изучение биохимических показателей крови имеет боль-
шое значение в оценке продуктивных качеств животных и пол-
ноценности питания, поскольку кровь является средой, через 
которую органы и ткани организма получают все необходимые 
для жизнедеятельности питательные вещества и выделяют 
продукты обмена. В зависимости от условий кормления, каче-
ственного состава корма, интенсивности роста животных  
и ряда других факторов биохимические показатели в опреде-
ленных границах изменяются, при этом сохраняя степень по-
стоянства среды. Для определения воздействия пробиотиче-
ской добавки на организм телят нами изучены биохимические 
показатели крови и отмечены определенные изменения в их 
динамике (табл. 4).
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Т а б л и ц а  4.  Биохимические показатели сыворотки крови телят

Показатель
В начале опыта В конце опыта

Норма
Контрольная Опытная Контрольная Опытная

Общий белок, 
г/л

57,13 ± 1,21 56,56 ± 3,09 60,15 ± 1,07 65,78 ± 1,11* 51–71

Альбумины, 
г/л

29,64 ± 1,37 28,49 ± 1,13 29,67 ± 0,54 33,96 ± 0,60* 32–49

Глобулины,
г/л

27,53 ± 2,10 28,07 ± 2,16 31,48 ± 0,85 31,82 ± 0,58 30–50

* Разница достоверна при Р < 0,01 по отношению к контролю.

Как видно из табл. 4, в начале опыта концентрация общего 
белка в сыворотке крови животных контрольной и опытной групп 
была примерно на одном уровне и составляла 57,13 и 56,56 г/л 
соответственно. Содержание альбуминов и глобулинов находи-
лось примерно на одном уровне и составляло 29,64 и 27,53 г/л  
в контроле, 28,49 и 28,07 г/л в опытной группе соответственно. 
Применяемая добавка качественно улучшила белковый состав 
крови. К концу исследований концентрация общего белка в сы-
воротке крови телят в опытной группе была выше на 9,4 %  
в сравнении с контролем и составила 65,78 г/л (Р < 0,01) против 
60,15 г/л в контрольной группе.

Анализируя распределение общего белка по фракциям к кон
цу опытного периода, нами установлено значительное увеличе-
ние альбуминовой фракции в сравнении с контрольной группой 
(29,67 г/л) – оно составило 4,29 г/л и было выше на 14,5 % (Р < 0,01). 
Выявленные изменения свидетельствуют о более полном и ка-
чественном усвоении протеина корма в организме животных, 
получавших ДКМ-С. Вероятно, входящие в состав добавки жи-
вые активные клетки и метаболиты молочнокислых бактерий 
оказывают влияние на синтез нуклеиновых кислот и гемосодер-
жащих белков (альбуминов и глобулинов), улучшают белково- 
образовательную функцию печени, предотвращают распад ами-
нокислот.

Следует отметить, что содержание альбуминов в контроль-
ной группе в конце опытного периода оставалось ниже физиоло-
гической нормы. На наш взгляд, это связано с неэффективным 
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синтезом белков молодым организмом и расходованием моло-
зивных компонентов. Содержание глобулинов в конце опыта как 
в контрольной, так и в опытной группах соответствовало физио-
логической норме, но в опытной группе данный показатель был 
незначительно выше, чем в контрольной. 

К концу опытного периода выявлены изменения и со сторо-
ны минерального обмена (табл. 5). Как видно, в начале и в конце 
опыта содержание минеральных веществ у животных контроль-
ной и опытной групп были в пределах физиологической нормы. 

Т а б л и ц а  5.  Концентрация минеральных веществ  
в сыворотке крови телят

Группа Кальций, 
ммоль/л

Неорганиче-
ский фосфор, 

ммоль/л
Ca / P Железо,

мкмоль/л
Магний,
ммоль/л

В начале опыта
Контрольная 2,32 ± 0,86 1,84 ± 0,53 1,26 ± 0,40 29,46 ± 3,67 1,12 ± 0,33
Опытная 2,4 ± 0,1 1,89 ± 0,2 1,33 ± 0,01 31,7 ± 1,8 1,45 ± 0,3
Норма 2,1–3,8 1,4–2,5 21,6–33,6 0,7–10,2

В конце опыта
Контрольная 2,33 ± 0,99 1,77 ± 0,33 1,32 ± 0,41 21,16 ± 3,57 0,76 ± 0,33
Опытная 2,90 ± 0,1 2,48 ± 0,04 1,17 ± 0,86 27,7 ± 2,6 0,94 ± 0,2

Анализ результатов, полученных при исследовании биохи-
мического состава сыворотки крови, показал, что в начале опы-
та концентрация глюкозы была на уровне 1,84 ммоль/л в контро-
ле и 1,70 ммоль/л в опытной группе, что несколько ниже физио-
логической нормы и свидетельствует о напряжении углеводного 
обмена (табл. 6). 

Содержание мочевины у животных контрольной и опытной 
групп в начале исследований равнялось 3,07 и 2,61 ммоль/л, что 
соответствовало физиологическому уровню. К концу исследова-
ний у животных опытной группы отмечена тенденция к умень-
шению концентрации мочевины (на 13,2 %), что может свиде-
тельствовать о снижении интенсивности белкового катаболизма.

К концу периода исследований у животных опытной груп-
пы, получавших пробиотическую добавку, в сыворотке крови 
наблюдали закономерное увеличение концентрации глюкозы.  
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У этих животных данный показатель был выше на 11,2 % в срав-
нении с аналогами контрольной группы, что свидетельствует об 
активизации углеводного обмена и нормальной переносимости 
применяемого пробиотика, а также о его достаточной биологи-
ческой ценности. Однако следует отметить, что данный показа-
тель у животных контрольной и опытной групп находился ниже 
физиологического уровня. На наш взгляд, это может быть связа-
но со степенью развития рубца. Известно, что по мере его разви-
тия содержание глюкозы в крови жвачных падает более чем  
в 2 раза.

Введение пробиотической добавки оказало влияние на ли-
пидный обмен, о чем свидетельствует снижение концентрации 
холестерина. У животных опытной группы данный показатель 
был ниже на 15,8 % такового у сверстников контрольной груп-
пы, однако различия были недостоверными. Холестерин обна-
руживается во всех тканях и жидкостях организма, а также яв-
ляется важным структурным компонентом биологических мем-
бран. Уменьшение концентрации холестерина в опытной группе, 
по-видимому, связано с включением общего холестерина в со-
став липопротеидов.

Заключение. Включение в рацион телят раннего постнаталь
ного периода сухой пробиотической кормовой добавки ДКМ-С 
активизирует окислительно-восстановительные процессы в ор-
ганизме, стимулирует белковый и минеральный обмен, позволя-
ет увеличить живую массу животных на 3,1 %, среднесуточный 

Т а б л и ц а  6.  Биохимические показатели сыворотки крови телят

Группа Глюкоза, 
ммоль/л

Холестерин, 
ммоль/л АлАТ, ед/л АсАТ, ед/л Мочевина, 

ммоль/л

В начале опыта
Контрольная 3,87 ± 1,23 2,12 ± 0,91 36,50 ± 2,53 45,20 ± 3,95 8,70 ± 0,99
Опытная 3,9 ± 0,1 2,0 ± 0,05 21,2 ± 0,8 54,1 ± 2,9 6,5 ± 0,4*
Норма 2,3–4,1 1,6–5,0 6,9–35 45–110 2,8–8,8

В конце опыта
Контрольная 3,68 ± 1,22 2,21 ± 0,93 22,42 ± 2,43 16,49 ± 3,51 0,99 ± 0,91
Опытная 3,6 ± 0,3 2,7 ± 1,2 28,9 ± 1 49,9 ± 0,9 4,0 ± 0,7

* Разница достоверна при Р < 0,01 по отношению к контролю.
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прирост – на 12,6 % при сокращении затрат кормов на 1 кг при-
роста – на 7,2 % и провести коррекцию кишечного микробиоце-
ноза в сторону снижения условно-патогенной микрофлоры и пре- 
обладания молочнокислых бактерий.
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During the researches it is established that inclusion in a diet of calfs of the 
early postnatal period of the bulk DKM-S probiotic additive intensifies oxidation-
reduction processes in an organism, stimulates protein and mineral exchange, 
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allows to increase the live mass of calfs by 3.1 %, average daily gain – for 12.6 %, at 
reduction in cost of forages by 1 kg of gain by 7.2 % and to carry out correction of 
an intestinal microbiocenosis towards decrease in opportunistic microflora and 
favoring lactic acid bacteria.
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Исследовано влияние микробного препарата «Полибакт» на процессы 
минерализации органического вещества при компостировании соломенного 
навоза КРС и накопление азота, фосфора и калия. Установлено позитивное 
влияние микробного препарата «Полибакт» на степень разложения расти-
тельных остатков в почве и скорость их распада. 

Введение. Компостирование сельскохозяйственных и про-
мышленных отходов является одним из наиболее распростра-
ненных методов обработки и обеззараживания, основанным на 
разложении органических веществ микроорганизмами, в ре-
зультате которого вследствие естественного повышения темпе-
ратуры до 50–60 °С погибают все патогенные микроорганизмы, 
личинки вредителей и семена сорняков. Аэробное компостиро-
вание позволяет через 2–3 мес. получить органическое удобрение, 
применение которого способствует улучшению свойств почв  
и повышению урожайности сельскохозяйственных культур. Ком
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постированию подвергают растительные отходы, куриный по-
мет, навоз КРС и другие отходы животноводства, некоторые пи-
щевые и твердые бытовые отходы, а также отходы крупных про-
изводств (льнопроизводства, производства спиртных напитков  
и др.). 

Уменьшение поступления органического вещества в почву  
и высокая интенсивность ее обработки приводит к снижению 
плодородия. В среднем пахотные почвы теряют около 1 т/га гу-
муса в год. для регулирования его количества применяют систе-
матическое внесение органического вещества в виде компостов, 
зеленых удобрений (сидератов), а также запахивание соломы  
и стерни [1]. Ведется разработка способов ускорения процессов 
минерализации растительных остатков, запахиваемых в почву  
и подвергающихся компостированию. С целью оптимизации 
процессов разложения соломы и стерни используют внесение 
минерального азота или легкоразлагающихся органических азо-
тистых соединении в виде минеральных удобрений, полужид-
кого бесподстилочного навоза, птичьего помета, сидеральной 
растительной биомассы, микробных препаратов [2–5].

Важным приемом экологического земледелия является по-
вышение плодородия почвы за счет применения микробных пре
паратов, обеспечивающих активацию процессов минерализации 
органического вещества компостируемых и запахиваемых рас-
тительных остатков в почву. В состав таких микробных консор-
циумов входят активные штаммы-деструкторы трудноразлагаемых 
органических веществ и бактерии, обладающие агрономически 
ценными свойствами – азотфиксацией, фосфатмобилизацией, 
синтезом биологически активных веществ (фитогормонов, анти-
биотиков, сидерофоров) и обеспечивающие активацию микро-
боценоза почвы и минерализацию органического вещества. 

Цель работы – изучение влияния микробного препарата 
«Полибакт» на эффективность минерализации органического ве
щества при компостировании соломенного навоза КРС и запаш-
ке растительных остатков. 

Объекты и методы исследования. 
Объектами исследований являлись: 
микробный препарат «Полибакт», состоящий из активных 

штаммов целлюлозоразрушающих, азотфиксирующих и фосфат
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мобилизующих микроорганизмов: Bacillus amyloliquefaciens 
БИМ В-845, B. amyloliquefaciens БИМ В-843, Pseudomonas brassi-
cacearum БИМ В-446, Brevibacillus sp. БИМ В-818 и Bacillus me-
gaterium БИМ В-445. Количество жизнеспособных клеток бак-
терий в 1 см3 препарата не менее 1,0 × 109 КОЕ/см3;

компост – органический субстрат, полученный путем фер-
ментации соломенного навоза КРС и обработки микробным 
препаратом «Полибакт»; 

дерново-подзолистая супесчаная почва полевого опыта, па-
хотный слой которой характеризовался слабокислой реакцией 
почвенной среды (рНKCl 5,50–5,62), средним содержанием гуму-
са (2,21–2,41 %) при повышенном содержании подвижных форм 
калия (227–246 мг/кг почвы) и фосфора (155–205 мг/кг почвы);

солома озимого рапса. 
Численность микроорганизмов основных эколого-трофиче-

ских групп устанавливали методом предельных разведений и по
севом на агаризованные питательные среды [6]. Массовую долю 
общего азота определяли по ГОСТ 28743-93, фосфора и калия – 
ГОСТ 26717-85, массу нитратного азота и подвижных форм фос-
фора и калия по ГОСТ 27894.4-88, 27894.5-88, 27894.6-88. 

С целью изучения влияния микробного препарата «Поли-
бакт» на процессы минерализации органического вещества при 
компостировании соломенного навоза КРС был заложен модель-
но-полевой опыт в ООО «ГумусАгро» (г. Червень, 2016 г.) по 
следующей схеме:

соломенный навоз КРС + вода (30,0 л/штабель);
соломенный навоз КРС + микробный препарат «Полибакт» 

(2,0 л/штабель). 
Для ускорения процесса ферментации соломенного навоза 

КРС при компостировании и получении конечного продукта 
высокого качества органический субстрат обогащали микроб-
ным препаратом «Полибакт». Обработку соломенного навоза 
КРС микробным препаратом осуществляли по поверхности шта
беля, расположенного на специальной бетонированной площад-
ке. Для получения однородной аэрируемой массы использовали 
фрезу-аэратор «BACКHUS A30», с помощью которой проводили 
перемешивание и гомогенизацию субстрата, равномерно рас-
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пределяя рабочий раствор препарата (30 л) по всему профилю. 
Размер штабеля: 3 × 1,5 × 50 м.

Влияние микробного препарата «Полибакт» на процессы ми
нерализации, запаханных в почву растительных остатков ози-
мого рапса изучали в условиях модельно-полевого опыта в ГП 
«Экспериментальная база имени Суворова» Узденского р-на Мин
ской обл. в 2015 г. После уборки культуры растительные остатки 
измельчали, обрабатывали микробным препаратом и запахивали. 

Схема опыта: 
солома озимого рапса;
солома озимого рапса + «Полибакт» (2 л/га);
пожнивно-корневые остатки озимого рапса;
пожнивно-корневые остатки озимого рапса + «Полибакт»  

(2 л/га). 
Статистическую обработку экспериментальных данных осу-

ществляли с помощью программы Microsoft Excel согласно об-
щепринятым для биологических исследований методикам [7].

Результаты и обсуждение. В результате компостирования 
соломенного навоза КРС с применением микробного препарата 
«Полибакт» был получен органический субстрат, характеризу-
ющийся следующими основными показателями: запахом земли, 
черно-коричневым цветом, рассыпчатой структурой. Известно, 
что минерализацию органического вещества начинают аммони-
фицирующие неспорообразующие микроорганизмы, разрушая 
доступные формы органических соединений. Важный этап транс
формации соединений азота осуществляют микроорганизмы, 
усваивающие минеральный азот. (рис. 1 и 2). 

О характере основных биохимических процессов при изуче-
нии влияния агротехнических, химических, биологических фак
торов на процессы минерализации органического вещества 
(вносимого в почву, используемого для компостирования) судят 
по соотношению микроорганизмов, усваивающих минеральные 
и органические формы азота. Показатель отношения численно-
сти микроорганизмов, усваивающих минеральный азот, к чис-
ленности микроорганизмов, превращающих органические фор-
мы азота, характеризует коэффициент минерализации. 

Отбор проб компоста проводили по этапам: 1-е, 8-е сут,  
2 мес. По данным, полученным в результате микробиологиче-
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ского анализа, установлено, что в процессе компостирования 
наблюдается положительная динамика в развитии микроорга-
низмов как аммонифицирующих, так и усваивающих минераль-
ные формы азота. Необходимо отметить, что активное разви- 
тие микроорганизмов, усваивающих минеральные формы азота, 
установлено на 8-е сут компостирования. Коэффициент минера-
лизации в опытном варианте (1,02) превышает контроль (0,83)  
в 1,2 раза. Через 2 мес. численность микроорганизмов исследуе-
мых групп в компостируемом субстрате существенно возраста-
ет в опытном варианте по сравнению с контрольным, что под-

осуществляют микроорганизмы, усваивающие минеральный азот. Численность 

микроорганизмов, усваивающих минеральные и органические формы азота, в 

компостируемом субстрате представлена на рис. 1 и 2.  

 

 
Рис. 1. Содержание в компостируемом субстрате микроорганизмов,  

усваивающих минеральные формы азота 
 

 
Рис. 2. Содержание в компостируемом субстрате микроорганизмов,  

усваивающих органические формы азота 
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тверждает значимое влияние исследуемого фактора (микробный 
препарат «Полибакт») на количественные и качественные изме-
нения в структуре микробоценоза компостируемого соломенно-
го навоза КРС. Коэффициент минерализации в опытном вариан-
те превышает контроль в 2,2 раза.

Необходимо отметить, что применение микробного препара-
та «Полибакт» при компостировании соломенного навоза КРС 
способствует накоплению азота, фосфора и калия в ферменти-
руемом субстрате, что превышает данные показатели на 81, 11  
и 20 % соответственно по отношению к контролю (рис. 3). 

Рис. 3. Среднее содержание минерального азота и подвижных форм фосфора 
и калия в компостируемом субстрате

Анализ данных показал, что содержание валовых форм азо-
та, фосфора и калия увеличивается от первого ко второму сро-
кам отбора проб, что, вероятно, объясняется концентрированием 
элементов питания в связи с развитием процессов гумификации 
ферментируемого материала, с одной стороны, и его минерали-
зацией – с другой (табл. 1).

В условиях модельно-полевого опыта установлено, что ми-
нерализация растительных остатков озимого рапса за счет за-
пашки их в почву составляет 25 % (солома) и 20 % (пожнивно- 
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корневые остатки). Применение микробного препарата увеличи-
вает данный показатель на 6 % (солома) и 5 % (пожнивно-корне-
вые остатки), превышение объема минерализованной раститель-
ной массы по отношению к контролю составляет 24 и 25 % соот-
ветственно (табл. 2).

Т а б л и ц а  1.  Содержание валовых форм элементов питания  
в компостируемом субстрате

Дата отбора 
проб

Содержание, % на сухое вещество

Вариант опыта Nобщ P2O5 K2O

19.04.2016 Компост (контроль) 1,80 1,36 1,08
Компост + «Полибакт» 2,16 1,87 1,04

27.04.2016 Компост (контроль) 1,94 1,51 0,85
Компост + «Полибакт» 2,40 1,83 0,99

  

Т а б л и ц а  2.  Эффективность и скорость минерализации  
растительных остатков озимого рапса в дерново-подзолистой супесчаной 

почве через 2 мес. после закладки модельно-полевого опыта

Вариант Минерализация,  % 
(к сухой навеске)

Скорость  
минерализации, 

%/сут

Солома озимого рапса (контроль) 25 0,42
Солома + «Полибакт», 2 л/га 31 0,51
Пожнивно-корневые остатки озимого рапса 
(контроль) 20 0,34

Пожнивно-корневые остатки + «Полибакт», 
2 л/га 25 0,42

Скорость минерализации соломы озимого рапса в единицу 
времени составила 0,42 %/сут. Применение микробного препа-
рата «Полибакт» в дозе 2 л/га обеспечило увеличение скорости 
распада до 0,51 %/сут. Скорость минерализации пожнивно-кор-
невых остатков озимого рапса в единицу времени характеризо-
валась более низкими значениями по сравнению с таковыми, 
полученными для соломы. Согласно полученным данным, ско-
рость распада в единицу времени для необработанных пожнив-
но-корневых остатков составила 0,34 %/сут, для обработанных 
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микробным препаратом «Полибакт» в дозе 2 л/га – 0,42 %/сут. 
Применение микробного препарата «Полибакт» при запашке 
пожнивно-корневых остатков способствовало увеличению ско-
рости минерализации. Установлено, что интенсивность проте-
кания процессов минерализации пожнивно-корневых остатков 
озимого рапса в среднем на 5 % ниже по сравнению с соломой

Заключение. В результате проведенных исследований уста-
новлено, что применение микробного препарата «Полибакт» при 
компостировании соломенного навоза КРС способствует обога-
щению компоста полезной микрофлорой. В процессе фермента-
ции органических отходов под действием микробного препарата 
возрастает численность микроорганизмов, участвующих в пре-
вращении органических и минеральных форм азота. Установлено 
позитивное влияние «Полибакта» на активизацию процессов 
минерализации органического вещества и накопление в нем 
азота, фосфора, калия. Использование микробного препарата 
«Полибакт» в процессе компостирования органических отходов 
обеспечивает увеличение коэффициента минерализации суб-
страта. Применение микробного препарата «Полибакт» в дозе  
2 л/га при запашке растительных остатков озимого рапса (по-
жнивно-корневых остатков и соломы) способствует возраста-
нию степени их разложения и увеличению скорости распада.

Полученные в процессе исследования результаты свидетель-
ствуют о перспективности применения микробного препарата 
«Полибакт» для оптимизации процесса компостирования орга-
нических отходов и ускорения минерализации в почве запахи-
ваемых растительных остатков.
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УДК 579.64

ХАРАКТЕРИСТИКА МИКРОБНОГО КОНСОРЦИУМА –  
ОСНОВЫ БИОПРЕПАРАТА КОМПЛЕКСНОГО  

ДЕЙСТВИЯ ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ ПРОДУКТИВНОСТИ 
ЗЕРНОВЫХ КУЛЬТУР

Е. Ю. ШМЫГА, А. В. СИДОРЕНКО,  
М. Н. МАНДРИК-ЛИТВИНКОВИЧ, В. Н. КУПЦОВ,  

Э. И. КОЛОМИЕЦ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
kozich.katyusha@mail.ru

На основе штаммов спорообразующих бактерий Bacillus amyloliquefa-
ciens 1, Bacillus mojavensis 61, Bacillus megaterium А-145, Bacillus megaterium 7 
с взаимодополняющими свойствами создан микробный консорциум с ком-
плексной биологической активностью. В модельных опытах подтверждены 
его антибактериальное и антифунгальное действие в отношении возбудителей 
болезней зерновых культур, способность улучшать минеральное питание 
растений за счет азотфиксирующей и фосфатмобилизующей активностей, ро-
стостимулирующий эффект. Микробный консорциум сохраняет высокий титр 
бактерий и биологические свойства в течение 6 мес. хранения при 4 °С.

Введение. Зерно является главным источником производ-
ства продуктов питания для человека, кормов для сельскохозяй-
ственных животных, служит сырьем для промышленности. Зер-
новые культуры занимают ведущее место в структуре посевных 
площадей Республики Беларусь. В хозяйствах страны постоянно 
совершенствуются технологии выращивания злаков, внедряют-
ся новые сорта и агротехнические приемы [1]. 

Для обеспечения стабильного роста урожайности зерновых 
культур важной задачей является поддержание плодородия почв, 
что в настоящее время решается преимущественно путем внесе-
ния минеральных удобрений. В условиях высокой концентрации 
зерновых в севооборотах возникают сложности с их размещением 
по оптимальным предшественникам, что приводит к снижению 
продуктивности злаков, накоплению в почве специфических 
возбудителей болезней и ухудшению фитосанитарной ситуации 
в посевах. Для защиты зерновых культур от заболеваний прово-
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дятся многократные обработки пестицидами, что способствует 
формированию устойчивых патогенов, обеднению почвенного 
микробоценоза, загрязнению почвы и зерновой продукции. Кроме 
того, существует проблема утилизации пожнивных раститель-
ных остатков культур предшественников. Запахивание стерни  
и соломы, которые остаются на полях после уборки зерновых, 
позволяет вернуть в почву многие элементы, однако для их ми-
нерализации требуется дополнительное внесение азота или ам-
миачной селитры. В противном случае для разложения расти-
тельных остатков будет использоваться азот почвы, а они сами 
могут долгое время оставаться в неминерализованном виде.

В сложившейся ситуации важным условием повышения уро-
жайности злаков является постоянное совершенствование инте-
грированной системы защиты растений, включая разработку  
и использование экологически безопасных микробных препара-
тов с высокой биологической активностью, позволяющих сни-
зить опасность, связанную с применением химических пестици-
дов и минеральных удобрений, повысить устойчивость агробио-
ценозов и получить экологически чистую зерновую продукцию. 

В связи с экологизацией земледелия активно ведутся разра-
ботки микробных препаратов, предназначенных для решения 
различных задач. Микроорганизмы-антагонисты способны по-
давлять развитие патогенов сельскохозяйственных растений. 
Биопрепараты на основе азотфиксирующих и фосфатмобилизи-
рующих бактерий переводят азот и фосфор в усвояемую для 
растений форму. Целлюлолитические микроорганизмы способ-
ствуют ускорению минерализации растительных остатков, обо-
гащают почву органическим веществом. Многие почвенные 
бактерии способны синтезировать биологически активные ве-
щества (фитогормоны, органические кислоты), стимулирующие 
рост и развитие растений.

Исходя из вышесказанного, перспективной является разра-
ботка микробного препарата на основе консорциума микроорга-
низмов с комплексной биологической активностью (продукция 
метаболитов с антимикробным и ростостимулирующим дей-
ствием, активизация микробиологических процессов в почве, 
обогащение ее доступными источниками углерода, азота, фос-
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фора), действие которого направлено на улучшение фитосани-
тарного состояния посевов, ускорение процессов минерализа-
ции растительных остатков, восстановление почвенных микро-
боценозов, улучшение фосфорного и азотного питания растений.

Цель исследования – характеристика микробного консор-
циума с взаимодополняющими свойствами как основы для раз-
работки биопрепарата комплексного действия для повышения 
продуктивности зерновых культур.

Материалы и методы. Объектом исследования являлся ми-
кробный консорциум, состоящий из 4 штаммов спорообразую-
щих бактерий Bacillus amyloliquefaciens 1, Bacillus mojavensis 61, 
Bacillus megaterium А-145, Bacillus megaterium 7.

Бактерии выращивали на мясо-пептонном агаре (МПА), 
поддерживали путем периодических (1 раз в месяц) пересевов 
на МПА с последующим хранением при температуре 4 °С.

Для получения консорциума штаммы бактерий B. amyloliq-
uefaciens 1, B. mojavensis 61, B. megaterium А-145, B. megaterium 7 
выращивали раздельно на среде Мейнелла [2] в колбах Эрлен-
мейера на качалке (180 об/мин) при температуре 30 °С в течение 
48 ч. Полученные культуральные жидкости (КЖ) смешивали  
в соотношении 1:1:1:1.

Антагонистическую активность консорциума исследовали 
методом лунок [3]. В качестве тест-культур использовали штам-
мы фитопатогенных грибов Fusarium culmorum БИМ F-459, 
БИМ F-600 Г, Fusarium graminearum БИМ F-601 Г, Fusarium  
avenaceum БИМ F-458, Fusarium moniliforme БИМ F-418 Г, Fu-
sarium proliferatum БИМ F-602 Г, Fusarium oxysporum 381, Athri
nium sp. 2.1, Alternaria alternata 6.3 и фитопатогенных бактерий 
Pectobacterium carotovorum 2.16, 25.1, 2.18, Pseudomonas syringae 
БИМ В–239, БИМ В–266, БИМ В–267, БИМ В–268, Xanthomonos 
campestris БИМ В–829, БИМ В–259, Pantoea agglomerans БИМ 
В–281, БИМ В–562 из фонда Белорусской коллекции непатоген-
ных микроорганизмов.

Фитопатогенные грибы культивировали в картофельно-глю-
козном бульоне (КГБ) (г/л: картофель – 200, глюкоза – 10, рН – 6,0) 
в колбах Эрленмейера на качалке (200 об/мин) при 24 °С на про-
тяжении 48–72 ч, фитопатогенные бактерии – в мясо-пептонном 
бульоне (МПБ) на качалке (200 об/мин) при 28 °С в течение 48 ч. 
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Титр жизнеспособных клеток бактерий определяли методом 
предельных разведений [3] с последующим высевом на МПА. 
Подсчет колоний осуществляли через 48–72 ч культивирования 
при 28 °С.

Фосфатмобилизующую активность консорциума оценивали 
по размеру зон гидролиза ортофосфата кальция на среде NBRiP 
[4–6], азотфиксирующую – по способности расти на безазоти-
стой среде Эшби [9] с добавлением 0,5%-ного спиртового рас-
твора бромтимолового синего.

Оценку фитотоксичности и ростостимулирующего действия 
консорциума проводили на зернах овса. Овес в течение 20 мин 
замачивали в 2 и 5 % КЖ консорциума или отдельных штаммов 
бактерий, промывали стерильной водой и высевали в почву.  
В качестве контроля использовали зерна овса, замоченные в ди-
стиллированной воде. Через 3–4 сут определяли всхожесть се-
мян, 10 сут – сухую массу корня и стебля проростков в опытном 
и контрольном вариантах [8]. О фитотоксичности судили по сте-
пени задержки прорастания семян и развития проростков. Пока-
затель ростостимулирующего действия (Т, %) рассчитывали по 
формуле:

Т = ((Дконт – Доп) / Дконт) × 100,

где Дконт – среднее арифметическое сухой массы проростков  
в контроле; Доп – среднее арифметическое сухой массы пророст-
ков в опыте.

Способность консорциума снижать поражаемость овса бо-
лезнями грибной этиологии исследовали в модельных опытах. 
Для этого готовили споровую суспензию фитопатогенного гри-
ба F. avenaceum БИМ F-458 в концентрации 1 × 106 спор/мл, раз-
водили ее водой в 10 раз, вносили в сухую почву в соотношении 
1:8,33 и тщательно перемешивали. Зараженную почву расклады-
вали в пластиковые сосуды и высевали семена овса. Перед посе-
вом семена овса обрабатывали 10%-ным раствором КЖ консор-
циума (опыт) или дистиллированной водой (контроль). Учет  
поражения овса корневой гнилью, вызываемой F.  avenaceum, 
проводили через 2 нед. по количеству погибших всходов. 
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Для оценки стабильности консорциума при хранении при  
4 °С проводили оценку основных качественных показателей 
(титр клеток, антимикробная, азотфиксирующая и фосфатмоби-
лизирующая активности) с периодичностью 1 раз в месяц в те-
чение 6 мес.

Все эксперименты выполняли в 3–5 повторностях. При ста-
тистической обработке экспериментальных данных рассчиты-
вали доверительный интервал среднего арифметического для  
95 % уровня вероятности. Статистическую обработку и анализ 
результатов осуществляли, используя пакет программ Microsoft 
Excel.

Результаты и обсуждение. При создании микробного кон-
сорциума комплексного действия необходимо включать в его 
состав микроорганизмы с взаимодополняющими практически 
полезными свойствами. 

Ранее нами были выделены и охарактеризованы 4 штамма 
спорообразующих бактерий, обладающие рядом агрономически 
ценных признаков: B.  amyloliquefaciens 1 – антагонистической  
и целлюлолитической активностями, B. mojavensis 61 – антими-
кробным действием, способностью к азотфиксации и синтезу 
ауксинов, B. megaterium А-145 – азотфиксирующей активностью 
и продукцией ауксинов, B. megaterium 7 – способностью моби-
лизировать труднораствормые фосфаты. Показано, что выделен-
ные штаммы бактерий характеризуются отсутствием взаимного 
ингибирования и могут являться основой микробного консор-
циума с комплексной биологической активностью [9].

Раздельное культивирование штаммов B. amyloliquefaciens 1, 
B. mojavensis 61, B. megaterium А-145, B. megaterium 7 с последу-
ющим смешиванием КЖ в соотношении 1:1:1:1 позволило полу-
чить консорциум с высоким общим титром – 2,9 × 109 КОЕ/мл.

Исследование биологической активности консорциума пока-
зало его способность ингибировать рост широкого спектра 
тест-культур фитопатогенных бактерий (P. carotovorum, Ps. sy
ringae, P.  agglomerans, X. campestris) и грибов (F.  culmorum, 
F.  graminearum, F.  avenaceum, F.  proliferatum, F.  oxysporum, 
Athrinium sp., Alternaria alternata) – возбудителей болезней злаков. 
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Диаметр зоны подавления роста фитопатогенных грибов варьи-
ровал в пределах 20–25 мм, фитопатогенных бактерий – 15–28 мм 
(рис. 1, табл. 1, 2).

Установлено, что микробный консорциум способен фикси-
ровать атмосферный азот (интенсивный рост на безазотистой 
среде Эшби) и солюбилизировать ортофосфат кальция с образо-
ванием зон гидролиза диаметром 3–8 мм (через 3–5 сут культи-
вирования) (рис. 2). Наличие азотфиксирующей и фосфатмоби-
лизующей активностей свидетельствует о способности консор-
циума улучшать минеральное питание растений.

Раздельное культивирование штаммов B. amyloliquefaciens 1, B. mojavensis 

61, B. megaterium А-145, B. megaterium 7 с последующим смешиванием КЖ в со-

отношении 1:1:1:1 позволило получить консорциум с высоким общим титром – 

2,9×109 КОЕ/мл. 

Исследование биологической активности консорциума показало его способ-

ность ингибировать рост широкого спектра тест-культур фитопатогенных бакте-

рий (P. carotovorum, Ps. syringae, P. agglomerans, X. campestris) и грибов 

(F. culmorum, F. graminearum, F. avenaceum, F. proliferatum, F. oxysporum, 

Athrinium sp., Alternaria alternata) – возбудителей болезней злаков. Диаметр зоны 

подавления роста фитопатогенных грибов варьировал в пределах 20-25 мм, фито-

патогенных бактерий – 15-28 мм (рис. 1, табл. 1, 2). 
 

    

а – Ps. syringae БИМ В–239; б – Ps. syringae БИМ В–268; в – F. culmorum БИМ F-459;  
г – F. oxysporum 381 

Рис. 1. Зоны задержки роста тест-культур патогенов злаков  
исследуемым микробным консорциумом 

 
Таблица 1. Антагонистическая активность исследуемого консорциума  

по отношению к тест­культурам грибов – патогенов злаков 
 

Тест-культура 

Штамм бактерий 
Консорциум B. amyloliquefaciens 

1 
B. mojavensis  

61 
B. megaterium 

А-145 
Диаметр зоны задержки роста тест-культур, мм 

F. culmorum  
БИМ F-459 24 ± 0,5 22 ± 0,5 21 ± 1,0 25 ± 0,5 

F. culmorum  
БИМ F-600 Г 23 ± 1,0 23 ± 0,5 21 ± 0,5 24 ± 0,5 

F. graminearum  
БИМ F-601Г 22 ± 0,5 23 ± 0,5 22 ± 1,0 23 ± 0,5 

F. avenaceum 
БИМ F-458 26 ± 1,0 25 ± 1,0 20 ± 0,5 24 ± 1,0 

а б г в 

Рис. 1. Зоны задержки роста тест-культур патогенов злаков исследуемым 
микробным консорциумом: а – Ps. syringae БИМ В–239; б – Ps. syringae БИМ 

В–268; в – F. culmorum БИМ F-459; г – F. oxysporum 381

Т а б л и ц а  1.  Антагонистическая активность исследуемого 
консорциума по отношению к тест-культурам грибов – патогенов злаков

Тест-культура

Штамм бактерий

КонсорциумB. amylolique-
faciens 1

B. mojaven- 
sis 61

B. megaterium 
А-145

Диаметр зоны задержки роста тест-культуры, мм

F. culmorum БИМ F-459 24 ± 0,5 22 ± 0,5 21 ± 1,0 25 ± 0,5
F. culmorum БИМ F-600 Г 23 ± 1,0 23 ± 0,5 21 ± 0,5 24 ± 0,5
F. graminearum БИМ F-601Г 22 ± 0,5 23 ± 0,5 22 ± 1,0 23 ± 0,5
F. avenaceum БИМ F-458 26 ± 1,0 25 ± 1,0 20 ± 0,5 24 ± 1,0
F. moniliforme БИМ F-418 Г 22 ± 0,5 24 ± 0,5 23 ± 0,5 25 ± 0,5
F. proliferatum БИМ F-602 Г 20 ± 0,5 20 ± 0,5 20 ± 1,0 21 ± 0,5
F. oxysporum 381 21 ± 0,5 23 ± 0,5 21 ± 0,5 24 ± 0,5
Athrinium sp. 2.1 24 ± 1,0 25 ± 0,5 23 ± 0,5 25 ± 1,0
Alternaria alternata 6.3 20 ± 0,5 23 ± 0,5 22 ± 1,0 23 ± 0,5

П р и м е ч а н и е.  Диаметр лунки – 9 мм.

а б в г
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В модельных опытах установлено, что микробный консор-
циум при использовании в виде 2- и 5%-ного водного раствора 
не оказывает фитотоксичного действия на овес, а стимулирует 
всхожесть и развитие проростков данного злака. Так, вес про-
ростков в опытных вариантах в среднем на 20 % превышает дан
ный показатель в контроле (обработка водой), а длина надземной 
части и корней овса увеличивается на 13,5–15,0 и 58,0–60,0 % 
соответственно.

Т а б л и ц а  2.  Антагонистическая активность исследуемого 
консорциума по отношению к тест-культурам  

бактерий-патогенов злаков

Тест-культура

Штамм бактерий

КонсорциумB. amyloliquefa-
ciens 1

B. mojaven-
sis 61

B. megaterium 
А-145

Диаметр зоны задержки роста тест-культуры, мм

P. carotovorum 2.16 17 ± 0,5 18 ± 0,5 18 ± 0,5 17 ± 0,5
P. carotovorum 25.1 14 ± 0,5 17 ± 1,0 14 ± 0,5 15 ± 0,5
P. carotovorum 2.18 20 ± 1,0 20 ± 0,5 15 ± 0,5 18 ± 0,5
Ps. syringae БИМ В–239 23 ± 0,5 24 ± 0,5 23 ± 1,0 23 ± 0,5
Ps. syringae БИМ В–266 21 ± 0,5 23 ± 1,0 22 ± 0,5 23 ± 1,0
Ps. syringae БИМ В–268 24 ± 1,0 26 ± 0,5 23 ± 1,0 28 ± 1,0
Ps. syringae БИМ В–267 17 ± 0,5 18 ± 0,5 18 ± 0,5 18 ± 0,5
X. campestris БИМ В–829 15 ± 0,5 17 ± 0,5 14 ± 0,5 16 ± 0,5
X. campestris БИМ В–259 14 ± 0,5 17 ± 1,0 14 ± 0,5 15 ± 0,5
P. agglomerans В–281 15 ± 1,0 17 ± 0,5 15 ± 1,0 17 ± 0,5

П р и м е ч а н и е.  Диаметр лунки – 9 мм.

мобилизующей активностей свидетельствует о способности консорциума улуч-

шать минеральное питание растений. 
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Т а б л и ц а  3.  Влияние микробного консорциума и входящих  
в его состав штаммов бактерий на поражаемость всходов овса 

корневыми гнилями, вызываемыми F. avenaceum

Вариант  % погибших от инфекции  % снижения инфекции

10 дн. после посева
Контроль без фитопатогена 0 –
Контроль с фитопатогеном 31 –
Bacillus megaterium А-145 14 16
Bacillus amyloliquefaciens 1 8 22
Bacillus mojavensis 61 11 19
Микробный консорциум 5 25

14 дн. после посева
Контроль без фитопатогена 0 –
Контроль с фитопатогеном 56 –
Bacillus megaterium А-145 47 9
Bacillus amyloliquefaciens 1 28 28
Bacillus mojavensis 61 35 21
Микробный консорциум 41 15

Т а б л и ц а  4.  Стабильность микробного консорциума  
при хранении при 4 °С

Показатель
Продолжительность хранения, мес.

0 1 2 3 4 5 6

Кислотность, рН 7,22 7,26 7,30 7,29 7,37 7,30 7,32
Титр клеток, 
КОЕ/мл 3,4 × 109 2,9 × 109 2,9 × 109 2,8 × 109 2,8 × 109 2,8 × 109 2,8 × 109

Диаметр зоны 
подавления  
роста, мм
F. oxysporum
Ps. syringae

25 ± 0,5 25 ± 1,0 25 ± 0,5 28 ± 1,0 30 ± 1,0 25 ± 0,5 25 ± 0,5

31 ± 1,0 36 ± 0,5 34 ± 0,5 31 ± 1,0 30 ± 0,5 28 ± 0,5 30 ± 0,5

Рост на безазоти-
стой среде Эшби, 
титр клеток, 
КОЕ/мл

1,7 × 108 1,5 × 108 1,0 × 108 5,0 × 107 1,0 × 107 2,0 × 107 1,0 × 107

Диаметр зоны 
растворения 
фосфатов, мм

5 3 2 2 2 2 2
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В условиях модельного инфицирования овса фитопатогенным 
грибом F. avenaceum БИМ F-458 (104 спор/г почвы) показано, что 
предварительная обработка семян 10%-ным рабочим раствором 
исследуемого микробного консорциума снижает поражаемость 
всходов корневыми гнилями в среднем на 15  % (табл. 3). Пред-
ставленные данные свидетельствуют о фитозащитном действии 
консорциума и перспективности его использования для контро-
ля фитосанитарного состояния посевов злаков.

Оценка стабильности микробного консорциума при дли-
тельном хранении при 4 °С показала сохранность высокого титра 
клеток (в среднем 2,8 × 109 КОЕ/мл), антибактериальной и анти-
фунгальной активности в отношении патогенов злаков, способ-
ности к фиксации молекулярного азота и фосфатмобилизации  
в течение не менее 6 мес. (табл. 4).

Заключение. На основе штаммов B.  amyloliquefaciens 1, 
B. mojavensis 61, B. megaterium А-145, B. megaterium 7 создан ми-
кробный консорциум с комплексной биологической активно-
стью. В модельных опытах подтверждено его антибактериаль-
ное и антифунгальное действие в отношении возбудителей бо-
лезней зерновых культур, способность улучшать минеральное 
питание растений за счет азотфиксирующей и фосфатмобилизу-
ющей активностей,  а также ростостимулирующий эффект. Ми-
кробный консорциум стабильно сохраняет жизнеспособность  
и агрономически ценные свойства в течение 6 мес. хранения при 
температуре 4 °С.
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Based on spore-forming bacterial strains Bacillus amyloliquefaciens 1, Bacil-
lus mojavensis 61, Bacillus megaterium А-145, Bacillus megaterium 7 with comple-
mentary properties microbial consortium possessing complex biological activity 
was developed. Its antibacterial and antifungal action toward plant pathogens, capa-
bility to improve mineral nutrition of plants due to nitrogen-fixing and phospho-
rus-mobilizing activity, growth-stimulating action, were proved in model experi-
ments. Microbial consortium maintains high bacterial titer and biological properties 
during 6 month storage at 4 °С.
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ПОЛУЧЕНИЕ И АНТИМИКРОБНЫЕ СВОЙСТВА 
ПЕПТИДОВ КАЗЕИНОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ  

ИЗ МОЛОКА ТРАНСГЕННЫХ КОЗ

И. С. АГИЕВИЧ, А. А. КОСТЕНЕВИЧ,  
Р. Н. БИРЮКОВ, К. А. ГУБЧИК

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
A.Kastsianevich@gmail.com

Проведен гидролиз выделенных из молока трансгенных коз казеинов 
тремя пептидазами: трипсином, протеиназой К и пепсином. Подобраны опти-
мальные время гидролиза и концентрации ферментов. Определена антими-
кробная активность полученных гидролизатов по отношению к бактериям, 
дрожжам и мицелиальным грибам, установлены различия воздействия ги-
дролизатов, полученных с помощью разных ферментов.

Введение. Казеины представляют собой семейство фосфо-
протеинов (α-S1, α-S1, β, κ). Казеиновая фракция составляет око-
ло 80 % белков коровьего молока и 20–45 % белков человеческо-
го молока [1]. Казеин является источником биоактивных пепти-
дов, получаемых, как правило, его ферментативным гидролизом. 
Биоактивные пептиды проявляют ряд свойств, включая антиги-
пертензивные, антиоксидантные, опиоидные, антибактериаль-
ные, антифунгальные и иммуномодулирующие [2].

В литературе описана антимикробная активность пептидов 
казеина против многих бактерий [3]. Так, пептиды α-казеина 
(мас. 1205 Да и 1718 Да) ингибировали рост патогенов Bacillus 
cereus и Escherichia coli, в то же время способствуя росту про-
биотиков Lactobacillus acidophilus [4]. Бактерии, подверженные 
действию пептидов α-S1-казеин f(99–109) и α-S2-казеин f(183–207), 
могут быть как грамположительными (Bacillus subtilis, Listeria 
innocua, Listeria monocytogenes), так и грамотрицательными 
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(Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. coli, Salmonella 
enteritidis, Salmonella typhimurium) [5]. α-S2-Казеин f(183–207) 
также проявляет активность против такого возбудителя заболе-
ваний, как Cronobacter sakazakii [6].

К возможным механизмам действия антимикробных пепти-
дов относится перфорация клеточной мембраны, приводящая  
к нарушению метаболизма в цитозоле и органеллах, стимулиро-
вание факторов иммунитета, ингибирование бактериальных фер
ментов [5]. Биоактивные пептиды способны электростатически 
связываться с анионными составляющими бактериальной кле-
точной стенки (липополисахаридами в грамотрицательных бак-
териях и тейхоевыми кислотами в грамположительных) и при-
водить к утечке компонентов клетки через трансмембранные 
поры [7]. Антибактериальные свойства казоцидина I [α-S2-казе-
ин f(165–203)] обусловлены, подобно лактоферрицинам, систе-
мой положительных зарядов в молекуле. Данный пептид спосо-
бен ингибировать рост E. coli и Staphylococcus carnosus [2].

Производные пептиды α-S1-казеина, получаемые в результа-
те ферментации L. acidophilus – казеицин А [f(21–29)] и казеи- 
цин Б [f(30–37)], – проявляют антимикробную активность про-
тив грамположительных и грамотрицательных бактерий, в том 
числе против патогенов C. sakazakii, S. typhimurium и Staphy
lococcus aureus [8].

Пептид α-S2-казеина f(79–88) проявляет активность против 
Helicobacter pylori [9]. Два фрагмента из того же казеина – f(183–
207) и f(164–179) – также подавляют рост патогенов. Так, анти-
бактериальные пептиды α-S2-казеина, например исрацидин, про
являют активность против S. aureus, Streptococcus pyogenes  
и L. monocytogenes, а также Candida albicans. При гидролизе ка-
зеина под действием химозина образуются гликомакропептид, 
модулирующий рост кишечной микрофлоры, и казеиномакро-
пептид, который ингибирует рост Streptococcus mutans и E. coli. 
Полученные с помощью трипсина и химотрипсина пептиды 
β-казеина также ингибируют рост патогенов Enterococcus faecium 
и Bacillus megaterium [7].

Антимикробные пептиды можно получить из β-казеина его 
гидролизом под действием плазмина. Так, антимикробную ак-
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тивность проявляют f(100–105), f(108–113), f(177–183), f(170–176), 
f(98–105), f(106–113), f(100–107) и f(170–183). Более чувствитель-
ными к воздействию пептидов были грамположительные бакте-
рии [10].

Пептиды, полученные гидролизом бычьего казеина с помо-
щью сериновой металлопротеазы из Lactococcus lactis, проявля-
ли антимикробную активность как против грамположительных 
(L. innocua и Micrococcus luteus), так и против грамотрицатель-
ных (E. coli и S. enteritidis) бактерий [11]. Состав антимикробно-
го пептида был идентифицирован как SSSEESII, что соответ-
ствует фрагменту α-S2-казеина f(24–31). Данный пептид, в отли-
чие от других, имеет анионную природу, его гидрофобная область 
невелика.

Антифунгальные свойства пептидов казеина мало описаны  
в литературе. Есть упоминания о выделенном с помощью мо-
лочнокислых бактерий фрагменте DMPIQAFLLY массой 1211 Да, 
который в концентрациях выше 35 мкМ ослаблял рост дрожжей 
рода Debaryomyces hansenii [12].

Казеин является компонентом многих пищевых продуктов, 
что определило выбор ферментов для его гидролиза: трипсин (се-
риновая эндопептидаза) и пепсин (аспарагиновая эндопептидаза) 
которые относятся к основным пищеварительным ферментам че-
ловека, широко применяются в промышленности. Фермент гриб-
ного происхождения протеиназа К, также являющаяся сериновой 
протеазой, отличается высокой активностью и, взятая в соот-
ветствующей концентрации, способна катализировать гидролиз 
большей части белка. Данные ферменты находят применение при 
лабораторном гидролизе казеинов [4, 13].

В настоящее время на рынке представлены коммерческие 
препараты, содержащие пептиды казеина: «Bovine Casein Hydro
sylate», «C12», «C12 Peptide», «C12 Peption», «Calcium Caseinate», 
«Casein», «Casein Decapeptide», «Casein-derived Peptide», «Casein 
Hydrosylate», «Casein Peptide», «Casein Phosphopeptide», «Casein 
Protein Extract», «Casein Protein Hydrosylate», «Casein Tripeptide», 
«Casein Tryptic Hydrolysate» и др. [14]. Однако только небольшая 
часть из них обладает антимикробной активностью: это BioPURE-
GMP (Davisco, США), содержащий гликомакропептид из κ-казеина; 
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а также содержащие фосфопептиды казеина Recaldent (Cadbury 
Enterprises Pte Ltd.), GC tooth mousse (GC Europe N.V.), MI paste / 
MI paste plus, Trident extra care (Cadbury Adams, США), применя-
ющиеся для профилактики кариеса. Приведенные примеры ис-
черпывают перечень коммерческих препаратов, содержащих 
пептиды казеина с антимикробным действием, следовательно, 
их общее количество на рынке невелико [13]. Поэтому актуаль-
ными являются исследования антимикробной активности пеп
тидов казеина, имеющие целью расширение спектра таких ком-
мерческих препаратов.

На лабораторно-экспериментальном участке лаборатории 
белка Института микробиологии НАН Беларуси осуществляет-
ся выделение рекомбинантного человеческого лактоферрина из 
молока трансгенных коз. В связи с тем, что казеиновая фракция 
составляет до 72  % всех белков обрабатываемого молока, пред-
ставляется разумным использовать ее как источник биологиче-
ски активных пептидов, которые за счет антимикробной актив-
ности могут использоваться в качестве биологически активных 
добавок и консервантов.

Цель исследования – получение из казеинов молока транс
генных коз пептидных фракций, обладающих антимикробной 
активностью, с помощью ферментов с различной субстратной 
специфичностью.

Материалы и методы. Получаемая казеиновая фракция об-
разовывалась при отделении сыворотки от молока трансгенных 
коз и, таким образом, представляла собой побочный продукт при 
выделении рекомбинантного человеческого лактоферрина. Ме-
тодика отделения казеиновой фракции была описана ранее [15].

Определение чистоты и молекулярной массы полученных 
фракций проводили с помощью метода электрофореза с доде-
цилсульфатом натрия (ДСН) по Лэммли [16] в полиакриламид-
ном геле (ПААГ). Стандартом являлся коммерческий казеин 
(Sigma C3400). Полосы на электрофорезном геле визуализировали 
окрашиванием Coomassie G-250. Денситометрию окрашенного  
геля проводили с помощью системы фотодокументации «ChemiDoc 
MP System» («BIO–RAD», США) в соответствии с инструк- 
цией по эксплуатации прибора. Степень гидролиза белка анали-
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зировали при помощи программы ImageLab 5.0 («BIO–RAD», 
США).

Для ферментативного гидролиза готовили исходный рас-
твор казеина в концентрации 10  мг/мл. Гидролиз проводили  
с использованием двух сериновых протеаз – трипсина (EC-No. 
2326508, Applichem) и протеиназы К (A3830,0100, AppliChem),  
а также пепсина (аспарагиновой протеазы, Cas No  9001-75-6). 
Использовали следующие условия гидролиза казеина: с трипси-
ном – 0,2 М Tris-HCl, 0,01 М CaCl2, pH 8,8, 50 °C; с протеиназой 
К – 0,2  М Tris-HCl, 0,01  М CaCl2, pH  8,0, 37  °C; с пепсином – 
0,01 М CaCl2, pH 2,5, 37 °C. Для анализа результатов гидролиза 
отбирали по 50 мкл каждого образца через промежутки времени 
0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 мин и 2, 3, 6, 24 ч (для трипсина и проте-
иназы К) и 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 и 60 мин (для пепсина). Оста-
навливали реакцию путем термического инактивирования фер-
мента нагреванием 90 °C в течение 10 мин. Отобранные образцы 
анализировали с помощью ДСН–ПААГ электрофореза в 12%-
ном геле.

В качестве тест-культур для определения антимикробной 
активности использовали бактерии, мицелиальные грибы и дрож
жи родов Alcaligenes, Amnigenus, Amycolatopsis, Bacillus, Coryne
bacterium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Geobacillus, 
Micrococcus, Pseudomonas, Serratia, Sporosarcina, Streptomyces, 
Alternaria, Absidia, Aspergillus, Chaetomium, Colletotrichum, Cun
ninghamella, Mucor, Penicillium, Sporotrichum, Bulleromyces, Can
dida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces, Rhodosporidium 
и Yarrowia.

Культуры выращивали на твердых питательных средах. Для 
бактерий использовали среду следующего состава (%): пептон – 1, 
дрожжевой экстракт – 0,5, глюкоза – 1. Мицелиальные грибы 
выращивали на следующей среде (%): сахароза – 30, KH2PO4 – 
0,7, K2HPO4 × 3H2O – 0,3, MgSO4 × 7H2O – 0,5, NaNO3 – 2,0, KCl – 
0,5, FeSO4 × 7H2O – 0,01. Дрожжи растили на сусло-агаре (pH сус
ла – 5,8–6,0, содержание сахаров – 7–8  %).

Для определения антимикробной активности в чашки Петри 
разливали по 20 мл расплавленных питательных сред и добав-
ляли к ним 100  мкл суспензии вегетативных клеток или спор 
тест-культур (титр 109  КОЕ/мл для бактерий, 106  КОЕ/мл для 
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грибов). В лунки диаметром 6 мм вносили по 100 мкл исследуе-
мых растворов пептидов. В качестве отрицательного контроля 
использовали буфер для гидролиза, в качестве положительного – 
антибиотик (канамицин у бактерий, нистатин у дрожжей и ми-
целиальных грибов, концентрация 50  мг/мл). Затем в течение 
16–48 ч чашки инкубировали при соответствующей температу-
ре (25 °C для мицелиальных грибов и дрожжей, 37 °C для E. coli 
и Enterococcus faecalis, 50 °C для Geobacillus, 30 °C для прочих 
бактерий). Оценку активности проводили по диаметру зон угне-
тения роста.

Рис 1. Электрофореграммы продуктов гидролиза казеинов с помощью трип-
сина: а – концентрация фермента – 1,60 ед/мл, б – концентрация фермента – 
8,04 ед/мл, в – концентрация фермента – 16,07 ед/мл, г – концентрация фер-
мента – 80,38 ед/мл, д – концентрация фермента – 160,77 ед/мл; 1 – нулевая 
точка, 2 – 5 мин, 3 –10 мин, 4 – 20 мин, 5 – 30 мин, 6 – 40 мин, 7 – 50 мин,  

8 – 60 мин, 9 – стандарт казеинов (Sigma C3400), 10 – трипсин
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Результаты и обсуждение. Для установления оптимальных 
условий гидролиза изучали влияние на протеолиз казеина под 
действием трипсина концентрации фермента и времени реак-
ции. Оптимальное процентное соотношение фермент / субстрат 
подбирали в диапазоне 0,01–2 %. Выбранные для исследования 
соотношения составили 0,01 % (1,60 ед/мл), 0,05 % (8,04 ед/мл), 
0,10 % (16,07 ед/мл), 0,50 % (80,38 ед/мл), 1 % (160,77 ед/мл), 2 % 
(321,55 ед/мл). Полученные результаты представлены на рис. 1 и 2.

На основании электрофореграмм, представленных на рис. 1, 
установлено, что при увеличении концентрации фермента на-
блюдается возрастание степени протеолиза. Так, при концентра-
ции фермента 321,55 ед/мл гидролиз проходит в течение первых 
минут, а пептиды невозможно детектировать в геле из-за их 
низкой молекулярной массы (менее 1  кДа). При концентрации 
фермента 1,60  ед/мл около 90  % казеинов расщепляется за 
60 мин (рис. 2). Концентрация фермента 16,07 ед/мл давала пол-
ный гидролиз уже на первых 5  мин (рис.  2), о чем свидетель-
ствует появление шлейфа фрагментов пептидов молекулярной 
массой менее 13 кДа (рис. 1, в). Установлено, что оптимальной 
концентрацией трипсина для гидролиза казеинов является 
8,04 ед/мл, в этом случае 95 % субстрата расщепляется за 30 мин. 
На рис. 1, б видно, что в течение первых 5 мин протеолизу под-
вергалось 30  % субстрата с появлением 2 фракций пептидов: 

Рис. 2. Гидролиз казеина в зависимости от времени и концентрации трипсина
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молекулярной массой 25–27  кДа – 90 % и 24–25  кДа – 10 %  
и характерным шлейфом пептидов молекулярной массой не бо-
лее 17 кДа, составляющих 60 % пептидных остатков, и молеку-
лярной массой не более 14 кДа, составляющих 30 %, пептидных 
остатков.

Также нами были оптимизированы условия гидролиза казе-
ина с помощью протеиназы К. Фермент использовали в следую-
щих концентрациях: 0,01  % (0,13  ед/мл), 0,05  % (0,56  ед/мл), 
0,10  % (1,13  ед/мл), 0,50  % (5,66  ед/мл), 1 % (11,32  ед/мл), 2 % 
(22,65 ед/мл). Полученные результаты представлены на рис. 3 и 4.

В соответствии с результатами, представленными на рис. 4, 
установлено, что при концентрации фермента 0,56 ед/мл реакция 

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов гидролиза казеинов с помощью проте-
иназы К: а – концентрация фермента – 0,13 ед/мл, б – концентрация фермента – 
5,66 ед/мл, в – концентрация фермента – 11,32 ед/мл, г – концентрация фер-
мента – 22,65 ед/мл; 1 – стандарт казеинов (Sigma C3400), 2 – протеиназа К,  
3 – нулевая точка, 4 – 5 мин, 5 – 10 мин, 6 – 15 мин, 7 – 20 мин, 8 – 30 мин,  
9 – 40 мин, 10 – 50 мин, 11 – 120 мин, 12 – маркер молекулярного веса PS-105 

(Jena Bioscience)
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гидролиза проходила за 5 мин – 95 % субстрата расщеплялись 
на низкомолекулярные пептидные фракции, что делало невоз-
можным их детектирование в ПААГ. При концентрации протеи-
назы К свыше 11,32 ед/мл гидролиз белка до труднодетектируе-
мых низкомолекулярных фракций проходил практически мо-
ментально.

При концентрации протеиназы К 22,65 ед/мл полный гидро-
лиз проходит в течение 5 мин (рис. 3, г). Из данных, представ-
ленных на рис.  3,  а, видно, что при концентрации фермента 
0,13 ед/мл гидролиз проходит по истечении 2 ч с образованием 
низкомолекулярных фрагментов пептидов. 

Полученные результаты показывают, что для гидролиза ка-
зеина с помощью протеиназы К оптимальная концентрация 
фермента, являющаяся результативной и незатратной, составля-
ет 0,13 ед/мл.

На третьем этапе изучали влияние пепсина на гидролиз ка-
зеина молока трансгенных коз. Оптимальное процентное соот-
ношение фермент / субстрат подбирали в диапазоне 2–6 %. Вы-
бранные для исследования концентрации составили 2 % (25 ед/мл), 
4 % (50 ед/мл), 6 % (75 ед/мл). Полученные результаты представ-
лены на рис. 5 и 6.

При концентрации фермента 25 ед/мл (рис. 5, а, 6) гидролизу 
подверглось около 50 % субстрата по истечении 60 мин. Согласно 

Рис. 4. Гидролиз казеина в зависимости от времени  
и концентрации протеиназы К
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Рис. 5. Электрофореграммы продуктов гидролиза казеинов с помощью пепсина: 
а – концентрация фермента – 25 ед/мл, б – концентрация фермента – 50 ед/мл, 
в – концентрация фермента – 75 ед/мл; 1 – нулевая точка, 2 – 5 мин, 3 –10 мин, 
4 – 15 мин, 5 – 20 мин, 6 – 30 мин, 7 – 40 мин, 8 – 50 мин, 9 – 60 мин, 10 – стан-
дарт казеинов (Sigma C3400), 11 – пепсин, 12 – маркер молекулярного веса 

PS-105 (Jena Bioscience)

Рис. 6. Гидролиз казеина в зависимости от времени и концентрации пепсина
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данным, представленным на рис. 6, при концентрации пепсина 
75 ед/мл субстрат полностью подвергался гидролизу по оконча-
нии 20  мин. При концентрации фермента 50  ед/мл протеолиз 
проходил через 30 мин (рис. 6). Уже в первые 5 мин 65–70 % суб-
страта гидролизовались с образованием трех основных фракций 
высокомолекулярных белковых фрагментов: 21–19 кДа – 22 %, 
18  кДа – 5, 14–16  кДа – 29 и фрагментов низкомолекулярных 
пептидов массой менее 11  кДа – 44 %. По истечении 40  мин 
оставалась единственная фракция пептидов, представляющая 
набор фрагментов молекулярной массой менее 14  кДа. Таким 
образом, можно сделать вывод о том, что оптимальной концен-
трацией пепсина являлась 50 ед/мл.

Сравнивая установленные параметры гидролиза под воздей-
ствием пепсина с имеющимися в литературе [17], установили, 
что увеличение соотношения фермент / субстрат с 2 до 4 % по-
зволило снизить время его проведения с 4 ч до 40 мин.

Согласно полученным результатам, гидролиз казеинов целе-
сообразно проводить в условиях, приведенных в табл. 1.

Т а б л и ц а  1.  Оптимальные условия гидролиза казеина  
с помощью различных ферментов

Фермент pH Температура, °C Концентрация 
фермента, ед/мл Время, мин

Трипсин 8,8 50 8,04 30
Протеиназа К 8,0 37 0,13 120

Пепсин 2,5 37 50,0 30

Таким образом, глубина протеолиза пропорциональна кон-
центрации фермента в смеси. По результатам эксперимента вы-
явлено, что наиболее эффективно гидролиз в процентном соот-
ношении протекает с протеиназой К (0,13 ед/мл) в течение 2 ч, 
где протеолизу подвергается около 60 % субстрата на протяже-
нии первого часа. В эксперименте с трипсином при концентра-
ции фермента 8,04 ед/мл гидролиз происходит за 30 мин. В экс-
перименте с пепсином гидролиз происходит при использовании 
фермента в концентрации 50 ед/мл за то же время.

Полученные в результате ферментативного гидролиза пепти
ды казеина тестировали на способность подавлять рост бактерий 
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и грибов. Пример наличия антимикробной активности пептидов 
казеина представлен на рис. 7.

В ходе эксперимента установлены различия в проявлении 
антибактериальной активности пептидов, полученных с помо-
щью различных ферментов (табл. 2). Показано, что исследуемые 
пептиды ингибировали рост 9 бактериальных штаммов. Луч-
шие результаты (подавление роста 6 штаммов из 40 исследуе-
мых) наблюдали при использовании пептидов, полученных  
с помощью трипсина. Так, зона задержки роста для всех пепти-
дов отмечена в диапазоне 1,0–1,9  см. Максимальная чувстви-
тельность к пептидам казеина, полученным с помощью трипси-
на, отмечена у B.  amyloliquefaciens БИМ В-278 (зона задержки 
роста составила 1,9 ± 0,1 см). Для штамма E. coli БИМ В-399 за-
фиксирована самая низкая зона задержки роста (пептиды, полу-
ченные с помощью протеиназы  К). Следует отметить, что для  
B. licheniformis БИМ В-175 при использовании гидролизата, по-
лученного с помощью трипсина, установлен бактериостатиче-
ский эффект.

Анализ антифунгальной активности пептидов показал, что 
среди мицелиальных грибов и дрожжей 6 штаммов из 36 проя-
вили чувствительность к пептидам казеина, полученным с по-
мощью трипсина и протеиназы К (табл. 3). Как и в предыдущем 

Полученные в результате ферментативного гидролиза пептиды казеина 

тестировали на способность подавлять рост бактерий и грибов. Пример наличия 

антимикробной активности пептидов казеина приведен на рис. 7. 

 

 
1 – реакционный буфер, 2 – нистатин (антимикотик), 

3, 4 – гидролизат казеина, полученный с помощью трипсина 
Рис. 7. Антимикробная активность пептидов казеина в отношении  

Absidia griseola БИМ F-377 
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3, 4 – гидролизат казеина, полученный с помощью трипсина
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Т а б л и ц а  2.  Оценка антибактериальной активности пептидов, 
полученных из казеинов молока рекомбинантной козы

№ 
п/п Тест-культура

Зона задержки роста тест-культуры, см

Гидролизат, 
полученный 
с помощью 
трипсина

Гидролизат, 
полученный 
с помощью 
протеина-

зы К

Гидролизат, 
полученный 
с помощью 

пепсина

1 Bacillus amyloliquefaciens БИМ В-278 1,9 ± 0,1 – –
2 Bacillus licheniformis БИМ В-175 бс, 1,8 ± 0,3 – –
3 Bacillus sphaericus БИМ B-392 – – 1,5 ± 0,2
4 Bacillus sphaericus БИМ B-395 1,1 ± 0,1 – 1,5 ± 0,2
5 Bacillus sphaericus БИМ B-396 1,2 ± 0,1 – –
6 Bacillus subtilis БИМ B-210 – – 1,6 ± 0,1
7 Escherichia coli БИМ В-378 1,4 ± 0,2 – –
8 Escherichia coli БИМ B-399 – 1,0 ± 0,1 –
9 Micrococcus luteus БИМ B-498 1,1 ± 0,1 – –

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «бс» – бактериостатическая активность, 
«–» – отсутствие антибактериальной активности.

Т а б л и ц а  3.  Оценка антифунгальной активности пептидов, 
полученных из казеинов молока рекомбинантной козы

№ 
п/п Тест-культура

Зона задержки роста тест-культуры, см

Гидролизат, полу-
ченный с помо-
щью трипсина

Гидролизат, полу-
ченный с помощью 

протеиназы К

1 Absidia griseola БИМ F-377 2,2 ± 0,1 –
2 Colletotrichum lupini БИМ F-382 1,5 ± 0,2 2,3 ± 0,3
3 Colletotrichum lupini БИМ F-397 1,4 ± 0,4 –
4 Mucor racemosus БИМ F-89 фс, 1,6 ± 0,1 –
5 Penicillium chrysogenum БИМ F-281 1,3 ± 0,4 –
6 Penicillium variable БИМ F-314 2,3 ± 0,3 –
7 Sporotrichum pruinosum БИМ F-252 1,5 ± 0,1 1,1 ± 0,1
8 Kluyveromyces marxianus БИМ Y-187 – фс, 1,2 ± 0,1

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «фс» – фунгистатическая активность,  
«–» – отсутствие антифунгальной активности.
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эксперименте, лучшие результаты отмечены при использовании 
пептидов, образуемых в результате гидролиза казеина под дей-
ствием трипсина. Зоны задержки роста наблюдаются в диапазо-
не от 0,9 до 2,3  см. Гидролизат, полученный под действием 
пепсина, не проявил активности ни к одному из исследуемых 
штаммов. Максимальное ингибирующее действие пептидов ка-
зеина зафиксировано у P. variable БИМ F-314, (зона задержки  
роста составила 2,3 ± 0,3  см). Для M. racemosus БИМ F-89  
и K. marxianus БИМ Y-187 отмечено фунгистатическое действие.

Стоит отметить, что продукты гидролиза казеинов были ак-
тивны по отношению к S. pruinosum, которые могут вызывать 
инвазивные инфекции у иммунодефицитных пациентов [18].

У ферментативных гидролизатов казеина установлено нали-
чие ингибирующего и статического действия. На основании по-
лученных данных изучено влияние низкомолекулярных пепти-
дов на бактериальные и грибные культуры. Из 40 исследуемых 
бактериальных штаммов обнаружено ингибирующее и статиче-
ское действие на 7 культурах: пептидов, полученных с помощью 
трипсина, на B. amyloliquefaciens БИМ В-278, B. sphaericus БИМ 
B-395, B. sphaericus БИМ B-396, E. coli БИМ В-378, M. luteus 
БИМ B-498; пептидов, полученных с помощью протеиназы К, 
на E. coli БИМ B-399; пептидов, полученных с помощью пепси-
на, на B. sphaericus БИМ B-392, B. sphaericus БИМ B-395,  
B. subtilis БИМ B-210 – ингибирующее действие; B. licheniformis 
БИМ В-175 – бактериостатическое действие.

Пептиды казеинов подавляли рост как грамположительных, 
так и грамотрицательных бактерий, что согласуется с литера-
турными данными [5]. Так, сообщалось об антимикробной ак-
тивности пептидов казеина в отношении различных штаммов  
E. coli [4], E. faecalis, B. subtilis, P. aeruginosa и др. [19]. Установ-
ление антибактериальных свойств полученных пептидов в от-
ношении штаммов грамотрицательной E. coli и грамположи-
тельных бактерий рода Bacillus дополняет другие сведения  
в данной области. 

Из 36 исследуемых грибных и дрожжевых штаммов 8 про- 
явили чувствительность к продуктам гидролиза казеинов: к пеп
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тидам, полученным с помощью трипсина, A. griseola БИМ F-377, 
C. lupini БИМ F-382, C. lupini БИМ F-397, P. chrysogenum БИМ 
F-281, P. variable БИМ F-314, S. pruinosum БИМ F-252 – ингиби-
рующее действие, M. racemosus БИМ F-89 – фунгистатическое 
действие; к пептидам, полученным с помощью протеиназы К,  
C. lupini БИМ F-382, S. pruinosum БИМ F-252 – ингибирующее 
действие; K. marxianus БИМ Y-187 – фунгистатическое действие.

Следует отметить, только 2 штамма грибов и 1 штамм бак-
терий проявляли чувствительность к разным гидролизатам ка-
зеина (грибы C. lupini БИМ F-392 и S. pruinosum БИМ F-252 –  
к гидролизатам, полученным с помощью трипсина и протеина-
зы К, бактерия B. sphaericus БИМ B-395 – к гидролизатам, по-
лученным с помощью трипсина и пепсина). В то же время все 
остальные штаммы оказались чувствительными только к одному 
набору пептидов. Так, трипсиновый гидролизат казеинов ока-
зывал влияние, кроме вышеприведенных, на 5 бактериальных  
и 5 грибных штаммов, гидролизат протеиназы К – на 1 бактери-
альный и 1 грибной штаммы (табл. 3, 4). Пепсиновый гидроли-
зат оказывал антимикробное влияние, кроме упомянутых, еще на  
2 бактериальных штамма.

На основании изложенного можно сделать вывод о том, что 
использование для протеолиза различных ферментов приводит 
к образованию отличающихся наборов пептидов, которые ока-
зывают влияние на разные штаммы микроорганизмов. Так, ан-
тимикробная активность одного ферментативного гидролизата 
в большинстве случаев не совпадала с активностью другого. Ис-
ходя из этого, можно предположить различие составов пептид-
ных фракций, полученных с помощью разных ферментов.

Заключение. Оптимизированы условия гидролиза казеина  
с помощью трипсина, протеиназы К и пепсина. Согласно полу-
ченным результатам, для гидролиза казеинов целесообразно ис-
пользовать трипсин в концентрации 8,04 ед/мл; протеиназу К – 
в концентрации 0,13 ед/мл; пепсин – в концентрации 50 ед/мл. 
Было обнаружено антибактериальное действие низкомолекуляр-
ных пептидов казеина на 9 штаммах из 40: на 8 – бактерицид-
ное, и на 1 – бактериостатическое. Из 36 исследуемых грибных  
и дрожжевых штаммов чувствительность к пептидам казеинов 
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проявили 8 штаммов: для 6 отмечено фунгицидное действие, 
для 2 – фунгистатическое. Лучшие результаты отмечены при ис-
пользовании пептидов, полученных при использовании трипси-
на в реакции гидролиза казеина.
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Caseins recovered from transgenic goat milk were hydrolyzed using 3 pepti
dases: trypsin, proteinase K, pepsin. The optimal duration of hydrolysis and enzyme 
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distinctions were revealed in the action of hydrolysates originating from different 
enzymes.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ БАКТЕРИЙ  
РОДА BACILLUS В КАЧЕСТВЕ ПРОБИОТИЧЕСКОГО 
КОМПОНЕНТА ЧИСТЯЩИХ И МОЮЩИХ СРЕДСТВ

А. В. БЕРЕЖНАЯ, Н. А. ВАНЬКЕВИЧ, Н. В. СВЕРЧКОВА,  
Т. В. РОМАНОВСКАЯ, Э. И. КОЛОМИЕЦ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
microbio@mbio.bas-net.by

Представлен аналитический обзор отечественных и зарубежных источ-
ников по изучению перспективности использования пробиотических бакте-
рий рода Bacillus в качестве микробного компонента экологически безопас-
ных чистящих и моющих средств. 

В настоящее время синтетические чистящие и моющие сред-
ства получили широкое применение как в быту, так и в сфере 
здравоохранения, промышленности, транспорта. Однако их по-
всеместное использование зачастую приводит к мутациям пато-
генной микробиоты, в результате чего болезнетворные штаммы 
могут приобретать резистентность к действию данных средств 
[1]. Кроме того, в состав рецептур таких средств входят вредные 
компоненты – фосфаты (в том числе триполифосфат натрия), ди-
этаноламин, хлор, соли перекисных кислот, оказывающие нега-
тивное влияние на организм человека и состояние водоемов при 
попадании со стоками. 

Аналогичные проблемы возникают при использовании хи-
мических средств (гидроокиси натрия, растворов формальдегида, 
препаратов хлора и др.) для дезинфекции помещений животно-
водческих комплексов, которые способны накапливаться в орга-
низме животных, трансформироваться во внешней среде до кан-
церогенов и экотоксинов, оказывать иммунодепрессивное дей-
ствие [2]. Между тем органические загрязнения являются средой 
обитания патогенных бактерий и причиной многих болезней, 
поэтому, удалив загрязнения, можно устранить саму причину 
заболеваний. 
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В связи с ужесточением требований к охране окружающей 
среды закономерно возникает необходимость разработки безо-
пасных дезинфицирующих, моющих и чистящих средств. 

В 2009 г. М. Фалагас и Г. Маркис [3] предложили новый под-
ход для очищения поверхностей – использование в составе мою-
щих средств непатогенных пробиотических бактерий, которые 
способны противодействовать росту патогенных видов микро-
организмов согласно принципу конкурентного исключения. По-
падая на загрязненную поверхность, пробиотические бактерии 
колонизируют их, используя в качестве источников питания 
различные вещества, входящие в состав загрязнений, тем самым 
очищая поверхность и, что очень важно, составляя конкурен-
цию патогенным микроорганизмам, которые из-за нехватки пи-
тательных веществ постепенно прекращают рост. Кроме того, 
многие пробиотические бактерии проявляют антагонистическое 
действие в отношении возбудителей заболеваний, что в сочета-
нии с вытеснением патогенной микробиоты с обработанных по-
верхностей предотвращает повторное загрязнение [4].

Препараты на основе пробиотических микроорганизмов ши-
роко известны в качестве профилактических и лечебных средств, 
пищевых и кормовых добавок [5, 6]. Наряду с антимикробным 
действием пробиотики стимулируют противоинфекционные за-
щитные механизмы, являются иммунномодуляторами, усилива-
ют барьерные функции организма и метаболические эффекты. 
Указанные особенности в сочетании со способностью энзимов 
бактерий расщеплять загрязнения на составные компоненты, 
удобные для собственного усвоения, и уничтожать среду для 
размножения вредных бактерий, являются основой механизма 
действия моющих пробиотиков [7].

Борьба с патогенными микроорганизмами методом вытесне-
ния из среды обитания с использованием пробиотических бак-
терий – новая концепция очистки [7]. Этот принципиально но-
вый подход к созданию моющих и чистящих средств использо-
ван компанией «Chrisal» (Бельгия). Моющие средства на основе 
пробиотиков относятся к экологически безопасным веществам  
и обладают антагонистической активностью в отношении ши-
рокого спектра патогенных и условно-патогенных микроорга-
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низмов: энтеробактерий, сальмонелл, протей, стафилококков, стреп- 
тококков. Механизм их действия основан как на антагонизме  
в отношении патогенных бактерий, так и на способности утили-
зировать соединения, входящие в состав загрязнений, тем са-
мым ограничивая размножение вредных микроорганизмов.  
В окружающей среде, очищенной моющими средствами с про-
биотиком, жизнедеятельность болезнетворных микроорганизмов 
прекращается. В состав таких препаратов входят: вода, поверх-
ностно-активные вещества (ПАВ), энзимы, культуры пробио- 
тических микроорганизмов и продукты их жизнедеятельности. 
Эффективность моющих средств с пробиотическим компонен-
том подтверждена результатами исследований, проведенных 
РНИУП «Институт экспериментальной ветеринарии имени  
С. Н. Вышелесского НАН Беларуси» [8]. 

Известен способ очистки поверхностей в лечебных учрежде-
ниях с использованием экологически безопасных чистящих 
средств на основе штаммов спорообразующих бактерий рода 
Bacillus (B. subtilis, B. pumilus, B.  megaterium) [9]. Высокая эф-
фективность применения в учреждениях здравоохранения чи-
стящего средства с пробиотическими штаммами B. subtilis,  
B. pumilus, B. licheniformis подтверждена результатами исследо-
ваний сотрудников Института эпидемиологии и микробиологии 
имени Пастера (г. Санкт-Петербург). Показано, что чистящие 
средства с пробиотиками сдерживают рост санитарно-показа-
тельных микроорганизмов, не вызывают аллергических реак-
ций у персонала и могут быть использованы с целью профилак-
тической очистки помещений учреждений здравоохранения [4].

В борьбе с микробной обсемененностью животноводческих 
и птицеводческих помещений важную роль приобретают дезин-
фицирующие технологии, предусматривающие применение эф-
фективных, экологически безопасных средств с использованием 
пробиотических бактерий. Особенностью их применения явля-
ется возможность обработки в присутствии животных [10–12].  
В частности, известен биодезинфектант «Энатин» для санации 
животноводческих комплексов (разработка Института микро-
биологии НАН Беларуси), препараты компании «Chrisal» (Бель-
гия): «PIP AHC» и «PIP AHS» (для санитарной обработки жи-
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вотноводческих помещений и мест пребывания животных), «PIP 
CFC» (для обработки копыт крупного рогатого скота) «PIP CTC» 
(для профилактики маститов) [12].

В соответствии с многочисленными исследованиями [4, 8–15] 
спорообразующие бактерии, в частности представители рода 
Bacillus, наиболее перспективны в качестве пробиотической со-
ставляющей моющих и чистящих средств. В отличие от типич-
ных пробиотических бактерий (бифидо- и молочнокислых), они 
обладают более высоким уровнем антагонистической активно-
сти к широкому спектру патогенной и условно патогенной ми-
кробиоты желудочно-кишечного тракта, устойчивы к неблаго-
приятному воздействию агрессивной среды, нетребовательны  
к условиям хранения и длительное время сохраняют свою жиз-
неспособность и активность. 

Поскольку бациллы продуцируют не отдельные антибиотики, 
а группы пептидных антибиотиков, сходных по базовой струк-
туре, но отличающихся по концевым группировкам и функцио-
нальной направленности, антибиотическое воздействие оказы-
вается разнообразным, что снижает вероятность и скорость воз-
никновения резистентных форм патогенных микроорганизмов 
[14]. 

Многие антибиотики, образуемые бациллами, являются вто-
ричными метаболитами нерибосомного синтеза, продуцируе-
мыми бактериальной культурой в стационарной фазе роста [15]. 
Характерной особенностью данных антибиотиков является то, 
что они образуются после активного размножения бактерий  
в процессе спорообразования [16]. 

Современные исследования объясняют антагонизм предста-
вителей рода Bacillus в отношении патогенных микроорганиз-
мов действием целого комплекса вторичных метаболитов. Пока-
зано, что в формировании антимикробной активности бацилл 
заметное участие принимают такие группы соединений, как 
поликетиды (макролактин, диффицидин, оксидиффицидин), цик
лические липопептиды (плипастатин, фенгицин, сурфактин, 
курстакин, малтацин, бацилломицин, лоцилломицин и др.), си-
дерофоры (бациллибактин, петробактин) и другие поверхносто- 
активные соединения [17–20]. 
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Наиболее изученными активными метаболитами являются 
циклические липопептиды сурфактины, лихенизины, фенгици-
ны и итурины, которые синтезируются многими видами рода 
Bacillus в стационарной фазе. Именно эти соединения в значи-
тельной степени обуславливают проявление антагонизма ба-
цилл. Липопептиды, обладающие антимикробной активностью, 
в природных условиях дают преимущество их продуцентам  
в конкурентной борьбе с другими микроорганизмами. Так, еще 
в 1977 г. была выявлена эффективность сурфактина против обо-
лочечных вирусов, а позже была показана их антимикробная ак-
тивность в отношении грамположительных бактерий и анти-
фунгальная активность [21]. 

Кроме того, многие представители данной систематической 
группы обладают полиферментной активностью и способны син-
тезировать широкий спектр ферментов различных классов, в осо
бенности гидролаз (хитиназ, α–амилаз, протеаз, целлюлаз и др.), 
что обеспечивает им возможность существовать на разнообраз-
ных субстратах. Микробные протеазы, продуцируемые бакте-
риями рода Bacillus, представляют значительную часть про-
мышленных ферментов на рынке. Известно их использование  
в составе моющих средств [22]. 

Бациллы способны образовывать литические энзимы типа 
лизоцима, а также комплекс ферментов, включающий глюкана-
зу, маннаназу, протеазу, ацетилгексозаминидазу, амидазу и дру-
гие ферменты, способные разрушать клеточные стенки грам- 
отрицательных микроорганизмов. Способность бактерий рода 
Bacillus лизировать связи в структуре пептидогликана клеточ-
ных стенок микроорганизмов также характеризует антимикроб-
ные свойства штаммов. Высокая литическая активность бацилл 
при условии их безвредности для теплокровных является не ме-
нее важным критерием, чем их антагонистическая активность 
при отборе штаммов для создания пробиотиков [15]. 

Перспективность использования микроорганизмов в составе 
моющих и чистящих средств основана на особенностях бакте-
рий различных систематических групп, позволяющих синтези-
ровать поверхностно-активные вещества с антиадгезивными  
и антимикробными свойствами, а также на способности к фор-
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мированию биопленок, связыванию металлов, деструкции ксе-
нобиотиков [21]. Микробные ПАВ имеют ряд преимуществ  
перед химически синтезируемыми поверхностно-активными  
веществами: отсутствие токсичности, биоразлагаемость, эколо-
гичность, повышенное пенообразование, высокая селективность 
и специфическая активность в широком диапазоне температур, 
pH и солености, а также возможность синтеза из возобновляе-
мых источников сырья [13]. ПАВ бактерий эффективно отделя-
ют грязь от поверхности, не образуя устойчивых соединений, 
как в случае с химическими моющими средствами, имеют выра-
женные антиадгезивные и антимикробные свойства, способны 
предотвращать формирование биопленок на поверхностях, бла-
годаря чему обеспечивают непрерывность и продолжительность 
процесса очистки [23, 24].

Интерес к микробным ПАВ в последние годы неуклонно 
растет по причине их разнообразия, природного происхожде-
ния, возможности производства путем биосинтеза и перспек-
тивности применения в различных областях благодаря уникаль-
ным физико-химическим свойствам – способности существенно 
снижать поверхностное и межфазное натяжение водных раство-
ров, эмульгировать различные вещества. Механизм их действия 
связан с процессами десорбции и солюбилизации органических 
веществ. Несмотря на то, что микробные ПАВы являются отно-
сительно новым продуктом биотехнологии, они находят широ-
кое применение в процессах очистки почвы и воды от нефти, 
ароматических веществ и др. [25].

Образование ПАВ, как и других продуктов микробного син-
теза, зависит от условий выращивания продуцента, в частности, 
от природы и концентрации и соотношения источников угле-
родного и азотного питания, рН, температуры, времени культи-
вирования [26]. Интенсификация синтеза ПАВ достигается при 
внесении в среду культивирования ионов Fe2+, Na+, а также раз-
личных промышленных отходов (мелассы, технического глице-
рина, пережаренного подсолнечного масла и др.) в качестве ро-
стовых субстратов. 

Способность к синтезу ПАВ характерна для бактерий рода 
Bacillus. Спорообразующим бактериям рода Bacillus свойствена 
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продукция различных поверхностно-активных веществ, таких 
как гликолипиды, липопептиды и липопротеины, жирные кис-
лоты, нейтральные липиды и фосфолипиды, биосурфактанты.  
В литературе описаны данные исследований, свидетельствую-
щие о роли циклических липопептидов, продуцируемых ими,  
в формировании биопленок, связывании металлов, деструкции 
ксенобиотиков, проявлении антагонистических свойств. Также 
показано, что некоторые вторичные метаболиты данной группы 
бактерий могут иметь функции природных ПАВ, снижая по-
верхностное натяжение и проявляя свойства эмульгаторов [13–
15, 17–21, 23]. К примеру, достоверно известно, что некоторые из 
циклических липопептидов являются биосурфактантами (био-
ПАВ) и способствуют образованию биопленок на поверхностях, 
предотвращая адгезию на них патогенной микрофлоры [27]. 
Биосурфактанты представляют собой структурно разнообраз-
ную группу поверхностно-активных молекул. Они состоят из 
гидрофильного фрагмента, содержащего кислоту, пептидные 
катионы или анионы, моно-, ди- или полисахариды, и гидрофоб-
ного фрагмента, содержащего насыщенные или ненасыщенные 
углеводородные цепи или жирные кислоты [17]. Перспективность 
их использования в качестве биоПАВ обусловлена устойчиво-
стью в широком интервале температурных режимов и значений 
рН, способностью к образованию эмульсий с растительными 
маслами. Наиболее известными биосурфактантами, продуциру-
емыми бактериями рода Bacillus, являются липопептиды сур-
фактин и лихенезин. Способность к синтезу сурфактина широко 
распространена среди штаммов B. subtilis, B. pumilus, B. licheni
formis и B. amyloliquefaciens [21, 28]. При концентрации 20 мкМ 
данный липопептид снижает поверхностное натяжение воды с 72 
до 27 мН/м [17]. А. Рой в своей работе показал, что лихенизин, 
выделенный из культуры B. licheniformis, был устойчив к темпе-
ратуре до 50 °С, рН от 4,5 до 9,0 и концентрациям солей натрия  
и кальция до 50 и 25 г/л соответственно [23]. Два липопептид-
ных биосурфактанта, продуцируемых B. subtilis V9T14 и B. liche
niformis V19T21, предотвращают адгезию биопленки патоген-
ных бактерий на полистироле; в частности, образование био-
пленки Staphylococcus aureus ATCC 29213 и Escherichia coli 
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CFT073 снизилось на 97 и 90 % соответственно. Циклические 
липопептидные биосурфактанты, образуемые штаммами B. subtilis, 
могут усиливать свои поверхностно-активные свойства, дей-
ствуя аддитивно с другим моющим компонентом средства. Та-
кие составы являются многообещающими с точки зрения энер-
госбережения, позволяют работать при невысоких температурах. 
Несколько сурфактант-ферментных смесей были испытаны для 
удаления рубиско (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, 
RuBisCO) с гидрофобных и гидрофильных поверхностей; самой 
эффективной была композиция сурфактин-субтилизин А, демон
стрируя, таким образом, что можно получать полностью возоб-
новляемые чистящие составы с хорошими показателями эффек-
тивности [29]. 

Все указанные свойства позволяют рассматривать биосур-
фактанты в качестве биоПАВ, подходящих для разработки де-
зинфицирующих и моющих препаратов [21, 23, 29]. Именно по-
этому штаммы рода Bacillus, известные как продуценты этих 
соединений, являются перспективными компонентами экологи-
чески безопасных и эффективных дезинфектантов, моющих  
и чистящих средств с пробиотическими свойствами.

Несмотря на то, что в мире складывается тенденция исполь-
зования экологически чистых продуктов в различных сферах 
деятельности человека, производителей дезинфицирующих, чи-
стящих и моющих средств с использованием штаммов пробио-
тических микроорганизмов пока немного. На рынке так называ-
емых «моющих пробиотиков» (PIP – Probiotics In Progress) кро-
ме продукции «CHRISAL» (Бельгия) [30] известны компании 
«Organics» (Украина) [31], «Binatec®» (Латвия) [32], «Ecofriend» 
(РФ) [33], ТМ «НОВА СФЕРА» (Украина) [34]. 

В Беларуси такая продукция не производится, в связи с чем 
исследования, направленные на получение конкурентоспособ-
ных штаммов микроорганизмов с комплексной антимикробной 
и ферментативной активностями с целью создания экологиче-
ски безопасных моющих и чистящих средств, являются акту-
альными и востребованными.

Заключение. Бактерии рода Bacillus являются активными 
продуцентами биологически активных веществ широкого спек-
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тра антибиотиков, подавляющих рост и развитие патогенной 
микробиоты; ферментов класса гидролаз, позволяющих им ра-
сти на разнообразных субстратах, а также биоПАВ (биосур- 
фактантов, гликолипидов, фосфолипидов, липопротеинов и др.). 
Перечисленные физико-биохимические свойства, наряду с вы-
сокой стабильностью и устойчивостью к неблагоприятным фак-
торам внешней среды, обеспечивают перспективность использо-
вания данной группы микроорганизмов в качестве микробного 
компонента экологически безопасных моющих и чистящих 
средств. 
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В статье представлен способ очистки казеинов от фракции сывороточ-
ных белков. Проведены исследования по получению пептидов путем фермен-
тативного гидролиза казеинов козьего и коровьего молока. Подобраны опти-
мальные физико-химические параметры протеолиза казеинов. Изучено влия-
ние полученных пептидов на рост и развитие 46 бактериальных и 39 грибных 
штаммов. Полученные данные свидетельствуют о возможности применения 
пептидов казеинов в качестве консервантов и продуктов функционального 
назначения. 

Введение. Молоко сельскохозяйственных животных являет-
ся источником ценных соединений, из которых 80 % составля-
ют казеины. Согласно литературным данным, они имеют высо-
кий показатель перевариваемости (97  %) и низкий показатель 
усвояемости (66  %). К настоящему времени экспериментально 
установлено, что казеины являются предшественниками ряда 
биологически активных пептидов (БАП) [1–3]. Такие фрагменты 
белков получают деградацией казеинов путем либо микробной 
биотрансформации, либо с использованием протеаз. Было уста-
новлено, что влияние ферментативного протеолиза на молеку-
лярные свойства нативных белков происходит за счет изменения 
конформации самой молекулы белка. Физиологические свойства 
гидролизатов обусловлены увеличением их биологической ак-
тивности за счет высвобождения специфических пептидов. Пи-
тательные свойства гидролизатов выражаются в возрастании их 
усвояемости и снижении аллергенности в сравнении с нативны-
ми белками [4–7].

На сегодняший день известно свыше 400 пептидов, облада-
ющих антимикробным действием. 56 из них обладают антифун-
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гальным действием; 76  % выделены из молока коровы (ПКР)  
и только 7 % – из козьего молока (ПК) [8–10]. Согласно данным, 
представленным в UniProt, Mbpdb, противомикробная актив-
ность чаще всего обнаруживалась в отношении: Escherichia coli 
(134 пептида), Staphylococcus aureus (45), Staphylococcus epidermi
dis (10), Bacillus subtilis (36), Bacillus cereus (13), Candida albicans 
(25), Listeria monocytogenes (23), Listeria innocua (19), Enterococcus 
faecalis (14), Lactobacillus casei (14) и Lactobacillus acidophilus  
(13 пептидов). Большинство известных антимикробных пепти-
дов (AMП) молока получены из казеиновых и сывороточных 
гидролизатов [11]. В табл. 1, составленной на основании литера-
турных данных, показана чувствительность отдельных штам-
мов к гидролизатам из коровьего и козьего молока [8, 12–14].

Т а б л и ц а  1.  Оценка антибактериальной и антифунгальной 
активности

Тест-культура
Зона задержки роста, мм

ПК ПКР

Бактерии
Escherichia coli 15,5 14,0
Listeria monocytogenes 13,0 13,0
Salmonella enteritidis 16,0 14,0
Staphylococcus aureus 14,0 15,0
Pseudomonas aeruginosa 17,0 19,0

Грибы
Aspergillus fumigatus 13,0 15,0
Candida albicans 12,0 25,0
Fusarium oxysporum 10,0 11,0
Penicillium expansum 13,0 20,0

Многочисленные доклинические исследования гидролиза-
тов казеина показали неантигенную природу пептидов с моле-
кулярной массой менее 1,2 кДа. На сегодняшний день примене-
ние гидролизатов казеина востребовано в качестве компонента 
детского питания профилактического и лечебного назначения. 
Продукты, белковый компонент которых представлен гидроли-
затами c высокой степенью протеолиза, относят к лечебному 
питанию. Продукцию, содержащую гидролизаты казеинов, вы-
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пускают такие зарубежные компании, как «Calpis» (Япония), 
«Evolux» (Финляндия), «Capolac» (Дания), «TencVida» и «Friso» 
(Нидерланды) [14–18].

Согласно литературным данным, казеиновые пептиды обла-
дают антибактериальным действием по отношению к различ-
ным грамположительным и грамотрицательным штаммам. Так, 
гидролизаты, полученые из коровьего αS1-казеина (f 1-23, 6-14, 
15-22, 21-29, 23-34, 30-37, 90-95, 90-96, 99-109, 101-103, 104-105, 
194-199), αS2-казеина (f 79-88, 150-188, 164-179, 165-203, 181-207, 
183-207) и козьего αS2-казеина (f 182-189, 189-197, 183-203, 203-
208), увеличивают продукцию антител, выступают ингибито-
ром ангиотензинпревращающего фермента (АПФ), повышают 
резистентность к Bacillus cereus, B. subtilis, Escherichia coli, Ente
robacter aerogenes, E. faecalis, Citrobacter freundii, Cronobacter 
sakazakii, Diplococcus pneumonie, Helicobacter pylori, Klebsiella 
pneumoniae, Listeria innocua, L. monocytogenes, Lactobacillus aci-
dophilus, L. casei, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Staphy
lococcus carnosus, S. aureus, S. epidemidis, Streptococcus mutans, 
S. pyogenes, а также ингибируют рост Debaryomyces hansenii  
и Candida albicans [19–29]. Гидролизаты β-казеина (f 60-66, 60-
70, 177-183, 193-202) увеличивают пролиферацию лимфоцитов, 
ингибируют АПФ и проявляют антибактериальное действие  
в отношении Bacillus megaterium, Enterococcus faecium, Klebsiella 
pneumoniae, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus. У мы-
шей in vivo гидролизаты κ-казеина (f 17-21, 38-39) увеличивают 
продукцию антител и имеют выраженную антагонистическую 
активность к μ- и κ-опиодным рецепторам, а также оказывают 
влияние на пролиферацию лимфоцитов. Микробное воздействие 
пептидов бычьего (f 63-117, 138-158) и козьего (f 18-24, 139-146, 
30-32) κ-казеина отмечено как в отношении грамположитель-
ных, так и грамотрицательных штамов: Bacillus subtilis, Esche-
richia coli, Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Staphylococ- 
cus carnosus, Salmonella typhimurium. Помимо изложенных выше 
свойств, αS1-казеин (f 66-70, 59-79), αS2-казеин (f 8-12, 56-60, 129-
133) и β-казеин (f 15-19, 1-25, 1-42) участвуют в метаболизме 
кальция, цинка, железа [30–37].
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Установлено, что среди продуктов протеолитического рас-
щепления казеинов получены пептиды, влияющие на сердечно- 
сосудистую систему (антитромботические и антигипертензив-
ные), нервную (антагонисты и агонисты опиодных рецепторов), 
пищеварительную (казофосфопептиды, гликомакропептиды), 
иммунную (имунномодуляторы, антимикробные пептиды). На-
пример, опиодные пептиды (β-казоморфин-7, валмуцептин – 
агонисты, казоксин D, казоксин А – антагонисты) взаимодей-
ствуют с рецепторами желудочно-кишечного тракта, тем самым 
влияя на его перистальтику; пептиды, обладающие ангиотен-
зивным действием (αs1-казеин (f 23-34), казокинины), понижают 
кровяное давление; антимикробные пептиды β-казеина (f 17-21, 
С 12) ингибируют рост микроорганизмов; фрагменты κ-казеина 
ингибируют агрегирование тромбоцитов (f 106-112, 113-116)  
и связывание фибриногена с поверхностью тромбоцитов (f 106-
116); антидиабетическим действием обладают пептиды β-казеи-
на (f 87-91) и κ-казеина (f 26-28) [19, 38–41]. Гидролизаты αS1-казе-
ина тормозят пролиферацию лимфоцитов селезенки мышей  
и пейеровых бляшек кроликов, тогда как пептидные препараты, 
полученные с помощью другого фермента (пепсина или химо-
трипсина), не имели эффектов при их введении в культуру кле-
ток in vitro [32].

В результате новых исследований база бап постоянно по-
полняется, обнаруживаются новые свойства: противовирусные, 
антиканцерогенные, стимулирующие синтез ДНК [33, 42]. Бап 
все чаще исследуются на предмет терапевтического потенциала, 
так как они более безопасны и избирательны, чем низкомолеку-
лярные лекарственные средства, которые имеют разнообразные 
побочные эфекты. В США на рынке доступны около 60 пепди-
дов (140 пептидов проходят клинические испытания), использу-
емых в качестве терапевтических средств. Однако применение 
функциональных продуктов питания в качестве терапевтиче-
ских средств остается редкостью [8, 9, 43–45].

В лаборатории белка с лабораторно-экспериментальным 
участком осуществляется выделение лактоферрина (ЛФ) из мо-
лочного сырья. Побочными продуктами применяемой техноло-
гии являются казеины, образующиеся после стадии кислотного 
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осаждения. Основываясь на принципах ресурсо- и энергосбере-
жения, целесообразным является использование казеинов в ка-
честве источника получения бап. Рядом авторов [3, 5, 7, 8, 15, 
24, 36] было показано, что употребление козьего и коровьего мо-
лока как источника получения гидролизатов является наиболее 
предпочтительным с целью использования в диетическом питании. 
В сравнении с сывороточными белками, казеины характеризу-
ются довольно гибкой пространственной структурой и сравни-
тельно легко подвергаются гидролизу. Благодаря этому казеины 
считаются основным источником получения пептидов с гипоал-
лергенными свойствами (за счет расщепления под действием 
ферментов специфических участков белковых макромолекул – 
антигенных детерминант) [14, 46–52]. 

Цель исследования – получение биологически активных 
пептидов путем протеолиза казеинов молока коровы и козы; 
определение антимикробной и антифунгальной активности дан-
ных пептидов. 

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния служили казеины, выделеные из свежего непастеризованно-
го молока козы и коровы (получено от НПЦ НАН РБ по живот-
новодству), а также пептиды, полученные в результате протео-
лиза казеинов. 

Образцы казеинов были получены из обезжиренного молока 
путем кислотного осаждения (рН 4,6), отмывкой дистилирован-
ной водой с последующей стабилизацией активной кислотности 
до нейтрального значения.

Дополнительную очистку (рис. 1) выделенных казеинов от 
фракции сывороточных белков проводили с помощью катион-
наобменной хроматографии: забуференные образцы (буфер 0,5 М 
натрий фосфатный, твин 20, рН 6,8) казеинов наносили на ко-
лонку, содержащую в качестве сорбента катионнообменную 
смолу Nuvia S. После их нанесения сорбент промывали пооче-
редно буферными растворами (0,5 М натрий фосфатный, твин 
20, рН 6,8 и 0,5 М натрий фосфатный, рН 6,8) до исчезновения 
оптического поглощения. Выделенные фракции детектировали 
при 280 нм. Полученные образцы диализовали против воды 
(мембраны с номинально минимальным массовым пределом 
удерживания 10 кДа) и лиофилизировали. 
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Образцы пептидов получали протеолизом казеинов трипси-
ном (EC-No. 2326508, Applichem, 3215.5 U/mg). Ферментативный 
гидролиз проводили при следующих условиях: буфер – 0,1  М 
NH3HCO3, pH 8,2, температура – 50 °C, концентрация казеинов – 
10 мг/мл. Протеолиз останавливали путем термической иннак-
тивации при 90 °C в течение 10 мин.

Полученные образцы анализировали методом электрофоре-
за в невосстанавливающих условиях (10–16%-ный гель, pH элек-
тродного буфера 8,4). В качестве стандарта для электрофореза 
использовали коммерческий казеин (Sigma С3400). Процент ги-
дролиза рассчитывали, анализируя показатели экстинции с ис-
пользованием программного обеспечения Image Lab 5.0. 

В качестве модельных объектов для проверки биологиче-
ской активности пептидов были отобраны культуры грамполо-
жительных бактерий родов Amycolatopsis, Bacillus, Corynebacte-
rium, Geobacillus, Micrococcus, Nocardia, Oerskovia, Sporosarcina, 
Streptomyces и грамотрицательных бактерий родов Acinetobacter, 
Alcaligenes, Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Pseudomo-
nas, Serratia. Грибные культуры представлены мицелиальными 

 

1 – исходный образец; 2 – образец после очистки; 
М – маркер молекулярного веса Jena Bioscience PS 105; 

Lf – лактоферрин; SA – сывороточный альбумин; αS1-CN – αS1-казеин; 
αS2-CN – αS2-казеин; β-CN – β-казеин 

Рис.1. Электрофореграмма казеинов после очистки: А – козий казеин, В – бычий казеин. 
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сывороточных белков проводили с помощью катионобменной хроматографии: 

забуференные образцы (буфер 0,5 М натрий фосфатный, твин 20, рН 6,8) 

казеинов наносили на колонку, содержащую в качестве сорбента 

катионнообменную смолу Nuvia S. После нанесения образцов на колонку, 

сорбент промывали поочередно буферными растворами (0,5 М натрий 

фосфатный, твин 20, рН 6,8 и 0,5 М натрий фосфатный, рН 6,8) до 

исчезновения оптического поглощения. Выделенные фракции детектировали 

при 280 нм. Полученные образцы диализовали против воды (мембраны с 

номинально минимальным массовым пределом удерживания 10 кДа) и 

лиофилизировали.  

Образцы пептидов получали протеолизом казеинов трипсином (EC-No. 

2326508, Applichem, 3215.5 U/mg). Ферментативный гидролиз проводили при 

следующих условиях: буфер 0,1 М NH3HCO3, pH 8,2, температура 50 °C, 

концентрация казеинов 10 мг/мл. Протеолиз останавливали путем термической 

иннактивации при 90 °C в течение 10 мин. 

                                            а                                                            б
Рис. 1. Электрофореграмма казеинов после очистки: а – козий казеин, б – бы-
чий казеин; 1 – исходный образец, 2 – образец после очистки; М – маркер мо-
лекулярного веса Jena Bioscience PS 105; Lf – лактоферрин; SA – сывороточ-

ный альбумин; αS1-CN – αS1-казеин, αS2-CN – αS2-казеин; β-CN – β-казеин
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грибами и дрожжами Absidia, Alternaria, Aspergillus, Bulleromy-
ces, Debaryomyces, Candida, Chaetomium, Colletotrichum, Crypto-
coccus, Cunninghamella, Mucor, Kluyveromyces, Penicillium, Rhodo- 
sporidium, Sporotrichum, Yarrowia. Культуры микроорганизмов 
были получены из фонда Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов. Тест культуры выращивали на средах: сус-
ло-агар (грибы, дрожжи) и Luria–Bertani (бактерии). В качестве 
положительного контроля использовали канамицин (для бакте-
риальных штаммов) и нистатин (на грибных).

Жизнеспособность (число колониеобразующих единиц – 
КОЕ/мл) определяли методом предельных разведений. Исследо-
вание устойчивости микроорганизмов к антибиотику проводи-
ли стандартным методом лунок в агаре [53].

Все измерения проводили в трехкратной повторности. Ста-
тический анализ и математическую обработку данных проводи-
ли, используя пакет программ Microsoft Excel. 

Результаты и обсуждение. Процесс ферментативного ги-
дролиза напрямую зависит от физико-химических параметров 
(рН, температура, концентрация фермента, время), изменяя ко-
торые можно достичь оптимальных характеристик протекания 
реакции. На основании анализа литературных и эксперимен-
тальных данных были подобраны оптимальные условия проте-
кания ферментативной реакции: температура – 50 °С, рН 8,0 
[54–56].

Одним из значимых параметров, влияющих на качественные 
характеристики продуктов гидролиза, является концентрация 
фермента, используемого в реакциях. В экспериментах трипсин 
добавляли в следующих количествах: 1,60, 8,038, 16,07, 80,38, 
160,77 и 321,55 ед. на 1 мл субстрата. В результате установлено, 
что оптимальной является концентрация фермента по отноше-
нию к субстрату 1,60 ед/мл. С помощью белкового электрофоре-
за в полиакриламидном агарозном геле подтвердили протекание 
полного гидролиза казеинов в течение 40 мин для ПК и 50 мин 
для ПКР (рис. 2).

При более высоких концентрациях фермента 80,38–321,55 ед/мл 
полный протеолиз протекает уже на первых минутах.
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Отобранные тест-культуры (46 бактериальных и 36 грибных 
штаммов) были исследованы на чувствительность к пептидам, 
полученным протеолизом казеинов трипсином. По наличию зон 
просветления делали вывод об активности пептидов. 

Установлено, что полученные ПК обладали антибактериаль-
ной активностью в отношении 26 (56 % от проверенных) бакте-
риальных штаммов. Зона задержки роста отмечена в интервале 
9 ± 1 – 26 ± 1 мм (табл. 2). Максимальная чувствительность отме-
чена у Bacillus sphaericus БИМ В–396 и Geobacillus stearothermophi-
lus БИМ В–415, где зона задержки роста составила 24 ± 1 – 26 ± 1 мм. 
Для штаммов Alcaligenes faecalis БИМ В–79, Bacillus  mycoides 
БИМ В–179 зафиксирована самая низкая зона задержки роста 
9–10 ± 1 мм (рис. 3).

экспериментальных данных были подобраны оптимальные условия протекания 

ферментативной реакции: температура 50 °С, рН 8,0 [55–57]. 
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При более высоких концентрациях фермента 80,38–321,55 ед./мл полный 
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Рис. 2. Динамика образования пептидов ПК (А) и ПКР (Б)  

под действием трипсина (1,6 ед./мл) 
 

Отобранные для эксперимента тест-культуры (46 бактериальных и 36 

грибных штаммов) были исследованы на чувствительность к пептидам, 

полученным протеолизом казеинов трипсином. По наличию зон просветления 

делали вывод об активности образцов пептидов.  

Установлено, что полученные ПК обладали антибактериальной 

активностью в отношении 26 (56 % от проверенных) бактериальных штаммов. 
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Рис. 2. Динамика образования пептидов ПК (а) и ПКР (б) под действием 
трипсина (1,6 ед/мл)

Зона задержки роста отмечена в интервале 9±1–26±1 мм (таблица 2). 

Максимальная чувствительность отмечена у Bacillus sphaericus БИМ В–396 и 

Geobacillus stearothermophilus БИМ В–415, где зона задержки роста составила 

24±1–26±1 мм. Для штаммов Alcaligenes faecalis БИМ В–79, Bacillus mycoides 

БИМ В–179 зафиксирована самая низкая зона задержки роста 9–10±1 мм 

(рис. 3). 

 
1 – буфер (отрицательный контроль); 2 – канамицин (положительный контроль);  

3 и 4 – пептиды; А – пептиды ПК; Б – пептиды ПКР 
Рис. 3. Зоны ингибирования роста бактерий казеиновыми гидролизатами,  

полученными из ПК и ПКР  
 

ПКР обладали активностью в отношении 24 (52 %) бактериальных 

штаммов. Максимальный размер задержки роста был отмечен у 

Bacillus sphaericus БИМ В–396 (24±1 мм). Минимальный – у Amnigenus sp. 

БИМ B–246 (12±1 мм), Bacillus megaterium БИМ B–366 (12±1 мм). По 

отношению к 22 бактериальным штаммам антимикробное действие пептидов 

не отмечено. 

Все штаммы с наибольшей чувствительностью к ПК и ПКР относятся к 

родам Geobacillus и Bacillus.  

Для штаммов бактерий Acinetobacter, Amycolatopsis, Enterococcus, 

Micrococcus, nocardia, oerskovia, serratia, sporosarcina, streptomyces отмечена 

резистентность к пептидам как ПК, так и ПКР. 

 

                                    а                                             б
Рис. 3. Зоны ингибирования роста бактерий казеиновыми гидролизатами, по-
лученными из ПК и ПКР: 1 – буфер (отрицательный контроль), 2 – канамицин 
(положительный контроль), 3 и 4 – пептиды; а – пептиды ПК, б – пептиды ПКР
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Т а б л и ц а  2.  Оценка антибактериальной и антифунгальной 
активности пептидов, полученных из казеинов козы и коровы  

с помощью трипсина

Тест-культура
Зона задержки роста тест-культуры, мм

ПК ПКР

Бактерии
Acinetobacter calcoaceticus БИМ B–57 – 14  ±  1 
Alcaligenes faecalis БИМ B–79 10 ± 1 –
Amnigenus sp. БИМ B–246 12 ± 1 12 ± 1 
Bacillus amyloliquefaciens БИМ В–278 20 ± 1 17 ± 1 
Bacillus cereus БИМ B–204 16 ± 1 16 ± 1 
Bacillus cereus БИМ B–205 22 ± 1 17 ± 1 
Bacillus firmus БИМ B–212 14 ± 1 20 ± 1 
Bacillus licheniformis БИМ В–175 17 ± 1 –
Bacillus megaterium БИМ B–178 18 ± 1 16 ± 1 
Bacillus megaterium БИМ B–207 19 ± 1 12 ± 1 
Bacillus megaterium БИМ B–365 – 7 ± 1 
Bacillus megaterium БИМ B–366 11 ± 1 12 ± 1 
Bacillus megaterium БИМ B–367 20 ± 1 22 ± 1 
Bacillus megaterium БИМ B–368 12 ± 1 –
Bacillus mycoides БИМ B–179 9 ± 1 12 ± 1 
Bacillus pumilus БИМ B–369 20 ± 1 22 ± 1 
Bacillus sphaericus БИМ B–392 13 ± 1 18 ± 1 
Bacillus sphaericus БИМ B–395 16 ± 1 13 ± 1 
Bacillus sphaericus БИМ B–396 26 ± 1 24 ± 1 
Bacillus subtilis БИМ B–25 – 9 ± 1 
Bacillus subtilis БИМ B–277 20 ± 1 –
Bacillus thuringiensis БИМ B–180 16 ± 1 16 ± 1 
Corynebacterium ammoniagenes БИМ B–123 11 ± 1 –
Enterobacter cloacae БИМ B–731 17 ± 1 15 ± 1 
Enterobacter sp. БИМ B–683 – 8 ± 1 
Escherichia coli БИМ В–378 12 ± 1 –
Escherichia coli БИМ B–399 16 ± 1 13 ± 1 
Geobacillus stearothermophilus БИМ B–415 23 ± 1 22 ± 1 
Geobacillus stearothermophilus БИМ B–433 21 ± 1 20 ± 1 
Pseudomonas aeruginosa БИМ В–155 17 ± 1 19 ± 1 

Грибы
Absidia griseola БИМ F–377 20 ± 1 21 ± 1 
Alternaria tenuis БИМ F–460 21 ± 1 24 ± 1 
Aspergillus niger БИМ F–18 17 ± 1 22 ± 1 
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ПКР обладали активностью в отношении 24 (52 %) бактери-
альных штаммов. Максимальный размер задержки роста был 
отмечен у Bacillus sphaericus БИМ В–396 (24 ± 1 мм). Минималь-
ный – у Amnigenus sp. БИМ B–246 (12 ± 1 мм), Bacillus megaterium 
БИМ B–366 (12 ± 1  мм). По отношению к 22 бактериальным 
штаммам антимикробное действие пептидов не отмечено.

Все штаммы с наибольшей чувствительностью к ПК и ПКР 
относятся к родам Geobacillus и Bacillus. 

Для штаммов бактерий Acinetobacter, Amycolatopsis, Entero-
coccus, Micrococcus, Nocardia, Oerskovia, Serratia, Sporosarcina, 
Streptomyces отмечена резистентность к пептидам как ПК, так  
и ПКР.

Тест-культура
 Зона задержки роста тест-культуры, мм

ПК ПКР

Debaryomyces hansenii var. hansenii БИМ Y–21 15 ± 1 14 ± 1 
Debaryomyces hansenii var. hansenii БИМ Y–22 14 ± 1 9 ± 1 
Debaryomyces hansenii var. hansenii БИМ Y–23 14 ± 1 14 ± 1 
Candida kefyr БИМ Y–192 15 ± 1 19 ± 1 
Candida kefyr БИМ Y–193 19 ± 1 18 ± 1 
Colletotrichum lupini БИМ F–397 14 ± 1 –
Cryprococcus laurentii БИМ Y–36 23 ± 1 21 ± 1 
Cunninghamella echinulata БИМ F–265 22 ± 1 9 ± 1 
Cunninghamella echinulata БИМ F–266 17 ± 1 14 ± 1 
Mucor racemosus БИМ F–89 17 ± 1 17 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–48 18 ± 1 17 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–79 17 ± 1 14 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–84 12 ± 1 14 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–185 13 ± 1 15 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–186 13 ± 1 9 ± 1 
Kluyveromyces marxianus БИМ Y–191 12 ± 1 15 ± 1 
Penicillium solitum БИМ F–22 17 ± 1 18 ± 1 
Penicillium solitum БИМ F–312 12 ± 1 22 ± 1 
Penicillium variable БИМ F–314 – 13 ± 1 
Sporotrichum pruinosum БИМ F–252 25 ± 1 23 ± 1 

П р и м е ч а н и е.  Обозначения: «–» – отсутствие антимикробной актив-
ности.

Окончание табл. 2



Биотехнологии для медицины и промышленности	 381

Антифунгальная активность пептидов ПК и ПКР отмечена 
по отношению к 24 штаммам грибов. Максимальный диаметр 
задержки роста наблюдался у Sporotrichum pruinosum БИМ 
F–252 (25 ± 1 мм) (под действием ПК) и у Alternaria tenuis БИМ 
F–460 (24 ± 1 мм) (под действием ПКР) (рис. 4).

cunninghamella echinulata БИМ F–266 17±1 мм 14±1 мм 
Mucor racemosus БИМ F–89 17±1 мм 17±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–48 18±1 мм 17±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–79 17±1 мм 14±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–84 12±1 мм 14±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–185 13±1 мм 15±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–186 13±1 мм 9±1 мм 
kluyveromyces marxianus БИМ Y–191 12±1 мм 15±1 мм 
Penicillium solitum БИМ F–22 17±1 мм 18±1 мм 
Penicillium solitum БИМ F–312 12±1 мм 22±1 мм 
Penicillium variable БИМ F–314 - 13±1 мм 
sporotrichum pruinosum БИМ F–252 25±1 мм 23±1 мм 

Примечание: «-» – отсутствие антимикробной активности. 
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1 – буфер; 2 – нистатин; 3 и 4 – пептиды; А – пептиды ПК; Б – пептиды ПКР 

Рис. 4. Антифунгальная активность. 
 

Таким образом, ПК и ПКР ингибируют рост бактерий Acinetobacter, 

Alcaligenes, Bacillus, corynebacterium, Geobacillus, Escherichia, Enterobacter, 

Pseudomonas; грибных и дрожжевых культур: Absidia, Alternaria, Aspergillus, 

Debaryomyces, candida, colletotrichum, cryptococcus, cunninghamella, Mucor, 

kluyveromyces, Penicillium, sporotrichum, что согласуется с литературными 

данными [19–37, 54]. Способность пептидов проявлять антимикробные 
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Рис. 4. Антифунгальная активность: 1 – буфер, 2 – нистатин, 3, 4 – пептиды; 
а – пептиды ПК, б – пептиды ПКР

Таким образом, ПК и ПКР ингибируют рост бактерий Acine-
tobacter, Alcaligenes, Bacillus, Corynebacterium, Geobacillus, Esch-
erichia, Enterobacter, Pseudomonas; грибных и дрожжевых куль-
тур: Absidia, Alternaria, Aspergillus, Debaryomyces, Candida, Col-
letotrichum, Cryptococcus, Cunninghamella, Mucor, Kluyveromyces, 
Penicillium, Sporotrichum, что согласуется с литературными дан-
ными [19–37, 57]. Способность пептидов проявлять антимикроб-
ные свойства позволяет использовать их в пищевой и фармацев-
тической промышленности.

Заключение. Были подобраны оптимальные условия прове-
дения гидролиза казеинов, полученных из молока сельскохозяй-
ственных животных, трипсином: процентная концентрация фер
мента – 1,60 ед/мл, время – 40 мин (для ПК) и 50 мин (для ПКР). 

Показано, что эффективным методом очистки казеинов от 
фракции сывороточных белков является ионнообменная хрома-
тография с использованием катионнообменной смолы Nuvia S.
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В результате проведенных экспериментов установлено, что 
полученные пептиды проявляют антимикробную активность по 
отношению к 24 (ПК) – 26 (ПКР) для штаммов бактерий и 24 
(ПК и ПКР) штаммов грибов.
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АКТИВНОСТЬ ПРОЛИНСПЕЦИФИЧНЫХ ПЕПТИДАЗ 
МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ,  

ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ  
В ПИЩЕВОЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ

Н. А. ГОЛОВНЕВА, Н. Е. РЯБАЯ, А. Н. МОРОЗОВА,  
М. А. САФОНОВА, А. А. САМАРЦЕВ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
biochem_lab@mbio.bas-net.by

Исследована активность пролинспецифичных пептидаз бактерий родов 
Lactobacillus, Lactococcus и бифидобактерий Bifidobacterium adolescentis. По-
казано, что молочнокислые бактерии и бифидобактерии обладают внутри-
клеточными пептидазами, способными гидролизовать хромогенный субстрат 
L-пролин-p-нитроанилид, дипептиды лейцил-пролин и пролил-лейцин. Наи-
более высокий уровень продукции пролинаминопептидазы установлен у би-
фидобактерий, максимум продуцирующей способности наблюдался к 6 ч куль
тивирования на модифицированной среде MRS. У культур Lactobacillus sp. 
активность фермента достигала максимального значения в поздней экспонен-
циальной фазе к 15–18 ч роста. 

Введение. Пролинспецифичные пептидазы представляют 
собой сравнительно небольшую группу высокоспецифичных 
экзо- и эндопептидаз, расщепляющих в белках и пептидах свя-
зи, образованные остатком пролина. Уникальность действия 
данных ферментов обусловлена структурными особенностями 
пролина – гетероциклической аминокислоты, в которой атом 
азота входит в состав вторичного амина, в связи с чем пролин 
правильнее называть иминокислотой [1]. Под действием других 
пептидаз, даже с широкой специфичностью, пептидные связи, 
образованные остатком пролина, практически не расщепляют-
ся. В литературе приводятся сведения о том, что остаток проли-
на в пептидной цепи выполняет функцию защиты белков от 
ферментативной деградации, а пролинспецифичные пептидазы 
вовлечены в регуляцию различных метаболических процессов: 
секрецию и процессинг белков, дифференциацию клеток, им-
мунный ответ [2]. Большое количество остатков пролина в со-
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ставе белковой молекулы характерно для казеинов, β-казеин со-
держит около 17 % пролина, тогда как сывороточный альбумин 
или лактоглобулин – только 5 %. Для роста в молоке бактерии 
заквасок нуждаются в свободных аминокислотах, поэтому на-
личие у них эффективных пептидаз, специфичных к пролину, 
обеспечивает полноценный гидролиз казеина и необходимые 
для их роста и развития источники азотного питания [3, 4]. 
Пептидазная активность у молочнокислых бактерий в составе 
стартовых заквасок и сопутствующей микрофлоры в значитель-
ной мере определяет формирование качественных показателей  
и биологической ценности ферментированных пищевых про-
дуктов [5]. Так, одной из причин горького вкуса является непол-
ный гидролиз гидрофобных, содержащих пролин пептидов, об-
разующихся в процессе созревания сыров [6]. Устранение тако-
го дефекта возможно при использовании в составе заквасок 
бактерий, продуцирующих пептидазы, специфичные к пролину 
в определенном положении [7]. Пролинспецифичные пептидазы 
PepI, PepP, PepQ, PepR и PepX обнаружены у молочнокислых 
бактерий Lactococcus  lactis, Lactobacillus  bulgaricus, L.  helveti-
cus, L. delbrueckii и L. casei [8–11]. Исследование пептидолитиче-
ских ферментов молочнокислых бактерий остается актуальным 
направлением, важным для их успешного практического приме-
нения в пищевой промышленности, а также выяснения регуля-
торной роли пептидаз в метаболизме белков. Несмотря на боль-
шой интерес к уникальным по своему действию пролинспеци-
фичным пептидазам, на сегодняшний день изучены свойства 
ограниченного числа данных ферментов.

Цель работы – определение активности пролинспецифичных 
пептидаз у выделенных из природных источников молочнокис-
лых бактерий, перспективных для использования в составе за- 
квасок.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния служили молочнокислые бактерии родов Lactobacillus, Lac-
tococcus, выделенные из природных источников, а также бифи-
добактерии Bifidobacterium adolescentis. 

Культуры бактерий поддерживали на модифицированной 
среде MRS [12] c 1  % лактозы методом субкультивирования, 
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хранили при температуре 5–6 оС. Культивирование осуществля-
ли в термостате при температуре 28–37 оС на среде MRS и в вос-
становленном молоке. 

Биомассу бактерий определяли нефелометрически путем из-
мерения оптической плотности суспензии бактерий при 590 нм, 
выражали в мг сухих клеток на 1 мл среды. Для расчета исполь-
зовали калибровочную кривую зависимости оптической плот-
ности (OD590) культуральной жидкости от биомассы (мг) бактерий.

Клеточные гомогенаты лактобацилл и бифидобактерий по-
лучали после 20 ч роста культур. Клетки собирали центрифуги-
рованием в течение 20 мин при 12 000 g и 4 ºС, дважды отмыва-
ли от компонентов среды в 0,1 М фосфатном буфере pH 7,0. За-
тем осадок ресуспендировали в 50 мМ Tris HCl буфере рН 7,0–7,2 
до достижения ОD590 = 1,0, обрабатывали лизоцимом в концен-
трации 10 мг/мл в течение 1 ч при 37 °С с последующей дезинте-
грацией ультразвуком при 44 кГц в режиме десятикратной обра-
ботки по 30 с. 

Определение активности пролинаминопептидазы проводи-
ли согласно Exterkate [13]. Реакционную смесь инкубировали 
при 37 °С в течение 30 мин. В качестве субстрата использовали 
1 мМ раствор L-пролин-p-нитроанилид (Pro-pNA) в 0,05 М фос-
фатном буфере, рН 7,2. Активность выражали в условных еди-
ницах, соответствующих значению оптической плотности реак-
ционной смеси при 405 нм (OD405) в условиях реакции. Все изме-
рения проводились не менее чем в трех повторностях.

Эффективность гидролиза дипептидов лейцил-пролин и про
лил-лейцин оценивали методом тонкослойной хроматографии 
(ТСХ). Источниками ферментов служили гомогенаты клеток 
бактерий в 0,05  М  Tris-HCl буфере рН  7,2, полученные путем  
последовательной обработки клеток мутанолизином (5  мг/мл), 
ультразвуком (44 кГц 10 мин в режиме десятикратной обработ-
ки по 30 с) и осмотическим шоком. Субстраты лейцил-пролин  
и пролил-лейцин использовали в концентрации 3 мг/мл в 0,05 М 
Tris-HCl буфере рН 7,2.

Для проведения ферментативной реакции к 200 мкл иссле-
дуемого гомогената добавляли 200 мкл субстрата, реакционную 
смесь инкубировали 30 мин при 30 ºС. Реакцию останавливали 
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добавлением 80 мкл 30%-ного раствора уксусной кислоты, по-
сле чего образцы охлаждали в воде со льдом (4  ºС) в течение 
15–20  мин. На пластинки с силикагелем «Сорбфил» наносили 
по 2 мкл образцов и помещали в хроматографическую камеру, 
насыщенную парами подвижной фазы бутанол:уксусная кисло-
та:вода (12:3:5) на 4–5 ч. В качестве контроля на пластину нано-
сили аминокислоты пролин, лейцин и дипептиды (субстраты)  
в концентрации 1 мг/мл в 0,05 М Tris-HCl буфере рН 7,2. Пла-
стину высушивали при комнатной температуре, для обнаруже-
ния аминокислот опрыскивали 0,25%-ным раствором нинги-
дрина в ацетоне, затем нагревали в сушильном шкафу в течение 
5–7 мин при 90  ºС до появления окрашенных пятен. При этом 
пролин окрашивался в желтый цвет, лейцин – в малиново-розо-
вый, дипептиды – в розово-коричневый. 

Результаты и обсуждение. Исследована пролинаминопепти
дазная активность молочнокислых бактерий родов Lactobacillus, 
Lactococcus и бактерий B. adolescentis в динамике роста на мо-
дифицированной среде MRS. 

Установлено, что у культур Lactobacillus sp. увеличение про-
линаминопептидазной активности связано с ростом: наиболее 
высокий уровень активности фермента отмечен в поздней экс-
поненциальной фазе (12–15 ч). В период 6–12 ч культивирования 
активность увеличивалась в 1,8 раза, достигала максимума к 15 ч, 
далее уровень активности пролинаминопептидазы в культу-
ральной жидкости постепенно снижался, к 24 ч на 15,5 % (рис. 1). 
К 40 ч культивирования снижение уровня активности составило 
27,0 %. 

В культуральной жидкости B. adolescentis определен наибо-
лее высокий уровень активности пролинаминопептидазы, а так-
же максимум продуцирующей способности культуры к концу 
экспоненциальной фазы роста.

Такой уровень активности сохранялся и в стационарной фазе 
(рис. 2, а), при этом продуцирующая способность B. adolescentis 
существенно снижалась к 48 ч роста на модифицированной сре-
де MRS (рис. 2, б).

 Показано также, что при использовании гидролизата казеина 
в качестве источника азотного питания в составе питательной 
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среды (КЛД) уровень пептидазной активности бифидобактерий 
отличается незначительно (рис. 3). 

Среди исследованных лактобацилл наиболее высокий уро-
вень пролинаминопептидазной активности отмечен у L. paraca-
sei при выращивании на модифицированной среде MRS.

Проведено исследование пролинаминопептидазной активно-
сти у бактерий рода Lactococcus, выделенных из молока и фер-
ментированных молочных продуктов. С этой целью отмытые от 
остатков питательной среды клетки бактерий, полученные при 
культивировании на среде MRS с 1 % лактозы (9 ч роста), ресу-
спендировали в 0,05 М Na-фосфатном буфере, pH 7,2. Для про-
ведения реакции равные объемы суспензии бактериальных кле-
ток и 1  мМ  субстрата Pro-pNA в том же буфере выдерживали 
при 37  ºС до появления желтого окрашивания. Реакцию оста-
навливали добавлением 10%-ного раствора уксусной кислоты. 
После отделения клеток центрифугированием определяли опти-

Рис. 1. Пролинаминопептидазная активность Lactobacillus sp. 1,  
Lactobacillus sp. 2 и B. adolescentis в динамике роста бактерий

Рис. 2. Активность пролинаминопептиды B. adolescentis  
при культивировании на среде MRS
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ческую плотность реакционной смеси при 405 нм. В связи с тем, 
что скорость гидролиза субстрата Pro-pNA в этих условиях 
была низкой, ферментативная реакция у исследуемых культур 
проводилась в течение 12–18 ч. Пептидазную активность лакто-
кокков выражали в условных единицах, соответствующих тако-
му количеству фермента, которое в условиях реакции давало 
прирост оптической плотности на 0,0001 за единицу времени (ч). 
Следует отметить, что у лактококков активность пролинамино-
пептидазы в 8–10 раз ниже, чем у лактобацилл. Из исследован-
ных бактерий рода Lactococcus пролинаминопептидазная актив-
ность наиболее выражена у штаммов АВ-16, АВ-19, КМ1 и А2 
(рис. 4). 

Согласно данным литературы, пептидазы молочнокислых 
бактерий являются внутриклеточными ферментами [14] и не 
имеют мембраносвязывающего домена или сигнальной последо-

        
                              А                                                                  Б 
Рис. 2. Активность пролинаминопептиды B. adolescentis при культивировании на среде MRS 
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Рис. 3. Пролинаминопептидазная активность B. adolescentis  
при культивировании на средах КЛД и MRS (20 ч роста)
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Рис. 4. Пролинаминопептидазная активность бактерий рода Lactococcus
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вательности для секреции. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что пролинаминопептидаза у исследованных мо-
лочнокислых бактерий родов Lactococcus и Lactobacillus, а также 
бифидобактерий имеет внутриклеточную локализацию, а в куль
туральной жидкости была обнаружена лишь следовая актив-
ность фермента. В гомогенатах после разрушения ультразвуком 
отмытых от остатков среды клеток определен наиболее высокий 
уровень активности пролинаминопептидазы (рис. 5).

активность фермента. В гомогенатах после разрушения ультразвуком отмытых 

от остатков среды клеток определен наиболее высокий уровень активности 

пролинаминопептидазы (рис. 5). 
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Таблица. Пептидазная активность гомогенатов и интактных клеток 

Lactococcus sp. ab­16 и Lactococcus sp. ab­19 

Штамм lactococcus sp. Пролинаминопептидазная активность, усл. ед. 
интактные клетки гомогенат 

AB-16 75 207 
AB-19 59 149 
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Рис. 5. Локализация пролинаминопептидазной активности у молочнокислых 
бактерий и бифидобактерий: 1 – в культуральной жидкости;  

2 – ассоциированная с клетками; 3 – в УЗ-гомогенатах клеток

Пептидазная активность в гомогенатах клеток лактококков, 
полученных путем обработки лизоцимом (1 мг/мл) и мутаноли-
зином (50  ед/мл) с последующим осмотическим шоком, была 
значительно (в 2,5–2,8 раз) выше по сравнению с интактными 
клетками, что свидетельствует о внутриклеточной локализации 
пролинаминопептидазы у бактерий рода Lactococcus  (таблица).

Пептидазная активность гомогенатов и интактных клеток 
Lactococcus sp. AB-16 и Lactococcus sp. AB-19

Штамм Lactococcus sp.
Пролинаминопептидазная активность, усл. ед.

интактные клетки гомогенат
AB-16 75 207

AB-19 59 149

Для характеристики пролинспецифичных пептидаз исследу-
емых молочнокислых бактерий и бифидобактерий представляло 
интерес определить их способность к гидролизу дипептидов 
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лейцил-пролина и пролил-лейцина. Эффективность гидролиза 
пептидной связи оценивали по образованию продуктов реакции 
методом тонкослойной хроматографии.

Источником ферментов служили гомогенаты клеток молоч-
нокислых бактерий в 0,05 М Tris-HCl буфере рН 7,2, полученные 
путем последовательной обработки мутанолизином, ультразвуком 
и воздействия осмотическим шоком. Субстраты лейцил-пролин 
и пролил-лейцин использовали в концентрации 3 мг/мл в 0,05 М 
Tris-HCl буфере рН 7,2. Реакцию проводили 30 мин при 37 ºС.

Анализ продуктов гидролиза показал, что исследуемые 
штаммы молочнокислых бактерий проявляют активность ди-
пептидаз, специфичных к пролину в N-концевом положении. 
Через 30 мин реакции наблюдается частичный гидролиз связи 
Pro-Leu при взаимодействии пептидов с гомогенатами клеток 
лактобацилл и лактококков (рис. 6, а, в), о чем свидетельствует 

обработки мутанолизином, ультразвуком и воздействия осмотическим шоком. 

Субстраты лейцил-пролин и пролил-лейцин использовали в концентрации 

3 мг/мл в 0,05 М Tris-HCl буфере рН 7,2. Реакцию проводили 30 мин при 37 ºС. 

Анализ продуктов гидролиза показал, что исследуемые штаммы 

молочнокислых бактерий проявляют активность дипептидаз, специфичных к 

пролину в N-концевом положении. Через 30 мин реакции наблюдается 

частичный гидролиз связи Pro-Leu при взаимодействии пептидов с 

гомогенатами клеток лактобацилл и лактококков (рис. 6, А, В), о чем 

свидетельствует наличие зон, соответствующих по хроматографической 

подвижности и окрашиванию лейцину. Активность дипептидазы, специфичной 

к пролину в С-концевом положении, при реакции с субстратом Leu-Pro в этих 

условиях не обнаружена (рис. 6, Б, Г). 

                
                                а                                                                                    б 

                
                                  в                                                                                   г 

Рис. 6. ТСХ продуктов реакции гидролиза пролинсодержащих дипептидов Pro-Leu (А, В) и 
Leu-Pro (Б, Г) молочнокислыми бактериями: а – 1 – пролин; 2 – Pro-Leu; 3 – гомогенат клеток 

l. paracasei Mesh; 4 – l. lactis АВ-11; 5 – lс. lactis АВ-16; 6 – lс. lactis АВ-19;  
7 –  лейцин; б – 1 – пролин; 2 – Leu-Pro; 3 – гомогенат клеток l. paracasei Mesh; 4 – 

lс. lactis АВ-11; 5 – lс. lactis АВ-16; 6 –  l. lactis АВ-19; 7 – лейцин; в – 1 – лейцин; 2 – 
гомогенат клеток l. delbrueckii Asp.1; 3 – l. paracasei Asp.2; 4 – l. paracasei NE 5 – 

l. curvatus 0811 ; 6 – l. curvatus 0812; 7 – пролин; 8 – Pro-Leu; г – 1 – лейцин; 2 – гомогенат 
клеток l. delbrueckii Asp.1; 3 – l. paracasei Asp.2; 4 – l. paracasei NE 5 – l. curvatus 0811;  

6 – l. curvatus 0812; 7 – пролин; 8 – Leu-Pro 
Как показано ранее (рис. 1), бифидобактерии проявляют относительно 

высокую пролинаминопептидазную активность. Методом ТСХ также 

Рис. 6. ТСХ продуктов реакции гидролиза пролинсодержащих дипептидов 
Pro-Leu (А, В) и Leu-Pro (Б, Г) молочнокислыми бактериями: а – 1 – пролин,  
2 – Pro-Leu, 3 – гомогенат клеток L.  paracasei Mesh, 4 – L.  lactis  АВ-11,  
5 – Lс. lactis АВ-16, 6 – Lс. lactis АВ-19, 7 – лейцин; б – 1 – пролин, 2 – Leu-Pro,  
3 – гомогенат клеток L. paracasei Mesh, 4 – Lс. lactis АВ-11, 5 – Lс. lactis АВ-16, 
6 – L. lactis АВ-19, 7 – лейцин; в – 1 – лейцин, 2 – гомогенат клеток L. delbruec-
kii Asp.1, 3 – L.  paracasei Asp.2, 4 – L.  paracasei NE, 5 – L.  curvatus 0811,  
6 – L. curvatus 0812, 7 – пролин, 8 – Pro-Leu; г – 1 – лейцин, 2 – гомогенат кле-
ток L. delbrueckii Asp.1, 3 – L. paracasei Asp.2, 4 – L. paracasei NE, 5 – L. curva-

tus 0811, 6 – L. curvatus 0812, 7 – пролин, 8 – Leu-Pro
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наличие зон, соответствующих по хроматографической подвиж-
ности и окрашиванию лейцину. Активность дипептидазы, специ
фичной к пролину в С-концевом положении, при реакции с суб-
стратом Leu-Pro в этих условиях не обнаружена (рис. 6, б, г).

 Как показано ранее (рис. 1), бифидобактерии проявляют от-
носительно высокую пролинаминопептидазную активность. Ме
тодом ТСХ также установлена способность бифидобактерий 
расщеплять пролинсодержащие дипептиды Pro-Leu и Leu-Pro 
(рис. 7).

установлена способность бифидобактерий расщеплять пролинсодержащие 

дипептиды Pro-Leu и Leu-Pro (рис. 7). 

 
1 – пролин; 2 – субстрат Pro-Leu; 3 – гидролиз Pro-Leu; 4 – субстрат Leu-Pro; 

5 –  гидролиз Leu-Pro; 6 – лейцин 
Рис. 7. ТСХ продуктов реакции гидролиза пролинсодержащих дипептидов 

бифидобактериями  
 

Заключение. Показано, что исследуемые штаммы молочнокислых 

бактерий родов lactobacillus, lactococcus и B. adolescentis обладают 

пролинспецифичными пептидазами, способными гидролизовать хромогенный 

субстрат L-пролин-p-нитроанилид и дипептид пролин-лейцин. Наиболее 

высокий уровень продукции пролинаминопептидазы обнаружен у 

бифидобактерий. Установлено, что у бактерий рода lactococcus активность 

пролинаминопептидазы была в 8–10 раз ниже, чем у лактобацилл, и 

незначительно изменялась в процессе роста культур. Эти результаты 

согласуются с данным литературы [15] и свидетельствуют о различии 

протеолитических систем лактококков и лактобацилл. Молочнокислые 

бактерии, обладающие пептидазами, способными деградировать 

пролинсодержащие пептиды, перспективны для использования в составе 

стартовых культур для сыроделия. 
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Рис. 7. ТСХ продуктов реакции гидролиза пролинсодержащих дипептидов 
бифидобактериями: 1 – пролин; 2 – субстрат Pro-Leu; 3 – гидролиз Pro-Leu;  

4 – субстрат Leu-Pro; 5 – гидролиз Leu-Pro; 6 – лейцин
 

Заключение. Показано, что исследуемые штаммы молочно-
кислых бактерий родов Lactobacillus, Lactococcus и B. adolescen-
tis обладают пролинспецифичными пептидазами, способными 
гидролизовать хромогенный субстрат L-пролин-p-нитроанилид 
и дипептид пролил-лейцин. Наиболее высокий уровень продукции 
пролинаминопептидазы обнаружен у бифидобактерий. Установ-
лено, что у бактерий рода Lactococcus активность пролинамино-
пептидазы была в 8–10 раз ниже, чем у лактобацилл, и незначи-
тельно изменялась в процессе роста культур. Эти результаты 
согласуются с данным литературы [15] и свидетельствуют о раз
личии протеолитических систем лактококков и лактобацилл. 
Молочнокислые бактерии, обладающие пептидазами, способ-
ными деградировать пролинсодержащие пептиды, перспективны 
для использования в составе стартовых культур для сыроделия.
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PROLYN SPECIFIC PEPTIDASE ACTIVITY OF LACTIC  
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Prolyne-specific peptidases activity of lactic acid bacteria from genera Lacto
bacillus, Lactococcus and bifidobacteria Bifidobacterium adolescentis was investi
gated. Lactic acid bacteria and bifidobacteria have been shown to possess intra
cellular peptidases capable of hydrolyzing the chromogenic substrate L-prolinep- 
nitroanilide, dipeptides leucyl-proline and prolyl-leucine. The highest level of pro
lyne aminopeptidase production was found in bifidobacteria. The peak of generation 
ability was observed by 6 h of culture on modified MRS medium. For cultures  
of Lactobacillus sp. activity of the enzyme reached maximum values in the late 
exponential phase by 15–18 h of growth.
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ОЛИГОСАХАРИДЫ ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО МОЛОКА: 
СВОЙСТВА И СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ
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В обзоре рассмотрены современные данные, касающиеся олигосахари-
дов человеческого молока (ОЧМ). Раскрыты их свойства и основные характе-
ристики, даны сведения о проявляемых пробиотических, иммуномодулирую-
щих, противовоспалительных свойствах ОЧМ. Рассмотрены современные 
методы синтеза (химический и биотехнологический) и способы применения 
уже получаемых ОЧМ, а также ОЧМ с высокой степенью полимеризации  
в пищевой и фармацевтической отраслях промышленности.

Введение. Олигосахариды человеческого молока (ОЧМ) 
были обнаружены в составе грудного молока в 1930-х гг. Дли-
тельное время считалось, что ОЧМ синтезируются из лактозы 
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под воздействием гликозилтрансфераз, участвуют в синтезе 
гликопротеинов и гликолипидов и не выполняют важных функ-
ций в человеческом организме [1]. Назначение олигосахаридов 
было не до конца понятно из-за трудностей их изучения, связан-
ных со сложностью идентифицирования структуры углеводных 
звеньев и отсутствием способов эффективного синтеза линей-
ных трисахаридов человеческого молока (2′-фукозиллактоза (2′-
FL), 3′-фукозиллактоза (3′-FL) и др.) и их предшественников 
(N-ацетилнейраминовая кислота (Neu5Ac), лакто-N-биоза (LNB), 
цитидин-5′-монофосфо-N-ацетилнейраминовая кислота (ЦМФ-
Neu5Ac), цитидин-дифосфат-фукоза (ЦДФ-фукоза) и др.) [2]. 
Позже в ряде работ было показано, что ОЧМ играют важную 
роль в развитии ребенка в период грудного вскармливания и об-
ладают физиологическими свойствами (пробиотическими, про-
тивовоспалительными, противоинфекционными, иммуностиму
лирующими и др.) [1, 3].

Для раскрытия потенциала применения ОЧМ и подтвержде-
ния физиологических свойств необходимо их детальное изуче-
ние. А для этого необходимо разработать эффективные способы 
получения ОЧМ в достаточном количестве [4, 5]. ОЧМ являются 
объектом современных исследований в области нутрицевтики  
и фармацевтики и рассматриваются в качестве потенциальных 
биологически активных добавок (БАД) и пищевых добавок [2, 6, 7]. 
В настоящее время разработаны многочисленные методики по-
лучения лишь небольшого набора короткоцепочечных ОЧМ (2′-
FL, 3′-FL, 3′-сиалилактоза (3′-SL), 6′-сиалилактоза (6′-SL), лакто- 
N-триоза II (LNT II), лакто-N-тетраоза (LNT), лакто-N-неоте-
траоза (LNnT) и др.), которые включают в свой состав 3–5 моно-
сахаридных звеньев. Тем не менее важно разработать методики 
получения ОЧМ, обладающих более сложно организованной  
и разветвленной структурой с широким спектром физиологиче-
ской активности в сравнении с уже производимыми ОЧМ [3, 8, 9].

Общая характеристика ОЧМ (концентрация, состав и ва­
риация). Углеводный состав человеческого молока представлен 
моносахаридами (глюкоза, галактоза), дисахаридами (лактоза), 
олигосахаридами, гликопротеинами, гликопептидами и глико-
липидами. Перечисленные соединения в большом количестве 
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присутствуют в молоке на ранних стадиях лактации. В ацинар-
ных клетках молочной железы осуществляется синтез ОЧМ, мо-
номерами которых являются сиаловая кислота (Sia), глюкоза 
(Glc), галактоза (Gal), N-ацетилглюкозамин (GlcNAc) и фукоза 
(Fuc) [2, 10–12].

Многочисленные по составу, ОЧМ вариабельны по строе-
нию – от линейных трисахаридов (2′-FL, 3′-FL и др.) до развет-
вленных олигосахаридов, включающих в свой состав более  
5 звеньев (лакто-N-фукопентаоза I, лакто-N-фукопентаоза II и др.). 
Предполагаемое же количество разновидностей ОЧМ, присут-
ствующих в молоке, составляет ~ 10 000. Концентрация и состав 
моносахаридных звеньев олигосахаридов в человеческом моло-
ке варьируют и зависят от стадии лактации, индивидуальных 
особенностей организма и группы крови по Льюису. Важным 
свойством ОЧМ является устойчивость к действию пищевари-
тельных ферментов [13].

Свободные олигосахариды в зрелом грудном молоке присут-
ствуют в количестве 12–13 г/л [11, 14]. В молозиве концентрация 
ОЧМ достигает 25 г/л. При продолжительном грудном вскарм-
ливании и по мере созревания молока концентрация ОЧМ сни-
жается до 5 г/л, что превышает концентрацию общего белка  
в молоке (табл. 1) [15–17]. В человеческом молоке олигосахариды 
являются третьей по количеству фракцией после лактозы и ли-
пидов [18].

В литературе приводят следующий основной принцип био-
синтеза ОЧМ: все ОЧМ на своем восстанавливающем конце со-
держат лактозу (Gal-β-(1→4)-Glc), к которой для удлинения цепи 

Т а б л и ц а  1.  Содержание веществ в человеческом молоке  
по классам [15]

Макроэлемент Количество

Белки (г/л) 8
Жиры (г/л) 41
Лактоза (г/л) 70
Олигосахариды (г/л) 5–15
Идентифицированных ОЧМ из них > 100

фукозилированные ОЧМ, % 50–80
сиалилсодержащие ОЧМ, % 10–20
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может быть добавлена лакто-N-биоза (Gal-β-(1→3)-GlcNAc-, цепь 
типа I – N-ацетиллактозамин (Gal-β-(1→4)-GlcNAc-, цепь ти- 
па II – через связь β-(1,3)- или β-(1,6)- [13].

На основе системы групп крови по Льюису (Le), которая 
определяется активностью двух генных локусов, кодирующих 
α-(1,2)-фукозилтрансферазу (FUT2) и α-(1,3/4)-фукозилтрансфе-
разу (FUT3), можно выделить 4 группы людей с варьирующим 
составом ОЧМ в грудном молоке (табл. 2) [14, 15, 19–21]. Форми-
рование антигенов в системе Льюиса определяется не только ге-
нами Le, на него также непосредственно влияют гены секреции 
(Se) и несекреции (se). По способности выделять групповые ве-
щества всех людей делят на 2 группы: секреторов (Se) и несе-
креторов (se). Секреторами групповых антигенов являются 76 % 
людей, а несекреторами – 24 %. Содержание групповых антиге-
нов в эритроцитах секреторов и несекреторов одинаково. Одна-
ко в сыворотке и в тканях органов несекреторов групповые ан-
тигены обнаруживаются в более слабой степени, чем в тканях 
секреторов. Люди с активным локусом Se классифицируются 
как секреторы, их молоко содержит в преобладающем количе-
стве 2′-FL, LNFP I и другие α-(1,2)-фукозилированные ОЧМ 
(табл. 3). У несекреторов, напротив, не функционирует фермент 
FUT2, их молоко не содержит α-(1,2)-фукозилированные ОЧМ. 
Люди с активным Le локусом синтезируют FUT3 и классифици-
руются как Le-положительные [15]. Таким образом, на молеку-
лярный состав и структуру ОЧМ могут оказывать воздействие 
генетические изменения, питание и факторы окружающей сре-
ды [15].

Т а б л и ц а  2.  Количество людей, продуцирующих определенные 
фукозилтрансферазы по группам Льюиса [22]

Группа Тип Фукозилтрансфераза Населе- 
ние,  %

Se–Le+ Люьис (a), несекретор α-(1,4)-фукозилтрансфераза (FUT3) 20
Se+Le+ Льюис (b), секретор α-(1,2)-фукозилтрансфераза (FUT2)

α-(1,4)-фукозилтрансфераза (FUT3)
70

Se+Le- Льюис (a-b-), секретор α-(1,2)-фукозилтрансфераза (FUT2) ~10
Se-Le- Льюис (a-b-), несекретор Отсутствует ~10
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Т а б л и ц а  3.  Синтез специфических олигосахаридов  
в зависимости от группы крови по Льюису [22]

ОЧМ Структура Le (a–b+) Le(a+b–)
Le(a–b–),
секре- 

тор

Le(a–b–),
несек- 
ретор

2′-FL Fuc-α-(1→2)-Gal-β-(1→4)-Glc + – + –
LDFT Fuc-α-(1→2)-Gal-β-(1→4)-Glc- 

[Fuc-α-(l→3)] + – + –

LNFP 1 Fuc-α-(1→2)-Gal-β-(1→3)-GlcNAc- 
β-(1→3)-Gal-β-(1→4)-Glc + – + –

LNFP II Gal-β-(1→3)-[Fuc-α-(1→4)]-GlcNAc-β-
(1→3)-Gal-β-(1→4)-Glc + + – –

LNDFH II Gal-β-(1→3)-[Fuc-α-(1→4)]-GlcNAc-β-
(1→3)-Gal-β-(1→4)-[Fuc-α-(1→3)]-Glc + + – –

Из литературных данных известно, что на сегодняшний день 
охарактеризована химическая структура более 130 олигосаха-
ридов, различающихся по размеру, заряду, последовательности 
и концентрации. Данные по количественному содержанию оли-
госахаридов в человеческом молоке приведены в табл. 4 [11, 24, 
25]. Химические структуры большинства преобладающих по 
количеству олигосахаридов человеческого молока приведены  
в табл. 5 [22]. Стратегии синтеза разработаны лишь для олигоса-
харидов человеческого молока, содержащих в своем составе от 3 
до 6 моносахаридных звеньев [23]. 

Т а б л и ц а  4.  Количественная характеристика ОЧМ

Короткоцепочечные ОЧМ Количество, г/л

Лактоза 55–70
Лакто-N-тетраоза 0,5–1,5
Лакто-N-фуопентаоза I 1,2–1,7
Лакто-N-фуопентаоза II 0,3–1,0
Лакто-N-фуопентаоза III 0,01–0,2
Лакто-N-дифукогексаоза I 0,1–0,2
N-ацетилнейраминат-α-(2,6)лактоза 0,3–0,5
N-ацетилнейраминат-α-(2,3)-лактоза 0,1–0,3
N-ацетилнейраминат-α-(2,3)-лактоза 0,03–0,2
N-ацетилнейраминат-лакто-N-тетраоза a 0,1–0,6
N-ацетилнейраминат-лакто-N-тетраоза с 0,2–0,6
Лакто-N-тетраоза 0,5–0,6
Остальные ОЧМ 5,0–8,0



Биотехнологии для медицины и промышленности	 401

Т а б л и ц а  5.  Основные химические структуры ОЧМ 

ОЧМ Сокращенное название Структура

2′-FL 2′-фукозиллактоза Fuc-α-(l→2)-Gal-β-(l→4)-Glc

3′-FL 3′-фукозиллактоза Gal-β-(1→4)-[Fuc-α-(l→3)]-Glc
LNT лакто-N-тетраоза Gal-β-(1→3)-GlcNAc-β-(1→3)-Gal-β(1→4)-Glc
LNnT лакто-N-неоте-

траоза
Gal-β-(l→4)-GlcNAc-β-(l→3)-Gal-β-(l→4)-Glc

LNFP I лакто-N-пентао
за I

Fuc-α-(l→2)-Gal-β-(1→3)-GlcNAc-β-(1→3)-Gal- 
β-(l→4)-Glc

LNFP II лакто-N-пентао-
за II

Gal-β-(l→3)-[Fuc-α-(1→4)]-GlcNAc-β-(l→3)-
Gal-β-(l→4)-Glc

LNFP III лакто-N-пентао- 
за III

Gal-β-(l→4)-[Fuc-α-(l→3)]-GlcNAc-β-(1→3)-
Gal-β-(l→4)-Glc

LNDFH I лакто-N-дифуко-
гексаоза I

Fuc-α-(l→2)-Gal-β-(1→3)-[Fuc-α-(1→4)]-Glc-
NAc-β-(1→3)-Gal-β-(1→4)-Glc

LNDFH II лакто-N-дифуко-
гексаоза II

Gal-β-(l→3)-[Fuc-α-(l→4)]-GlcNAc-β-(l→3)-
Gal-β-(l→4)-[Fuc-a-(l→3)]-Glc

3′-SL 3′-сиалиллактоза Neu5Ac-α-(2→3)-Gal-β-(1→4)-Glc
6′-SL 6′-сиалиллактоза Neu5Ac-α-(2→6)-Gal-β-(l→4)-Glc
LST a сиалиллакто- 

N-тетраоза a
Neu5Ac-α-(2→3)-Gal-β-(l→3)-GlcNAc-β-(l→3)-
Gal-β-(l→4)-Glc

LST b сиалиллакто- 
N-тетраоза b

Gal-β-(l→3)-[Neu5Ac-a-(2→6)]-GlcNAc-β-
(l→3)-Gal-β-(l→4)-Glc

LST с сиалиллакто- 
N-тетраоза с

Neu5Ac-α-(2→6)-Gal -(1→4)-GlcNAc-β-(l→3)-
Gal-β-(1→4)-Glc

DS-LNT дисиалиллакто- 
N-тетраоза

Neu5Ac-α-(2→3)-Gal- β -(l→3)-Neu5Ac- 
α-(2→6)]-GlcNAc-β-(l→3)-Gal-β-(l→4)-Glc

Моносахаридная цепь типа I Gal-β-(1→3)-GlcNAc
Моносахаридная цепь типа II Gal-β-(l→4)-GlcNAc

Белки в молоке сильно гликозилированы, их гликановые 
фрагменты являются неотъемлемым элементом в укреплении 
здоровья грудных детей. N-гликаны связаны с остатком аспара-
гина, который присутствует в консервативной аминокислотной 
последовательности (Asn-X-Ser/Thr, где X – любая аминокисло-
та, кроме пролина), через GlcNAc. Ядро N-гликана содержит 2 
остатка GlcNAc, из которых внутренний, связанный с аспараги-
ном, может быть фукозилированным, и 3 остатка маннозы. Это 
ядро может быть увеличено дополнительными моносахаридами 
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(фукозой, сиаловой кислотой и др.) с усложнением структуры  
[2, 26].

Галактоолигосахариды (ГОС) представляют собой линейные 
гетерополисахариды, содержащие повторяющиеся сульфатиро-
ванные или несульфатированные дисахаридные звенья гексоза-
минов и глюкуроновых кислот или галактозы. ГОС обладают 
высокой молекулярной массой, являются сильными анионами, 
способны к образованию комплексов с белками, образующими 
протеогликаны. Все ГОС сульфатированы в разной степени. Наи
более распространенными ГОС в человеческом молоке являются 
хондроитинсульфат (~ 55 %) и гепарансульфат (~ 40 %) [27, 28]. 
Недавно было показано, что ГОС из грудного молока не присут-
ствуют в кале новорожденных, вскармливаемых грудью, что по-
зволяет предположить, что они катаболизируются кишечной 
микробиотой [29]. Как и другие гликаны, ГОС человеческого 
молока также способны ингибировать in vitro адгезию энтеропа-
тогенных бактерий, таких как серотип Escherichia coli и Salmo
nella fyris, к линиям эпителиальных клеток человека [2, 30].

Биологические свойства ОЧМ. В современной литературе 
содержится множество данных о физиологической активности 
олигосахаридов человеческого молока, основанных на исследо-
ваниях in vitro, ex vivo и животных. Ниже представлены некото-
рые из них.

Пробиотические свойства ОЧМ. Пребиотики – это компо-
ненты пищи, которые не перевариваются и не усваиваются в верх
них отделах желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), но ферменти-
руются микробиотой толстого кишечника человека и стимули-
руют ее рост и жизнедеятельность [15, 31, 32]. Это определение 
требует, чтобы пребиотики были устойчивы к кислотности же-
лудка, гидролизу ферментами хозяина и желудочно-кишечной 
абсорбции. ОЧМ отвечают всем критериям: подавляющее боль-
шинство ОЧМ достигают дистального отдела тонкой и толстой 
кишек с сохранением структурной целостности и высоких кон-
центраций [2, 15, 33–35].

В литературе приведены данные, доказывающие, что ОЧМ 
играют ключевую роль в формировании и поддержании микро-
биоты кишечника у детей. ОЧМ считаются одним из наиболее 
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важных факторов роста некоторых видов кишечных бифидобак-
терий и лактобацилл. Выявлен уникальный метаболический 
путь утилизации и синтеза лакто-N-тетраозы, лакто-N-неоте-
траозы в Bifidobacterium bifidum. За утилизацию ОЧМ B. bifidum 
отвечают β-галактозидазы, продукты экспрессии генетических 
локусов bbgIII, bbhI, bbhII, способные расщеплять олигосахари-
ды двух типов: LNT до Gal и лакто-N-триозу II (LNT II) до  
GlcNAc и лактозы  [33]. Штаммы B.  infantis и B.  bifidum растут 
очень активно в лабораторных культуральных средах с добавле-
нием ОЧМ, трудно включаемых в метаболизм других групп бак
терий. Bifidobacterium longum subsp. infantis (B. infantis, JCM1222) 
хорошо растет, имея ОЧМ в качестве единственного источника 
углеводов. Известно, что с течением времени B.  infantis полно-
стью метаболизовала ОЧМ, включая продукты распада моно-  
и дисахаридов [36–38]. Секвенирование генома B.  infantis выя- 
вило кластеры генов, которые контролируют экспрессию специ-
фических гликозидаз – транспортеров сахара и гликансвязыва-
ющих белков, предназначенных для утилизации ОЧМ  [39]. 
B. bifidum (JCM1255) в сравнении с B. infantis растет на ОЧМ не-
много медленнее и не включает в конце периода инкубации  
в метаболизм некоторые из продуктов разложения моносахари-
дов. B. breve (JCM1192) способен включать в метаболизм только 
LNT, но не LNnT [15, 36].

Таким образом, ОЧМ способствуют росту определенных ви-
дов бифидобактерий, поэтому неправильно называть ОЧМ «би-
фидогенными».

У безмикробных мышей, которым инокулировали B. infantis 
и Bacteroides  thetaiotaomicron, при появлении LNnT в рационе 
концентрация B. infantis возрастала с 2 до 40 %. ОЧМ-опосредо-
ванный преобладающий рост B.  infantis может ингибировать 
развитие потенциально патогенных бактерий. Кроме того, 
B. infantis и некоторые другие виды бактерий продуцируют ко-
роткоцепочечные жирные кислоты, а также постбиотики, созда-
ющие благоприятную среду для роста и развития микроорга-
низмов-комменсалов [15, 40]. Постбиотики – метаболиты, обра-
зующиеся при микробной ферментации, которые могут обладать 
биологически активным действием и являются основой для 
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формирования полезных микроорганизмов-комменсалов, а так-
же модулировать иммунный ответ хозяина в случаях воспали-
тельных заболеваний [41].

Компонентами микробиоты ЖКТ также являются несколько 
видов рода Lactobacillus, к которому принадлежит наибольшая 
доля охарактеризованных пробиотиков. Бактерии L. casei, L. pa
racasei, L. rhamnosus характеризуются способностью утилизи-
ровать ОЧМ I и II типов, а также O-связанные гликозилированные 
структуры. Несмотря на то, что, вероятно, вышеперечисленные 
бактериальные виды не в состоянии напрямую утилизировать 
гликопротеины и сложные ОЧМ, они могут использовать мно-
жество структур, полученных из них. Данный факт отражает 
особую адаптацию, которая повышает пригодность этих микро-
организмов для получения питательных веществ в ЖКТ груд-
ных детей [15].

Антимикробные свойства ОЧМ. В дополнение к косвенно-
му контролю патогенных микроорганизмов путем предоставле-
ния конкурентного преимущества непатогенным комменсалам 
ОЧМ также напрямую снижают микробные инфекции, высту-
пая в качестве антиадгезивных противомикробных препаратов. 
Многим вирусным, бактериальным и простейшим патогенам 
для колонизации и проникновения в клетки хозяина необходи-
мо закрепиться на поверхности клеток слизистой оболочки. Па-
тогенная адгезия часто инициируется лектин-гликановыми вза-
имодействиями. Например, E. coli с фимбриями типа 1 связывается 
с маннозосодержащими гликанами, тогда как E. coli, S. fimbriae, 
а также Helicobacter pylori связывается с сиалированными гли-
канами [26, 42, 43]. Гликан-опосредованные механизмы прикре-
пления были описаны также для многих вирусов, например норо- 
и ротавирусов, которые являются одними из наиболее распро-
страненных причин тяжелой диареи у младенцев и детей 
младшего возраста, вызывая до полумиллиона смертей в год  
[2, 11, 15, 44–46]. Гликаны человеческого молока (растворимые 
или входящие в состав муцинов, гликопротеинов или гликоли-
пидов) имитируют структуры клеточных рецепторов, выступая 
в качестве их аналогов, и нарушают процесс присоединения па-
тогена. Таким образом, они защищают детей от кишечных забо-
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леваний, вызываемых вирусами, бактериями и их токсинами,  
а также от простейших паразитов [26].

ОЧМ способствуют взаимодействию между организмом-хо-
зяином и микроорганизмами, выступая в качестве пребиотиков 
или антиадгезивных противомикробных препаратов. Кроме 
того, они могут напрямую модулировать ответы эпителиальных 
клеток кишечника хозяина на чужеродные микроорганизмы. 
Инкубация культивируемых линий эпителиальных клеток ки-
шечника человека с ОЧМ 3′-сиалиллактозой снижает экспрес-
сию генов сиалилтрансфераз ST3-Gal1, ST3-Gal2 и ST3-Gal4  
и уменьшает α-(2,3)- и α-(2,6)-сиалирование гликанов клеточной 
поверхности. Вследствие этого связывание энтеропатогенной 
E. coli значительно снижается, так как она использует сиалиро-
ванные гликаны на поверхности клеток для прикрепления к эпи
телиальным клеткам кишечника [15, 47].

Растворенные α-(1,2)-фукозилированные (Fuc-α-(1→2)-Gal-
β-(1→4)-GlcNAc-R) ОЧМ блокируют связывание Campylobacter 
jejuni с культивируемыми клетками и эксплантами слизистой 
оболочки кишечника человека и уменьшают колонизацию C. jejuni 
у мышей [15, 47, 48].

Некоторые патогенные микроорганизмы синтезируют гли-
каны, связывающиеся с лектинами на поверхности клеток хозя-
ина. Так, гликопротеин (рецептор gp120) облегчает связывание 
вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) с DC-SIGN (рецептор-
ный белок, не интегрин), захватывающим ICAM3 (лиганд адге-
зии лейкоцитов) на поверхности дендритных клеток человека. 
Первоначальное взаимодействие gp120 с DC-SIGN необходимо 
для проникновения ВИЧ через слизистые барьеры в процессе 
его передачи от матери ребенку при кормлении грудью. ОЧМ 
могут выступать в качестве антигенов группы крови по Льюису 
и конкурировать с gp120 за связывание с DC-SIGN in vitro [49, 
50]. У вскармливаемого грудью ребенка поверхности слизистой 
оболочки покрыты большим количеством ОЧМ, которые могут 
блокировать проникновение ВИЧ через DC-SIGN. Это объясня-
ет затрудненную передачу ВИЧ от матери ребенку при грудном 
вскармливании: 80–90  % детей не инфицируются, несмотря на 
постоянное присутствие вируса в молоке в течение многих меся-
цев [15, 51].
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ОЧМ – факторы естественной защиты от некротическо­
го энтероколита. Некротический энтероколит (НЭК) – одно из 
наиболее распространенных расстройств у новорожденных де-
тей, часто приводящее к смертельному исходу. НЭК развивается 
у 5–10 % детей с очень низкой массой тела при рождении (< 1500 г). 
Более четверти из них умирают, а выжившие часто сталкивают-
ся с тяжелыми неврологическими осложнениями [52–54]. Этио-
логия и патогенез НЭК изучены слабо. В настоящее время нет 
биомаркеров для выявления новорожденных, подверженных ри-
ску развития НЭК. Было замечено, что у детей, вскармливаемых 
грудным молоком, риск развития НЭК в 6–10 раз ниже, чем  
у детей, вскармливаемых молочными смесями. Значительные 
различия в количестве и составе ОЧМ между грудным молоком 
и смесью для детского питания позволили предположить, что 
ОЧМ способствуют защитному воздействию на грудных детей 
от НЭК. К сожалению, исследования влияния ОЧМ на преду-
преждение НЭК невозможны из-за этических соображений. Мо-
дельные исследования на крысах показывают, что ОЧМ дей-
ствительно защищают от НЭК [15, 55].

ОЧМ – источник питательных веществ для развития 
мозга. У недоношенных детей, находящихся на грудном вскарм-
ливании, в возрасте 18 мес. показатели развития выше по срав-
нению с контрольной группой, а в возрасте 7 лет наблюдаются 
более высокие показатели интеллекта [56, 57]. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что развитие мозга частично зависит от 
сиалилсодержащих ганглиозидов и полисиалилсодержащих гли
копротеинов [58]. Содержащиеся в молоке сиалилсодержащие 
ОЧМ обеспечивают поступление большой части сиаловых кис-
лот при грудном кормлении. Количество сиаловых кислот в ОЧМ 
в 2–3 раза выше, чем в гликопротеинах, а в гликолипидах со-
ставляет только 1  % от общего их количества в человеческом 
молоке. Вопрос о том, являются ли сиалированные ОЧМ основ-
ным источником сиаловых кислот, обеспечивающих развитие 
мозга, находится на стадии изучения [15, 59].

Иммуномодулирующие свойства ОЧМ. Предотвращение 
воспалительных заболеваний кишечника или хронических вос-
палений у грудных детей ОЧМ связано с их способностью функ-
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ционировать в качестве лигандов селектинов, которые оказыва-
ют воздействие на воспалительные процессы путем снижения 
связывания лейкоцитов с клетками эндотелия слизистой обо-
лочки. Хотя ОЧМ-опосредованные изменения в составе микро-
биоты младенца или реакции кишечных эпителиальных клеток 
могут косвенно влиять на иммунную систему, результаты ис-
следований in vitro позволяют предположить, что ОЧМ также 
модулируют иммунные ответы непосредственно. ОЧМ могут 
действовать локально на клетки лимфоидных тканей, ассоции-
рованных со слизистой оболочкой. Известно также, что 1 % ОЧМ 
абсорбируется и достигает системного кровообращения [15, 60, 
61]. Количество интерферон-продуцирующих CD3+, CD4+ и CD3+, 
CD8+ лимфоцитов, а также интерлейкин-13-продуцирующих CD3+, 
CD8+ лимфоцитов увеличивается при воздействии сиалилсодер-
жащих ОЧМ на Т-клетки пуповинной крови [62]. Это наблюдение 
привело исследователей к предположению, что сиалилсодержа-
щие ОЧМ влияют на созревание лимфоцитов и способствуют 
сдвигу T-клеточного ответа в сторону более сбалансированного 
продуцирования Th1 / Th2-цитокинов. Сиалированные ОЧМ так-
же снижают продукцию интерлейкина-4 в лимфоцитах взрос-
лых пациентов с аллергией на арахис, что позволяет заключить, 
что некоторые сиалированные ОЧМ могут применяться для 
профилактики аллергии [15, 63].

ОЧМ содержат антигены группы крови системы Льюиса  
и способны снижать опосредуемые селектином клеточные взаи-
модействия [15, 64–66]. Сиалированные ОЧМ уменьшают коа-
гуляцию и адгезию лейкоцитов в модели потока in vitro с чело-
веческими эндотелиальными клетками, активированными фак-
тором некроза опухоли-α [15, 64].

На ранних стадиях таких заболеваний, как НЭК, происходит 
повышенная инфильтрация и активация слизистых нейтрофи-
лов [15, 67]. Способность ОЧМ снижать эти потенциально вред-
ные иммунные ответы и защищать новорожденных от НЭК  
в настоящее время изучается [15].

Способы получения олигосахаридов. Существует ряд пре-
пятствий для проведения клинических и доклинических иссле-
дований ОЧМ из-за этических соображений. На начальных ста-
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диях исследований ОЧМ их выделяли из человеческого молока 
с помощью центрифугирования, осаждения, фракционирования 
и различных хроматографических методов  [11, 68–70]. Из-за 
большого разнообразия олигосахаридных структур в человече-
ском молоке практически невозможно получить достаточное ко-
личество отдельных соединений для исследования их физиоло-
гических свойств. В частности, с учетом получения олигосаха-
ридов в качестве коммерческой пищевой добавки человеческое 
молоко может быть практически исключено в качестве исходно-
го материала.

В человеческом молоке преобладают олигосахариды со сте-
пенью полимеризации выше 3, получающиеся удлинением мо-
лекулы одного из основных ОЧМ лакто-N-триозы II (LNT2; 
GlcNAc-β-(1→3)-Gal-β-(1→4)-Glc). В организме LNT2 является 
структурным предшественником ОЧМ с более длинной угле-
водной цепью: LNT и LNnT, а также гликановых фрагментов 
гликопротеинов [33, 35]. Лакто-N-триоза II синтезируется путем 
присоединения активированного остатка N-ацетилглюкозамина 
(GlcNAc) к остатку галактозы (Gal) β-лактозы под воздействием 
β-N-ацетилглюкозаминилтрансферазы [15, 23].

Как упоминалось выше, механизм биосинтеза ОЧМ со сте-
пенью полимеризации выше 4 происходит через присоединение 
к восстанавливающему концу лактозной части β-(1,3)- или 
β-(1,6)-связанной лакто-N-биозы (Gal-β-(1→3)-GlcNAc-, цепь ти
па I или N-ацетиллактозамина (Gal-β-(1→4)-GlcNAc-, цепь ти- 
па II. Удлинение с помощью лакто-N-биозы приводит к разрыву 
цепи, в то время как N-ацетиллактозамин может быть дополни-
тельно удлинен. Присоединение нового моносахаридного звена 
в β-(1,6)-положение приводит к разветвлению цепи. Разветвлен-
ные структуры обозначают как изо-ОЧМ; линейные структуры 
без ветвей – как пара-ОЧМ. Лактоза или удлиненная олигосаха-
ридная цепь могут быть фукозилированы через связи α-(1,2)-, 
α-(1,3)- или α-(1,4)- или сиалированы через связи α-(2,3)- или 
α-(2,6)-. Некоторые ОЧМ встречаются в нескольких изомерных 
формах, например, LNFP или LST [15]. Поскольку все ОЧМ не-
сут лактозу на своем восстанавливающем конце, вполне вероятно, 
что биосинтез ОЧМ является продолжением биосинтеза лакто-
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зы, который происходит в аппарате Гольджи (АГ) и начинается 
с Glc (рис. 1). Часть цитозольной Glc активируется путем обра-
зования УДФ-Glc и затем преобразуется в УДФ-Gal. Исследова-
ния с использованием 13C-меченого Gal позволяют предполо-
жить, что экзогенная Gal может быть непосредственно включе-
на в лактозу и ОЧМ без предварительного превращения в Glc  
в печени и реконверсии в Gal в молочной железе [15, 71]. УДФ-Gal 
и Glc транспортируются в АГ и связываются с комплексом лак-
тозосинтазы, состоящим из двух компонентов: α-лактальбумина 
и конститутивно синтезируемой галактозилтрансферазы, кото-
рая сама передает УДФ-Gal к терминальному GlcNAc во время 
биосинтеза гликоконъюгата (рис. 1) [15, 72].

превращения в Glc в печени и реконверсии в Gal в молочной железе [15, 71]. 

УДФ-Gal и Glc транспортируются в АГ и связываются с комплексом 

лактозосинтазы, состоящим из двух компонентов: α-лактальбумина и 

конститутивно синтезируемой галактозилтрансферазы, которая сама передает 

УДФ-Gal к терминальному GlcNAc во время биосинтеза гликоконъюгата (рис. 

1) [15, 72]. 

 
R – агликоновые фрагменты гликоконъюгатов, IGnT- β-(1,6)-N-

ацетилглюкозаминилтрансфераза; iGnT – β-(1,3)-N-ацетилглюкозамилитрансфераза 
Рис. 1. Удлинение лактозы и N-ацетиллактозаминовой группы сахарной цепи 

гликоконъюгатов действием iGnT и IGnT [23] 
 

В настоящее время для более детального изучения свойств 

олигосахаридов ведутся разработки по усовершенствованию технологий их 

получения на основе уже существующих: химического и ферментативного 

синтеза, синтеза с использованием рекомбинантных штаммов 

микроорганизмов. 

Химический синтез включает в себя серию трудоемких и экономически 

затратных этапов, таких как защита функциональных групп, гликозилирование 

и снятие защиты функциональных групп в синтезируемой молекуле для 

снижения вероятности возникновения побочных реакций [73]. 

Создание специфических гликозидных связей представляет собой 

сложную синтетическую проблему. Так, для их создания необходимо 

тщательно подобрать защитные группы, катализаторы и их промоторы, условия 

Рис. 1. Удлинение лактозы и N-ацетиллактозаминовой группы сахарной цепи 
гликоконъюгатов действием iGnT и IGnT [23]: R – агликоновые фрагменты 
гликоконъюгатов; IGnT – β-(1,6)-N-ацетилглюкозаминилтрансфераза; iGnT – 

β-(1,3)-N-ацетилглюкозамилитрансфераза

В настоящее время для более детального изучения свойств 
олигосахаридов ведутся разработки по усовершенствованию 
технологий их получения на основе уже существующих: хими-
ческого, ферментативного и синтеза с использованием рекомби-
нантных штаммов микроорганизмов.

Химический синтез включает в себя серию трудоемких и эко
номически затратных этапов, таких как защита функциональных 
групп, гликозилирование и снятие защиты функциональных 
групп в синтезируемой молекуле для снижения вероятности 
возникновения побочных реакций [73].
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Создание специфических гликозидных связей представляет 
собой сложную синтетическую проблему. Так, для их создания 
необходимо тщательно подобрать защитные группы, катализа-
торы и их промоторы, условия реакции, донорные и акцепторные 
группы, поскольку они имеют решающее значение для форми-
рования правильной регио- и стереохимии создаваемой глико-
зидной связи. Эти факторы осложнены наличием у большинства 
олигосахаридов разветвленной структуры [2, 35]. Несмотря на 
перечисленные трудности, были продуманы несколько страте-
гий синтеза олигосахаридов, включая самые последние разра-
ботки твердофазного синтеза [13, 15, 23, 33, 35]. Были показаны 
пути химического синтеза для сложных ОЧМ, приводящие к по
лучению более 15 различных структур, от тетра- до октосахари-
дов [3, 74–76]. Так, американскими учеными были разработаны 
сложные и дорогостоящие методики для химического синтеза 
лакто-N-тетраозы. В твердофазном синтезе не решена проблема 
манипулирования защитной группой, причем ее сложность воз-
растает с увеличением длины олигосахаридной цепи (рис. 2, a). 
В целом подход предлагает простоту процедуры и гибкость 
структуры [13].

Химический синтез длинноцепочечных гликанов все еще 
остается сложной задачей. Автоматизированный твердофазный 
синтез позволяет быстро и эффективно получать ОЧМ-подоб-
ные сахара (рис. 2, б). Продукты твердофазного синтеза связаны 
с нерастворимым материалом (пористыми стеклянными шари-
ками или смолами), который позволяет быстро отделить про-
дукты реакции от избытка реагентов, растворимых побочных 
продуктов реакции и растворителей [74, 77]. Недавно была раз-
работана кристаллическая промежуточная технология, совме-
щающая стадии очистки, защиты и снятия защиты сахаридов;  
с ее помощью был разработан синтез 2′-FL [78]. Тем не менее 
несмотря на развитие методов химического синтеза, существует 
ряд препятствий для промышленного синтеза ОЧМ: низкая 
стереоселективность, низкий конечный выход продуктов и ис-
пользование токсичных реагентов, затрудняющих использова-
ние ОЧМ в пищевой и фармацевтической индустрии [79].
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Синтез ОЧМ в человеческом организме происходит под воз-
действием гидролаз (гликозидаз: КФ 3.2.) и трансфераз (глико-
зилтрансфераз: КФ 2.4.). Гликозилтрансферазы катализируют 
стерео- и региоспецифический перенос моносахарида с субстра-
та-донора (гликозильного нуклеотида) на субстрат-акцептор. Их 
классифицируют по углеводному остатку (гексозе), переданно-
му от донора к акцептору, и по акцепторной специфичности. Ха-
рактерными особенностями данного семейства ферментов явля-
ются высокая селективность к акцепторному субстрату и высокие 
выходы продуктов катализируемой ими реакции [81]. У млеко-
питающих гликозилтрансферазы могут использовать 9 сахаров 
в качестве доноров: УДФ-глюкозу, УДФ-галактозу, УДФ-N-аце-
тилглюкозамин, УДФ-N-ацетилгалактозамин, УДФ-ксилозу, УДФ- 
глюкуроновую кислоту, гуанозин-5-дифосфатманнозу (ГДФ-ман- 
нозу), ГДФ-фукозу и цитидин-6-монофосфатсиаловую кислоту. 
Продуктами реакции могут быть моно-, олиго- и полисахариды, 
гликозиды, а также гликопротеиды. На рис. 3 представлен схе-
матичный синтез нескольких ОЧМ (лакто-N-декаозы, n-лакто-
N-октозы, лакто-N-гексаозы, лакто-N-тетраозы) на основе лакто- 
N-триозы с помощью указанной группы ферментов [23]. 

В человеческом организме реакция синтеза LNT2 катализи-
руется β-(1,3)-N-ацетилглюкозаминилтрансферазой (гликозил-
трансфераза, КФ 2.4.1.149, b3GnT), обнаруженной в человеческой 
сыворотке. Данный фермент переносит остатки N-ацетилглюко-
замина из УДФ-GlcNAc (донор) в терминальные Gal-β-(1→4)-
Glc (акцептор) структуры как в исходной молекуле лактозы, так 
и в олигосахаридах, гликопротеинах, гликолипидах и протео- 
гликанах. Для работы фермента необходим Mn2+, а максималь-
ная активность наблюдается при рН 6–8 [82]. 

В результате исследования субстратной специфичности β-(1,3)- 
N-ацетилглюкозаминилтрансферазы было обнаружено, что фер-
мент с высокой селективностью распознает свободную терми-
нальную структуру Gal-β-(1→4)-Glc субстрата-акцептора. Сре-
ди гликопротеинов и гликолипидов, которые были тестированы 
в качестве акцепторов, N-ацетилглюкозамин включался только 
в те, которые содержали структуры свободного Gal-β-(1→4)-Glc. 
При частичном удалении остатков галактозы перенос N-ацетил-
глюкозамина сильно снижался [82].
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LNB является одним из ключевых дисахаридных компонен-
тов ОЧМ, таких как лакто-N-тетраоза и лакто-N-фукопентаоза. 
LNB может быть получена с помощью фосфорилаз (КФ 2.4.1.1). 
В литературе описан способ синтеза LNB с применением фос-
форилазы, УДФ-глюкозогексозо-1-фосфатуридилтрансферазы, 
УДФ-глюкозо-4-эпимеразы, сахарозы и GlcNAc в присутствии 
УДФ-Glc; выход LNB составил 85  % [83, 84].

Многие подходы для синтеза LNT2 базируются на использо-
вании ферментов: β-N-ацетилглюкозаминилтрансфераз и β-N- 
ацетилгексозамидаз. Группа исследователей путем трансглико-
зилирования получила соединение LNT2 с выходом 0,21  %  
с помощью GlcNAc, β-лактозы и β-N-ацетилглюкозамидазы из 
рекомбинантного штамма Aspergillus oryzae. Подобным образом 
LNT2 получали в результате взаимодействия лактозы и ури-
дин-5-дифосфат-N-ацетилглюкозамина (УДФ-GlcNAc), катали-
зируемого β-(1,3)-N-ацетилглюкозаминилтрансферазой из сыво-
ротки коровьего молока. Однако получение активированных 
донорных соединений является дорогостоящим процессом [79]. 

В настоящее время ГОС, ОЧМ-подобные структуры, облада-
ющие физиологическими свойствами, получают путем синтеза 
на основе лактозы с использованием β-галактозидаз. Такой подход 
основан на катализируемой β-галактозидазой реакции трансгли-
козилирования с использованием лактозы в качестве донора га-
лактозы и GlcNAc в качестве ее акцептора, в результате чего по-
лучают N-ацетиллактозамин (LacNAc) и его региоизомеры. Та-
ким образом, с помощью гипертермофильной β-галактозидазы 
из S.  solfataricus были получены Gal-β-(1→6)-GlcNAc, LacNAc  
и Gal-β-(1→3)-GlcNAc с побочными сахарами. Эту реакцию так-
же оптимизировали для β-галактозидазы из B. circulans в каче-
стве биокатализатора [84, 85].

Наиболее привлекательным методом получения ОЧМ опре-
деленной структуры является подход in  vivo, заключающийся  
в применении генетически сконструированных микробных 
штаммов-продуцентов, способных экспрессировать ген специ-
фического фермента, катализирующего синтез ОЧМ [86].

2′-FL является одним из наиболее распространенных олиго-
сахаридов человеческого молока, имеет потенциал применения 
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в пищевых производствах благодаря полезным для здоровья 
свойствам, таким как селективное стимулирование роста бифи-
добактерий и ингибирование связывания патогенных микроор-
ганизмов с поверхностью клеток кишечника. Получение 2′-FL  
с помощью рекомбинантных микробных штаммов-продуцентов 
позволяет проводить дальнейшие его исследования и раскрыть 
потенциал применения в фармацевтической и пищевой про-
мышленности [86].

На основе E.  coli был генетически сконструирован штамм- 
продуцент различных фукозилированных ОЧМ из лактозы, 
сверхэкспрессирующий α-(1,3)-фукозилтрансферазу из H. pylori, 
синтезирующий достаточное количество ГДФ-фукозы (внутри-
клеточного субстрата) для рекомбинантной гликозилтрансфера-
зы [87]. Кроме того, в 2018 г. были разработаны генетические 
конструкции штаммов-продуцентов 2′-FL и 3′-FL на основе Sac-
charomyces cerevisiae [88].

LNT2 (предшественник лакто-N-неотетраозы) синтезировали 
с использованием рекомбинантного штамма-продуцента Esche
richia  coli, отрицательного по β-галактозидазе (lacZ–), положи-
тельного по β-галактозидпермеазе (lacY+), сверхэкспрессирую-
щего ген β-(1,3)-N-ацетилглюкозаминилтрансферазы (lgtA) из 
Neisseria meningitides при выращивании его на среде с лактозой. 
Образование трисахарида GlcNAc-β-(1→3)-Gal-β-(1→4)-Glc про-
исходило с помощью рекомбинантной β-(1,3)-N-ацетилглюкоза-
минилтрансферазы, использующей внутриклеточный УДФ-GlcNAc 
для перенесения остатков GlcNAc на лактозу. Полученной три-
сахарид выделялся во внеклеточную среду, его выход составлял 
6 г/л (рис. 4) [89]. Лактоза транспортируется в клетку с помощью 
β-галактозидпермеазы (LacY+). Внутриклеточная лактоза не рас-
щепляется, так как клетка лишена β-галактозидазной активности 
(lacZ–); гликозилирование лактозы в LNT II происходит с помо-
щью β-(1,3)-N-ацетилглюкозаминилтрансферазы (LgtA) с ис-
пользованием внутриклеточного УДФ-GlcNAc; источник углеро-
да и энергии – глицерин. Лакто-N-неотетраозу (выход 85 %) син-
тезировали из LNT2 и УДФ-Gal с использованием клеток E. coli, 
экспрессирующих β-(1,4)-галактозилтрансферазу (LgtB) из N. me
ningitides [10]. Аналогично получали LNT2 (75 мг/л) из рекомби-
нантного штамма-продуцента E. coli NM522/pGT124 75 [90].
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Для получения сиалилсодержащих ОЧМ (3′-SL и 6′-SL) ис-
пользовали генетически сконструированный штамм E. coli, экс-
прессирующий ген α-(2,3)-сиалилтрансферазы из N. meningitidis 
и α-(2,6)-сиалилтрансферазы из Photobacterium sp., а также GlcNAc 
2-эпимеразы из Synechocystis  sp. и Neu5Ac-синтетазы (neuB). 
Для культивирования в этой системе использовали ацетатрези-
стентный мутантный штамм с нокаутированным геном альдо-
лазы Neu5Ac (nanA) для предотвращения расщепления Neu5Ac. 
По истечении 22 ч в ферментере емкостью 5 л штамм-продуцент 
синтезировал сиалилсодержащие ОЧМ: 1,5 г/л во внутриклеточ-
ной и 1,1 г/л во внеклеточной фракциях [84]. Полученные про-
дукты очищали с помощью угольной адсорбции и ионообмен-
ной хроматографии с выходом 49 %. 3′-SL и 6′-SL идентифици-
ровали методом масс-спектрометрии [89]. 

Применение ОЧМ. Современные молочные смеси для корм-
ления грудных детей создаются на основе молока сельскохозяй-

LNT2 (75 мг/л) из рекомбинантного штамма-продуцента E. coli NM522/pGT124 

75 [90]. 
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ственных животных. Как известно, олигосахаридный состав че-
ловеческого молока обладает значительными отличиями от оли-
госахаридного состава молока других видов млекопитающих. 
Олигосахариды молока сельскохозяйственных животных струк-
турно более просты, чем ОЧМ, и их концентрация меньше. Сле-
довательно, молочные смеси не обеспечивают новорожденных 
ОЧМ. В качестве альтернативы ОЧМ в смесь для детского пита-
ния в настоящее время используют ГОС и фруктоолигосахари-
ды (ФОС). ГОС представляют собой олигомеры Gal со степенью 
полимеризации от 3 до 10 (в основном 3, 4 и 5), которые синтези-
руются из лактозы путем трансгалактозилирования под воздей-
ствием β-галактозидаз из дрожжей или бактерий [15, 91]. Таким 
образом, одним из приоритетных направлений развития пище-
вой промышленности является использование олигосахаридов, 
особенно селективного действия, в составе детских смесей; до-
бавление в состав смесей олигосахаридов-пребиотиков позволя-
ет нормализовать функцию ЖКТ за счет селективной инверсии 
микробиоты. Именно эти положительные эффекты олигосаха-
ридов в настоящее время наиболее изучены и доказаны клини-
ческими исследованиями [92]. В соответствии с этим основной 
областью применения олигосахаридов является производство 
пребиотиков. Лидерами в данной области считаются Япония, Ве-
ликобритания, Германия, США [93]. Одним из перспективных 
направлений применения олигосахаридов также является про-
изводство детского питания и различных заменителей молока.  
К производителям, добавляющим ГОС в смеси для детского пи-
тания, относятся «Nutricia» (Нидерланды), «Hero AG» (Швейца-
рия), «Humana» (Германия). Продукты питания, произведенные 
с использованием современных технологий, содержат относи-
тельно мало пребиотических компонентов, в связи с чем возни-
кает необходимость дополнительного введения их в рацион  
[84, 94–96]. В Беларуси производство ГОС- и ФОС-содержащих 
пребиотиков и молочных смесей налажено компанией ОАО 
«Беллакт» [97].

В последние годы в определенной степени стало технически 
возможным синтезирвоать простые по структуре ОЧМ, облада-
ющие физиологическими свойствами (табл. 6, 7). Некоторые из 
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исследованных олигосахаридов, например, LNT уже нашли 
применение в качестве БАД в составе продуктов питания [11, 
13]. 2′-FL и LNnT добавляют в состав детских смесей. Такое при-
менение 2′-FL является шагом на пути приближения состава ис-
кусственных смесей к эталону детского питания – человеческо-
му молоку. Для 2′-FL не сообщается о каких-либо побочных эф-
фектах, а исследованиями in  vitro и на животных показана 
польза детских смесей, содержащих в своем составе 2′-FL. Пер-
вые клинические исследования показывают нормальный харак-
тер роста и нормальную дефекацию у детей, что указывает на 
клиническую пользу [78, 98].

Т а б л и ц а  6.  Коммерческие олигосахариды  
человеческого молока [71, 9]

ОЧМ Производитель

3′-SL и 6′-SL «Carbosynth» (Compton, Berkshire, UK),  
«Dextra» (Reading, UK), «Elicityl» (Crolles, France), 
«Genechem» (Daejeon, Korea), «Kyowa Hakko» (Kogyo, Japan), 
«Prozyme» (Hayward, USA) 

2′-FL- и 3′-FL «Carbosynth» (Compton, Berkshire, UK),  
«Dextra» (Reading, UK), «Elicityl» (Crolles, France), 
«Prozyme» (Hayward, USA), «Jennewein» (Rheinbreitbach, Germany),  
«Glycom A/S» (Kongens Lyngby, Denmark), «FrieslandCampina» 
(Amersfoort, Netherlands)

LNB «Carbosynth» (Compton, Berkshire, UK)
LNT «Dextra» (Reading, UK)
Другие ОЧМ «Elicityl» (Crolles, France)

Т а б л и ц а  7.  Продуктивность ОЧМ и их промежуточных соединений  
в зависимости от субстратов и методов синтеза [79]

Продукт Способ получения
Ферментные  

и / или микробные 
системы

Субстрат Производи- 
тельность

Neu5Ac Микробный E. coli  
(slr1975, neuB, 

nanA-)

ClcNAc 53 г/л

CMP-Neu5Ac Микробный E. coli  
(neuA,  pyrC) +  

C. ammonia-
genes

Оротовая  
кислота,  
NeuAc

17 г/л
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Продукт Способ получения
Ферментные  

и / или микробные 
системы

Субстрат Производи- 
тельность

CDP-фукоза Микробный E. coli  
(gmd, wcaG. 

zwf1)

Glc 0,24 г/л

E. coli +  
C. ammonia-

genes

Glc 18,4 г/л

Сиалиллактоза Микробный E. coli (LacZ–, 
nanA–, 

neuABC)

Глицерол, 
лактоза

25 г/л

С ammonia-
genes + E. coli 

(2,3ST)

Оротовая кис-
лота, NeuAc, 

лактоза

33 г/л

Ферментатив-
ный

Ацетат ки-
наза, PPK, 

ЦМФ-киназа, 
CkNAc epime-

rase, NeuAc 
альдолаза, 

ЦМФ-NeuAc 
синтаза

GlcNAc, пиру-
ват лактозы, 

GTP, Acetyl Pi 
(polyP), ATP

> 100 г/л 
(> 90 %)

Фукозиллактоза Микробный E. coli ( futC, 
rcsA, wcaJ–, 

lacZ-)

Glc, лактоза 14 г/л

LNB Ферментатив-
ный

SP, LNBP, 
UG4E, UGH-

1PUT

Сахароза, 
GlcNAc, Pi, 
УДФ-Glc

140 г/л 
(83 %)

GK, GalHex-
NAcP

Галактоза, 
GlcNAc, ATP

(95 %)

LNT II Ферментатив-
ный

β-1,3-GnT Лактоза, 
УДФ-GlcNAc

2,5 г/л (85 
%)

β-1,3-GnT Лактоза, 
УДФ-GlcNAc

< мкM 
(26 %)

LNT Ферментатив-
ный

β-галактози-
даза

LNT II,  
Galβ–oNP

(20 %)

LNnT Ферментатив-
ный

β-галактози-
даза

LNT II,  
лактоза

(19 %)

Продолжение табл. 7
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Продукт Способ получения
Ферментные  

и / или микробные 
системы

Субстрат Производи- 
тельность

LNFP-I Ферментатив-
ный

1,2 FT LNT, ГДФ-Fuc 3,0 мг / 
351 мкмоль 

(71 %)
LNDFH-I Ферментатив-

ный
1,4 FT LNFP-I.  

ГДФ-Fuc
1,7 мг  
(85 %)

LNnFP Микробный E. coli (lgtB,  
lgtA, fucT, 

lacZ-, wcaJ-)

Лактоза,  
глюкоза

3,0 г/л

П р и м е ч а н и е. SP – Сахарофосфорилаза; LNBP – фосфорилаза 
лакто-N-биозы; UG4E – УДФ-Glc-4-эпимераза; UGH1PUT – уридилтрансфе-
раза УДФ-Glc-гексоза-1-фосфата; GK – галактокиназа; Gal-HexNAcP – галак-
тозил-(β-1,3)-N-ацетилгексозамин фосфорилаза; β-1,3-GnT – β-1,3-N-ацетил- 
глюкозаминтрансфераза; 2,3 ST – α-(2,3)-сиалилтрансфераза; 1,2 FT - α-(1,2)- 
фукозилтрансфераза; 1,4 FT – α-(l,4)-фукозилтрансфераза.

Заключение. ОЧМ являются потенциально полезным суб-
стратом для разработки препаратов, эффективных для профи-
лактики инфекционных заболеваний у детей на протяжении 
первых лет жизни. Однако изучение ОЧМ требует проведения 
дополнительных исследований. Ключом к успеху в данной обла-
сти является разработка эффективных методов получения ОЧМ 
с физиологически полезными свойствами. Известно, что у детей 
сиалилсодержащие олигосахариды всасываются в пищевари-
тельном тракте и используются для биосинтеза гликопротеинов 
и гликолипидов мозга. Дальнейшие исследования в этом на-
правлении позволят улучшить состав искусственного питания 
для детей [23]. Налаживание производства ОЧМ с низкой степе-
нью полимеризации облегчит синтез более сложно организован-
ных длинноцепочечных ОЧМ. Из-за сложности своих структу-
ры и состава ОЧМ пока еще не могут применять в коммерческих 
целях, однако увеличение знаний о гликозилтрансферазах мо-
жет положить начало применению ферментативных методов  
с использованием генетически модифицированных микроорга-
низмов. Прогресс в области биотехнологии, улучшение понима-
ния структуры и способов получения ОЧМ в будущем приведут 

Окончание табл. 7
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к увеличению уровня производства ОЧМ. В настоящее время 
смеси для детского питания дополняются ГОС для имитации 
биологического действия ОЧМ. Некоторые структуры новых 
ГОС напоминают ядро ОЧМ, и, следовательно, эти новые функ-
ционально улучшенные пребиотические олигосахариды могут 
найти широкий спектр применения [84].

Таким образом, можно утверждать, что для получения и ис-
пользования ОЧМ в качестве продуктов функционального пита-
ния необходимо разработать эффективные способы их синтеза. 
Наиболее перспективная стратегия получения ОЧМ в необходи-
мых количествах – биотрансформация целых клеток с получе-
нием генномодифицированных микробных штаммов-продуцен-
тов ОЧМ [3]. Так, например, микробный синтез небольших оли-
госахаридов лакто-N-триозы II может послужить основой для 
разработки ферментативных способов синтеза ОЧМ с большей 
степенью полимеризации, обладающих биологической активно-
стью и способных найти применение в пищевой и фармацевти-
ческой промышленностях.
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ЦИКЛИЧЕСКИЕ ДИНУКЛЕОТИДЫ  
КАК ВАКЦИННЫЕ АДЪЮВАНТЫ

А. И. ЗИНЧЕНКО

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
zinch@mbio.bas-net.by

Циклические димерные гуанозин-5ʹ-монофосфат (цикло-диГМФ) и адено-
зин-5ʹ-монофосфат (цикло-диАМФ) являются универсальными эволюционно- 
консервативными вторичными сигнальными молекулами, которые способ-
ствуют патогенности многих видов бактерий. В последние годы растет число 
доказательств того, что бактериальные цикло-диГМФ и цикло-диАМФ могут 
взаимодействовать с врожденной иммунной системой человека и животных  
и усиливать антибактериальные иммунные ответы организма-хозяина. В пред-
ставленном обзоре литературы предпринята попытка суммировать современ-
ные данные о природе, структуре, методах получения, а также иммуностиму-
лирующей активности и адъювантных свойствах бактериальных циклических 
динуклеотидов. Эти данные позволяют рассматривать циклические дину-
клеотиды в качестве перспективных адъювантов для вакцин нового поколе-
ния. В заключительной части обзора рассмотрены некоторые результаты ис-
следований по получению и изучению цикло-диГМФ, цикло-диАМФ и их 
модифицированных аналогов, проведенных в Институте микробиологии 
НАН Беларуси.

Введение. Вакцинация – одна из наиболее эффективных стра
тегий предупреждения инфекционных заболеваний и пандемий. 
Она включает введение в организм человека патогенов – осла-
бленных живых, убитых или фрагментированных – с тем, что-
бы сформировать сильный и специфический иммунитет, защи-
щающий от последующей встречи с тем же инфекционным 
агентом. Исторически первыми для прививки населения исполь-
зовались живые аттенуированные инфекционные агенты. При 
этом часто одна единственная доза приводила к долговременно-
му защитному иммунитету. Самая первая вакцинация включала 
инокуляцию живого возбудителя коровьей оспы, чтобы предо- 
твратить заболевание натуральной оспой [1]. Перечень совре-
менных живых вакцин включает: 
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оральную тифоидную вакцину, состоящую из живого атте-
нуированного штамма Salmonella typhi Tу21а; 

вакцину против вируса полиомиелита (OPV); 
ротавируса (RotaShield и ROTARIX); 
Shigella flexneri (SC602); 
живую аттенуированную интраназальную вакцину против 

гриппа; 
желтой лихорадки (YF-17D); 
от ветрянки (Varicella), бешенства и туберкулеза (БЦЖ) [2,3].
Несмотря на высокую эффективность живых вакцин, их при

менение вызывает определенные трудности. В развитых странах 
страх перед вакцинацией приводит к отказу широкой публики 
от вакцин [4–8]. Хранение и транспортировка живых вакцин 
требуют инфраструктуры, часто недоступной в развивающихся 
странах. Современные вакцинные препараты состоят из убитых 
инфекционных агентов, выделенных из патогенов антигенных 
пептидов или рекомбинантных белков. Такие препараты более 
стабильны и вызывают меньше побочных эффектов, но в тоже 
время они являются менее эффективными и обычно не форми-
руют длительный иммунитет, даже после нескольких иммуни-
заций [9].

Итак, более безопасный подход к вакцинации основан на ис-
пользовании инактивированных организмов или их фрагментов 
(в идеале очищенных антигенов). Однако очищенные антигены, 
как правило, являются слабыми иммуногенами и поэтому тре-
буют совместного применения с так называемыми адъювантами 
[8, 10, 11].

Слово «адъювант» происходит от латинского глагола adju- 
vare, который означает «помогать» / «усиливать». Вакцинные 
адъюванты представляют собой вещества, которые в состоянии 
стимулировать иммунную систему, не проявляя при этом само-
стоятельной антигенности [12–15]. Следует отметить, что адъю-
ванты очень важны не только для адекватной стимуляции им-
мунной системы, но также позволяют уменьшать дозу антигена 
(І), ускорять процесс формирования защитного иммунитета (ІІ), 
формировать долгосрочную иммунологическую память (ІІІ). 
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Несмотря на множество обнаруженных соединений с адъю-
вантными свойствами, только часть адъювантов лицензирована 
для клинического использования. Их перечень включает: соли 
алюминия (используются в вакцине DTaP от дифтерии, столб-
няка и коклюша, в пневмококковой комбинированной вакцине  
и вакцине против гепатита B), MF59 (эмульсия скваланового 
масла в воде, используется в вакцине против гриппа Fluad для 
пожилых людей), CpG 1018 (олигодезоксинуклеотид, содержа-
щий CpG-мотивы, используется в вакцине Heplisav-B против ге-
патита B), GlaxoSmithKline Biologicals AS03 (водно-масляная 
эмульсия D,L-α-токоферола и сквалена с эмульгатором полисор-
батом 80, используется в вакцине против гриппа H5N1), AS04 
(гидроксид алюминия с монофосфорилированным липидом А, 
используется в вакцине Cervarix против рака шейки матки)  
и AS01B (состоит из монофосфорилированного липида А, и экс-
тракта коры дерева Quillaja saponaria, используется в вакцине 
против опоясывающего лишая Shingrix) [16, 17]. Существует 
настоятельная потребность в новых адъювантах для более эф-
фективных и безопасных вакцин. Во многих научных группах 
проводится всестороннее изучение молекулярных механизмов, 
лежащих в основе эффективности вакцин. Есть основание ожи-
дать, что это приведет к дизайну новых адъювантов, которые 
специфично таргетируют соответствующие иммунные сигналь-
ные пути и вызывают оптимальный продолжительный имму- 
нитет.

В 1990-х гг. иммунологи обнаружили, что врожденная им-
мунная система человека и животных распознает микроорга-
низмы с помощью особых молекулярных датчиков PRR (pattern 
recognition receptor), реагирующих на попадание в организм 
PAMP – чужеродных патоген-ассоциированных молекулярных 
образований (pathogen-associated molecular pattern) [18–20]. Чу-
жеродными в данном случае являются такие эволюционно-кон-
сервативные молекулы или молекулярные структуры вирусов  
и бактерий, которые не встречаются в организме человека и жи-
вотных. С тех пор были достигнуты огромные успехи в понима-
нии механизмов защиты организма с помощью белков-рецепто-
ров, реагирующих как на чужеродные молекулы, попавшие  
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в организм, так и на собственные молекулы, оказавшиеся в «не-
каноническом» (например, ДНК в цитоплазме) месте. Такие со-
бытия воспринимаются системой рецепторов как сигналы тре-
воги и инициируют цепь биохимических событий, приводящих 
к мобилизации врожденного и адаптивного иммунитета на за-
щиту от возникшей опасности [21–23]. Это открытие стало на-
чалом нового этапа в развитии вакцинных адъювантов [24].  
В частности, указало направление поиска соединений с адъю-
вантной активностью. Так, в последние годы разработаны адъю-
ванты на основе агонистов PRR, доказавшие свою состоятель-
ность в доклинических и клинических исследованиях [25]. Сре-
ди новых агонистов PRR показали себя эффективными при 
клинических испытаниях олигодезоксинуклеотиды, содержа-
щие CpG-мотивы [26–29] и MPL – нетоксичное производное ли-
пополисахарида [30, 31].

Одними из новейших соединений, для которых показана адъю
вантная активность, являются циклические динуклеотиды – по-
всеместно распространенные прокариотические внутриклеточ-
ные сигнальные молекулы [32–35].

Природа и химические свойства циклических динуклео­
тидов. Природные циклические динуклеотиды являются низко-
молекулярными вторичными мессенджерами (посредниками) 
бактериального происхождения, которые выполняют регулиру-
ющую роль в различных метаболичексих процессах [36–42]. 
Цикло-диГМФ (рисунок) был сначала идентифицирован как 
активатор синтазы целлюлозы у Glycanocetobacter xylinus [43]. 
Дальнейшие исследования продемонстрировали, что высокие 
уровни цикло-диГМФ способствуют формированию биопленки 
и подавляют экспрессию фактора вирулентности и клеточную 
подвижность, тогда как низкие уровни цикло-диГМФ репресси-
руют формирование биопленки и индуцируют экспрессию фак-
тора вирулентности и подвижность клеток [36, 40]. Сравнительно 
недавно обнаружено другое соединение из семейства цикличе-
ских динуклеотидов, цикло-диАМФ (рисунок). Это соединение 
было первоначально описано как вторичный мессенджер, сигна-
лизирующий о целостности ДНК во время споруляции Bacillus 
subtilis [44]. 
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С химической точки зрения, эти вторичные мессенджеры 
являются небольшими циклическими РНК, содержащими два 
азотистых основания (гуанин или аденин), связанные с рибозой 
и фосфатом. В схемах биосинтеза цикло-диГМФ и цикло-ди-
АМФ оказалось много общих черт [38, 44, 45]. Оба синтезиру-
ются дигуанилатциклазами (ДГЦ) и диаденилатциклазами 
(ДАЦ) соответственно [38, 44, 46]. ДГЦ могут превращать две 
молекулы ГТФ в цикло-диГМФ (690,4 Да), а ДАЦ превращают 
две молекулы АТФ в цикло-диАМФ (658,4 Да) [43–45]. Цикло- 
диГМФ хорошо растворим в воде и физиологическом растворе. 
Он стабилен при кипячении в кислотных (pH 3) или щелочных 
(pH 10) условиях в течение 1 ч [47]. Цикло-диГМФ также стаби-
лен при температурах в пределах от –78 до 20 °C [47] по крайней 
мере в течение месяца. Исследования токсичности показали, что 
цикло-диГМФ стабилен и является нетоксичным для нормаль-

Структурные формулы цикло-диГМФ (а) и цикло-диАМФ (б)
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ных крысиных клеток почки в диапазоне 2–400 мкM, а также не 
летален для мышей в течение 24 ч (доза: 50 мкл 200 µM цик-
ло-диГМФ) [48].

Иммуномодуляторные свойства циклических динуклео­
тидов. Д. Караолис и соавторы показали, что экзогенный цик-
ло-диГМФ ослабляет in vitro-межклеточные взаимодействия и фор
мирование биопленки Staphylococcus aureus [47], а обработка 
цикло-диГМФ аттенуирует инфекцию S. aureus in vivo, сокра-
щая количество обнаруживаемых бактериальных клеток в ин-
фицированной мыши [49]. Данные авторы продемонстрировали, 
что цикло-диГМФ не имеет никакого очевидного подавляющего 
или бактерицидного эффекта на S. aureus in vitro, и сделали вы-
вод о том, что наблюдаемое сокращение микробного обсемене-
ния биопленочных штаммов S. aureus происходит из-за биоло-
гического действия на иммунную систему организма [50]. 

Так как микроорганизмы часто обуславливают свой патоге-
нез путем проникновения в цитоплазму, иммунная система  
организма-хозяина может различными путями противостоять 
этому процессу. Одним из них является цитозольный сигналь-
ный путь (CSP), приводящий после активации к индукции ин-
терферонов типа I [51, 52]. Дж. Вудвард и соавторы идентифици-
ровали цикло‐диАМФ как критический активатор интерферо-
новых генов во время инфекций Listeria monocytogenes [33]. 
Однако прямое преимущество, следующее из цикло-диАМФ- 
экспрессии, для бактерий все еще остается неясным, несмотря 
на то, что в работе [33] выдвинута гипотеза, что цикло-диАМФ 
может быть вовлечен во внеклеточную сигнализацию L. mono
cytogenes. Следует отметить, что цикло-диГМФ также способен 
индуцировать синтез интерфероны типа I [53]. Поскольку оба 
эти динуклеотида являются критическими для бактериального 
выживания, логично предположение, что эти молекулы служат 
сигналами опасности, распознаваемыми иммунной системой 
организма-хозяина в качестве PAMP [8, 54]. Оба динуклеотида  
в состоянии эффективно вызывать активацию и созревание мы-
шиных дендритных клеток in vitro, о чем свидетельствует повы-
шенная экспрессия ими MHC класса II, ко-стимуляторных 
(CD80/CD86), активирующих (CD40) и адгезийных (CD54) мар-
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керов и повышенная способность процессировать и презентиро-
вать антигены наивным Т-клеткам [32, 35, 49].

Кроме того, в человеческих незрелых дендритных клетках, 
стимулированных цикло-диАМФ, сильно повышается экспрес-
сия маркеров активации (HLA-DR, CD80 / CD86) и созревания 
(CD83). Обработка человеческих ДК цикло-диГМФ, напротив, 
приводит к менее заметной их активации [35, 49]. Примечатель-
но, что цикло-диАМФ является очень эффективным активато-
ром макрофагов, тогда как цикло-диГМФ демонстрирует более 
«скромную» активность [32, 35].

In vivo-исследования, выполненные различными научными 
группами на мышах, иммунизированных системным или муко-
зальным путями модельными (например, β‐галактозидаза, яич-
ный белок), а также болезнетворными антигенами (например, 
гемагглютинин вируса гриппа H5N1, пневмококковые антиге-
ны, антигены S. aureus), используя цикло-динуклеотиды в каче-
стве адъювантов, продемонстрировали их способность вызы-
вать сильные антигенспецифические гуморальные и клеточные 
иммунные ответы [32, 35, 48, 55–57].

Важно отметить, что введение циклических динуклеотидов 
мукозальным путем индуцировало также сильные IgA-секре-
торные ответы, проявляющиеся как локально, так и на удален-
ных слизистых оболочках [32, 35, 58]. Сравнение в параллельных 
опытах с «золотыми стандартами» (например, B-субъединицей 
холерного токсина) показало, что динуклеотиды проявляют рав-
ные или даже более сильные адъювантные свойства, чем многие 
стандартные соединения [32, 35, 55, 59]. Совместное введение 
циклических динуклеотидов с модельными антигенами приво-
дило к стимуляции сбалансированных T-хелперных (Th1/Th2/
Th17) иммунных ответов [32, 35, 49]. Таким образом, в отличие 
от других кандидатных адъювантов, которые промотируют Th1- 
или Th2-поляризованные ответы, циклические динуклеотиды 
характеризуются ответами, более приемлемыми для широкого 
диапазона применений. Это особенно привлекательно в контек-
сте использований, где в дополнение к антительным ответам не-
обходим сильный клеточный Th1-ответ, так как большинство 
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адъювантов, промотирующих ответ Th1, антителообразование 
слабо индуцируют.

В плане сравнения цикло-диГМФ и цикло-диАМФ следует 
отметить, что они оба секретируются бактериями и могут быть 
детектированы теми же PRR, включая белки DDX41 и STING,  
и индуцировать синтез интерферонов типа I [60]. Однако неко-
торые различия существуют между этими двумя молекулами. 
Например, главной мишенью внеклеточной фосфодиэстеразы 
является только цикло-диАМФ [61–63].

Помимо взаимодействия с рецепторами DDX41 и STING для 
стимуляции экспрессии интерфероновых генов, цикло-диАМФ 
может быть распознан более специфическим адаптерным бел-
ком ER и активировать NF-κB-антибактериальные пути иммун-
ного ответа [64, 65]. Кроме того, цикло-диГМФ (но не цикло-ди-
АМФ) ингибирует антибактериальную активность белка LCN2. 
В целом, внеклеточный цикло-диАМФ обычно играет негатив-
ную роль для бактериального выживания, и поэтому бактерии 
деградируют внеклеточный цикло-диАМФ для уклонения от 
иммунитета. 

Способы получения циклических динуклеотидов. Как лю
бой природный продукт цикло-диГМФ можно просто экстраги-
ровать из природного сырья [66]. Однако метод экстракции из 
бактерий очень непрактичен из-за того, что внутриклеточная 
концентрация цикло-диГМФ составляет всего лишь несколько 
пикомоль/мг клеток [67]. Поэтому в течение долгого времени 
циклические динуклеотиды получали, главным образом, путем 
многостадийного химического синтеза, применяя токсические 
реагенты и экологически небезопасные органические раствори-
тели. При этом использовали или циклизацию нуклеотидов, или 
регио- и стереоспецифическое присоединение азотистого осно-
вания к циклическому бис-(3′-5′)-сахарофосфату [68–70]. Сейчас 
наиболее эффективной стратегией химического получения цикли-
ческих динуклеотидов служит метод, предложенный B. Gaffney 
et al. [71], позволяющий получать цикло-диГМФ в препаратив-
ных количествах. 

Альтернативным способом получения цикло-диГМФ явля-
ется ферментативный синтез с применением ДГЦ, представляю-
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щий собой одностадийный процесс конденсации двух молекул 
ГТФ с образованием цикло-диГМФ и двух молекул неорганиче-
ского пирофосфата [72]. Достоинства такого способа заключа-
ются в его относительной простоте и эффективности. Кроме 
того, синтез проходит в нормальных условиях без использова-
ния специального оборудования и дорогостоящих и токсичных 
реактивов. Однако такой способ производства не позволяет до-
стигать высокого выхода цикло-диГМФ вследствие ингибирова-
ния фермента конечным продуктом реакции. Для повышения 
выхода целевого продукта в литературе предложено использо-
вать ферменты с мутантным аллостерическим центром [73, 74], 
которые не чувствительны к ингибированию конечным про- 
дуктом.

В лаборатории молекулярной биотехнологии Института ми-
кробиологии НАН Беларуси созданы рекомбинантные штаммы 
E. coli – продуценты ДГЦ термофильной бактерии Thermotoga 
maritima с мутацией в аллостерическом центре. Продемонстри-
ровано, что полученный штамм продуцирует целевой фермент  
в форме активных тел включения. Расходы культуральной жид-
кости штамма на биокаталитическое получение 1 г цикло- 
диГМФ в 4 раза меньше аналогичного показателя лучшего из опи-
санных в литературе продуцентов ферментов, катализирующих 
реакции синтеза данного циклического динуклеотида [75, 76]. 
Впервые показано, что фермент в качестве субстратов может ис-
пользовать ара-ГТФ и дезокси-ГТФ. Кроме того, обнаружена 
возможность ферментативного синтеза цикло-ди-дезоксиГМФ  
и ранее неописанного в литературе цикло-ди-араГМФ – фарма-
кологически перспективных аналогов цикло-диГМФ [77]. Уста-
новлено разнонаправленное влияние полученного препарата ци-
кло-диГМФ на митоген- и антиген-специфическую продукцию 
интерферона-γ мононуклеарами периферической крови челове-
ка, что может быть использовано для разработки принципиаль-
но новых терапевтических агентов, лимитирующих неблаго-
приятное воздействие экологических факторов на формирование 
иммунологически-обусловленной патологии человека. В част-
ности, низкие концентрации цикло-диГМФ могут быть исполь-
зованы для терапии иммунообусловленных патологий, посколь-
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ку не оказывают ингибирующего действия на неспецифический 
синтез интерферона-γ клетками иммунной системы. Более вы-
сокие концентрации цикло-диГМФ способствуют митоген- 
индуцированной активации интерферон-γ-секретирующих кле-
ток врожденного имунитета [78]. 

Изучены иммуностимулирующие свойства полученных ци-
кло-диГМФ, цикло-ди-араГМФ и цикло-ди-дезоксиГМФ in vitro-
методом активации цельной крови человека. В разной степени 
все препараты оказались способными стимулировать продук-
цию фактора некроза опухолей-α и интерлейкина-8 [79]. 

Впервые синтезированы наноразмерные частицы слоистых 
двойных гидроксидов магния и алюминия, содержащие цик-
ло-диГМФ и способные высвобождать их в среду рН-зависимым 
способом (при рН среды 4,5 более активно, чем при рН 7,5) [80]. 
Таким образом, показано, что полученные комплексы могут 
быть использованы для создания рН-контролируемой пассивной 
системы доставки цикло-диГМФ в клетки-мишени.

Что касается методов синтеза цикло-диАМФ, основным для 
получения данного динуклеотида также долгое время являлся 
многостадийный и экологически небезопасный химический 
синтез [81]. В настоящее время более перспективным способом 
получения цикло-диAMФ считается синтез с использованием 
бактериальной ДАЦ, позволяющий получать его в одну стадию 
из АТФ без применения дорогостоящих и токсичных реагентов 
[82, 83]. Для этого в литературе описаны 3 штамма-продуцента 
ДАЦ, представляющие собой клетки E. coli, трансформирован-
ные плазмидами, несущими клонированные гены ДАЦ Bacillus 
subtilis [84]. Данные по активности штаммов в отношении ре-
комбинантной ДАЦ (в единицах активности на 1 мл КЖ, 1 мг 
белка или биомассы клеток) в работе не приведены. 

Сравнительно недавно Казловский с соавторами [85–87] 
сконструировали новый рекомбинантный штамм E. coli, проду-
цирующий ДАЦ B. thuringiensis. Количество ДАЦ, продуцируе-
мой этим штаммом, составляет 32 мг в 1 л КЖ. Изучена суб-
стратная специфичность и стабильность полученного фермента. 
Продемонстрировано применение очищенной ДАЦ для препа-
ративного (600 мг) синтеза цикло-диАМФ. На сегодняшний день 
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это лучший из задокументированных результатов по получе-
нию данного динуклеотида.

Заключение. Основной целью вакцинации является форми-
рование долговременного иммунного ответа, который в состоя-
нии защищать человека от тех или иных патогенов. Живые осла-
бленные вакцины стимулируют иммунную систему в результате 
ограниченной репликации в организме возбудителя, не вызыва-
ющей клинического заболевания. Однако даже такие аттенуиро-
ванные возбудители в состоянии иногда вызывать заболевания 
у людей с ослабленным иммунитетом. Более безопасный подход 
к вакцинации основан на использовании инактивированных па-
тогенов или их фрагментов (в идеале очищенных антигенов). 
Однако очищенные антигены, как правило, являются слабыми 
иммуногенами и поэтому требуют совместного применения с так 
называемыми адъювантами – веществами, которые в состоянии 
стимулировать иммунную систему, не проявляя при этом само-
стоятельной антигенности. 

В конце ХХ в. иммунологи обнаружили, что болезнетвор- 
ные микроорганизмы могут распознаваться организмом млеко-
питающих с помощью особых молекулярных датчиков-рецепто-
ров, реагирующих на попадание в организм «чужих молекуляр-
ных образований». Чужими в данном случае являются такие 
молекулы вирусов и бактерий, которые не встречаются в орга-
низме человека и животных. С тех пор были достигнуты огром-
ные успехи в понимании механизмов защиты организма с помо-
щью эволюционно-консервативных рецепторов, реагирующих 
на чужеродные молекулы, попавшие в организм. Эти молекулы 
распознаются как сигналы опасности специфическими рецепто-
рами, инициирующими цепь биохимических событий, приводя-
щих к мобилизации врожденного и адаптивного иммунитета на 
защиту от возникшей опасности. Это открытие стало началом 
нового этапа в развитии адъювантов. В частности, указало на-
правление поиска соединений с адъювантной активностью. 

Одними из самых последних соединений, для которых пока-
зана адъювантная активность, являются циклические динуклео-
тиды, которые у всех бактерий выполняют роль внутриклеточ-
ных сигнальных молекул.
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Анализ литературных источников и результатов собствен-
ных исследований свидетельствует о целесообразности разра-
ботки вакцинных адъювантов на основе циклических динукле-
отидов, получаемых не только химическим, но и биотехнологи-
ческим путем. Принимая во внимание то обстоятельство, что 
входными воротами большинства инфекционных агентов (воз-
будителей инфекционных заболеваний) служат слизистые обо-
лочки человека и животных, идеальным вакцинным адъювантом 
может служить цикло-диАМФ, поскольку именно этот динукле-
отид наиболее выраженно активирует мукозальный иммунитет.
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CYCLIC DINUCLEOTIDES AS VACCINE ADJUVANTS

A. I. Zinchenko

Institute of Microbiology, National Academy of Sciences, Minsk, Belarus, 
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Cyclic dimeric guanine riboside-5′-monophosphate (c-diGMP) and adenosine-
5′-monophosphate (c-diAMP) are universal conservative secondary alarm molecules 
which promotes pathogenicity of many species of bacteria. In recent years the 
number of proofs that bacterial c-diGMP and c-diAMP can interact with the innate 
immune system of the human and animals grows and to strengthen antibacterial 
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immune responses of the host organism. In the provided overview of literature an 
attempt to summarize modern data on the nature, structure, receiving methods and 
also the immunostimulating activity and adjuvanticities of bacterial cyclic dinucleo
tides is made. These features of cyclic dinucleotides allow to consider them as 
perspective adjuvants for vaccines of new generation. In a final part of the overview 
some results of researches on receiving and studying c-diGMP, c-diAMP and their 
modified analogs which are carried out at the Institute of microbiology of the NAS 
of Belarus are considered. 
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ЛИНЕЙНЫЙ АЛЬФА-1-6-D-ГЛЮКАН LACTOBACILLUS 
PLANTARUM БИМ B-423 Д – НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫЙ 
БИОПОЛИМЕР С УНИКАЛЬНОЙ СПОСОБНОСТЬЮ  

К ИЗБИРАТЕЛЬНОМУ ВЗАИМОДЕЙСТВИЮ  
С АУТОАНТИТЕЛАМИ  

К ТИРОАНТИГЕНАМ ЧЕЛОВЕКА

Е. П. КИСЕЛЕВА1, К. И. МИХАЙЛОПУЛО1,  
Э. Л. ЗДОРОВЕНКО 2, Г. И. НОВИК 3

1 Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
epkiseleva@yandex.ru 

2 Институт органической химии им. Н. Д. Зелинского РАН,  
Москва, Россия, 

zdorovenkoe@mail.ru 
3 Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  

galina_novik@mbio.bas-net.by

Биополимеры (БП), избирательно взаимодействующие с аутоантителами 
к тиропероксидазе (ТПО) и тироглобулину (ТГ) человека (анти-ТПО и анти- 
ТГ соответственно), были выделены из бесклеточной фракции (БФ) Lactoba-
cillus plantarum БИМ B-423 Д аффинной хроматографией на сорбентах  
с иммобилизованными анти-ТПО и анти-ТГ. Эти БП были очищены хромато-
графией на TSK-40 и идентифицированы 1Н, 13С ЯМР спектроскопией как од-
но и то же вещество, линейный альфа-1-6-D-глюкан c M~5 кДа. Данное веще-
ство идентично БП, выделенным нами ранее из БФ Bifidobacterium bifidum 
BIM В-733 D и Saccharomyces cerevisiae BIM Y-195, и отличается от декстра-
нов других микроорганизмов отсутствием боковых цепей, малой и гомоген-
ной Mr и доказанной методом иммуноферментного анализа уникальной спо-
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собностью отличать анти-ТПО и анти-ТГ от других иммуноглобулинов чело-
века. Обсуждается возможная роль альфа-1-6-D-глюкана в патогенезе аутоим- 
мунных заболеваний человека.

Введение. Хорошо известна концепция инфекционной этио-
логии аутоиммунных заболеваний (АЗ) человека [1–4]. Наибо-
лее обоснованным является механизм молекулярной мимикрии, 
т. е. появление аутореактивных клонов Т- и В-лимфоцитов в ре-
зультате перекрестной иммунной реакции на гомологичный ан-
тиген бактерии или вируса [5, 6].

В последние годы увеличилась частота случаев аномально 
высокой проницаемости кишечного эпителия для относительно 
высокомолекулярных веществ и даже целых клеток бактерий [7, 
8]. Следствием этого является расширение списка микроорга-
низмов, потенциально способных провоцировать АЗ или влиять 
на степень выраженности симптомов АЗ за счет кишечных сим-
бионтов, в частности, лактобацилл. Тенденция к расширению 
потребления лактобацилл в составе продуктов питания, биоло-
гически-активных добавок и фармпрепаратов коррелирует с от-
меченным увеличением частоты АЗ [9]. В пользу допущения 
возможной роли этих микроорганизмов в качестве фактора, 
провоцирующего АЗ, являются данные, свидетельствующие  
о высокой вероятности одновременного присутствия в образцах 
сыворотки крови больных аутоиммунными заболеваниями щи-
товидной железы (АЗЩЖ) [10], целиакией и диабетом 1-го типа 
[11] соответствующих аутоантител и иммуноглобулинов (Ig), 
взаимодействующих с антигенами бифидо- и лактобактерий. 
Альтернативный взгляд на роль пробиотических микроорганиз-
мов в патогенезе АЗ состоит в их оценке в качестве потенциаль-
ной основы новых препаратов иммуномодулирующего действия 
для лечения и профилактики указанных патологий [12].

АЗЩЖ диагностированы у 5 % населения Европы [9]. Глав-
ными аутоантигенами, вовлеченными в патогенез АЗЩЖ, явля-
ются тиропероксидаза (ТПО) и тироглобулин (ТГ). Аутоантите-
ла к ТПО и ТГ (анти-ТПО и анти-ТГ соответственно) являются 
серологическими маркерами АЗЩЖ [13] и ключевыми участни-
ками молекулярных механизмов, лежащих в основе патогенеза 
АЗЩЖ. Ранее нами было показано [10, 14], что в составе клеток 
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Bifidobacterium bifidum 791 и Lactobacillus plantarum B-01 (депо-
нированных в настоящее время в Научной коллекции типовых  
и промышленно-ценных непатогенных микроорганизмов Ин-
ститута микробиологии НАН Беларуси как B.  bifidum БИМ 
В-733 Д и L. plantarum БИМ B-423 Д соответственно) присутству-
ют биополимеры (БП) неустановленной химической природы, 
способные к избирательному взаимодействию с анти-ТПО и ан-
ти-ТГ. Данные БП (БПантиТПО и БПанти-ТГ соответственно) были вы-
делены из клеток B. bifidum БИМ В-733 Д, названы Bb-БПантиТПО  
и Bb-БПанти-ТГ и идентифицированы как одно и то же вещество – 
линейный альфа-1-6-D-глюкан c M ~ 5 кДа [10]. Природа и струк
тура БПантиТПО и БПанти-ТГ, обнаруженных в клетках L. plantarum 
БИМ B-423 Д (Lp-БПантиТПО и Lp-БПанти-ТГ соответственно), оста-
лась неизвестной. 

Цель работы – выделение из клеток L. plantarum БИМ  
B-423 Д БП, избирательно взаимодействующих с аутоантитела-
ми к тироантигенам, их хроматографическая очистка, установ-
ление природы и структуры для выяснения роли данных БП  
в патогенезе АЗЩЖ и разработки на этой основе новых спосо-
бов и средств профилактики и терапии указанных заболеваний.

Материалы и методы.
Бактерии. Штамм L. plantarum БИМ B-423 Д получен из 

фонда Научной коллекции типовых и промышленно-ценных не-
патогенных микроорганизмов Института микробиологии НАН 
Беларуси (Белорусская коллекция непатогенных микроорганиз-
мов). Бактерии культивировали и промывали 0,01 M натрий-фос-
фатным буфером (НФБ), содержащим 0,15 M NaCl, pH 7,5 (буфер 1); 
клетки (20–25 г) разрушали ультразвуком, осаждали клеточные 
стенки и мембраны центрифугированием, как указано в работе 
Е. П. Киселевой [10]. Надосадочную жидкость (БФ) хранили при 
4 °С не более суток для аффинной хроматографии.

Аффинная и лимит-эксклюзионная хроматография. Ис-
пользовали сорбенты анти-ТПО – Sepharosa и анти-ТГ – Sepha- 
rosa (объем каждого – 10 мл, плотность посадки анти-ТПО и ан-
ти-ТГ – 1 мг/мл), синтезированные в соответствии с инструкцией 
производителя «BrCN- Sepharosa 4B» («Sigma», США). БФ дели-
ли на две равных порции, каждую из которых наносили на один 
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из двух аффинных сорбентов. Lp-БПантиТПО и Lp-БПанти-ТГ, связав-
шиеся с иммобилизованными анти-ТПО и анти-ТГ соответ-
ственно, элюировали 0,2 M NH4OH, pH 11,5. Детекцию осущест-
вляли по поглощению при длине волны 226 нм. Аффинные 
элюаты (АЭ), полученные с использованием сорбентов анти- 
ТПО – Sepharosa и анти-ТГ – Sepharosa (Lp-AЭанти-ТПО и Lp-AЭанти-ТГ 
соответственно), замораживали, лиофилизовали и взвешивали.  
5 мг каждого АЭ растворяли в 1 мл воды, удаляли осадок цен-
трифугированием при 13 000 g в течение 10 мин. 

0,5 мл Lp-AЭанти-ТПО или Lp-AЭанти-ТПО (4–5 мг/мл в воде) нано-
сили на колонку с TSK-40 («Merck», Германия) (60 × 1,6 см), 
уравновешенную в воде, и проводили элюцию со скоростью  
0,5 мл/мин. Детекцию осуществляли рефрактометром («Knauer», 
Германия). Фракции, соответствующие главным пикам на каж
дом профиле элюции, называли Lp-БПантиТПО-2 и LpБПантиТПО-3, 
Lp-БПанти-ТГ-2 и Lp-БПанти-ТГ-3 и использовали для ЯМР-спектро-
скопии. Фракции, состав которых был идентифицирован, исполь-
зовали для иммуноферментного анализа (ИФА) (тесты 1 и 2).

Образцы сыворотки крови человека были получены из 
Минского городского клинического онкологического диспансе-
ра. Количественное определение анти-ТПО и анти-ТГ в образцах 
проводили методом ИФА с использованием наборов реагентов 
соответствующего назначения («Xema Co. Ltd», Россия). Выбран
ные образцы использовали для приготовления пробы «здоровые 
доноры» («ЗД») и пробы «больные с диагнозом АЗЩЖ» («AЗЩЖ»); 
по 10 образцов, смешанных в равных объемах в каждой пробе. 
Проба «ЗД», содержащая 25 МЕ/мл анти-ТПО и 52 МЕ/мл ан-
ти-ТГ, была использована для проведения ИФА и выделения об-
щих иммуноглобулинов человека класса G (IgGобщ). Пробу 
«АЗЩЖ», содержащую 1200 МЕ/мл анти-ТПО и 1500 МЕ/мл ан-
ти-ТГ, использовали для ИФА и выделения анти-ТПО и анти-ТГ. 

Общие иммуноглобулины человека класса G были выде-
лены из пробы «ЗД» для использования в качестве отрицатель-
ной контрольной пробы в ИФА. Igобщ осаждали 40%-ным суль-
фатом аммония. Преципитат растворяли в буфере 1; сульфат 
аммония удаляли диализом раствора против того же буфера.  
IgGобщ отделяли от экстракта Igобщ аффинной хроматографией  
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на «Protein G Agarose» («Pierce», США), выполненной в соответ-
ствии с инструкцией производителя сорбента. Анти-ТПО и ан-
ти-ТГ удаляли аффинной хроматографией [15], используя сор-
бенты ТПО – Sepharosa и ТГ – Sepharosa (объем каждого – 10 мл, 
плотность посадки ТПО и ТГ – 1 мг/мл), синтезированные в со-
ответствии с инструкцией производителя «BrCN – Sepharosa 4B» 
(«Sigma», США). Концентрацию IgGобщ определяли спектрофо-
тометрически, используя коэффициент поглощения А280 нм, 1 см, 1 мг/мл, 
равный 1,35. 

Аутоантитела к тироантигенам выделяли из пробы «АЗЩЖ» 
аффинной хроматографией на упоминавшихся выше сорбентах 
ТПО – Sepharosa и ТГ – Sepharosa [15]. Количественное опреде-
ление выделенных анти-ТПО и анти-ТГ проводили методом 
ИФА с использованием наборов реагентов соответствующего 
назначения («Xema Co. Ltd», Россия) и спектрофотометрически, 
как указано выше для IgGобщ. Чистые анти-ТПО и анти-ТГ ис-
пользовали для синтеза аффинных сорбентов и ИФА. 

Тироантигены. Послеоперационную ткань щитовидной же-
лезы (ЩЖ) больных с диагнозом болезнь Грейвса (диффузный 
токсический зоб) получали из Минского городского клиниче-
ского онкологического диспансера. Выделение ТПО и ТГ про- 
водили способами, указанными в работах О. В. Цыгановой  
и Л. Симионеску [16] и [17] соответственно. Чистые ТПО и ТГ 
использовали для синтеза аффинных сорбентов и ИФА. 

ИФА. Общий протокол ИФА. Каждое вещество или препа-
рат (ТПО и ТГ; Lp-БПанти-ТПО-2 и -3, Lp-БПанти-ТГ-2 и -3, получен-
ные в результате хроматографии на колонке с TSK 40; сыворо-
точный альбумин человека (ЧСА) («Sigma», США) и белок А из 
Staphyllococcus aureus («Sigma», США)) иммобилизовали пас-
сивной адсорбцией в лунках 96-луночных микропланшетов из 
полистирола («Greiner bio-one», Германия) при 4 °C в течение 
ночи из расчета 0,1 мл на лунку. ТПО и ТГ иммобилизовали из 
растворов 0,1 M NaHCO3, pH 8,3 и 0,1 M цитрат-фосфатного бу-
фера, pH 5,5, содержащих 0,5 мг/л соответствующего тироанти-
гена. ЧСА и белок А иммобилизовали из 0,01 M НФБ, pH 7,5, со-
держащего 1 мг/л соответствующего белка. Все фракции Lp-
БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ (0,4–2  мг/л каждая) иммобилизовали из 
растворов 0,01 M НФБ, содержащего 1 мM CaCl2.
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Иммунохимические реакции инициировали добавлением 
раствора (0,1 мл на лунку) первичных реагентов (анти-ТПО  
и анти-ТГ, IgGобщ) в буфере 1, содержащем 0,2%-ный  фенол  
и 3%-ный казеин (буфер 3) (первая стадия ИФА). В качестве про-
являющих реагентов использовали ферментативные конъюгаты 
(0,1 мл на лунку) в буфере 1, содержащем 1%-ный бычий сыво-
роточный альбумин («Sigma», США) (вторая стадия ИФА). Все 
инкубации проводили в течение 1–2 ч при 37 °C. Ферментатив-
ную реакцию пероксидазы из корней хрена (ПХ) инициировали 
и останавливали способом, указанным в работе Е. П. Киселевой 
[10]. Оптическую плотность в лунках при длине волны поглоще-
ния 450 нм (А450) измеряли с использованием автоматического 
многоканального спектрофотометра («Uniplan», Россия).

ИФА тест 1 проводили для подтверждения функциональ-
ной активности фракций Lp-AЭанти-ТПО, полученных в результате 
гель-фильтрации на TSK-40 и содержащих альфа-1-6-D-глюкан 
по результатам ЯМР-спектроскопии. Иммобилизовали (а) Lp-
БПанти-ТПО-2, (б) Lp-БПанти-ТПО-3, (в) ТПО и (г) белок A из Staphyllo-
coccus aureus («Sigma», США) (по 16 лунок для каждого объек-
та). Готовили две серии растворов, одна из которых содержала 
чистые анти-ТПО в диапазоне концентраций 1,3–35 мг/л, а вто-
рая – чистые IgGобщ (без анти-ТПО и анти-ТГ) в том же диапазо-
не концентраций. Растворы вносили в соответствующие лунки 
(в дублях) серий (а–г). IgG, связавшиеся с иммобилизованными 
препаратами и веществами, детектировали с использованием 
конъюгата «моноклональные антитела мыши против IgG чело-
века – пероксидаза» (МАТанти-IgG – ПХ) («Xema Co. Ltd», Россия) 
(лунки серий (а–в)) и конъюгата «белок L из Peptostreptococcus 
magnus – пероксидаза» (белок L – ПХ) («Sigma», США) (лунки 
серии г).

ИФА тест 2 проводили для подтверждения функциональ-
ной активности фракций Lp-AЭанти-ТГ, полученных в результате 
гель-фильтрации на TSK-40 и содержащих альфа-1-6-D-глюкан 
по результатам ЯМР-спектроскопии. Иммобилизовали (а) Lp-
БПанти-ТГ-2, (б) Lp-БПанти-ТГ-3, (в) ТГ и (г) белок A из Staphyllococ-
cus aureus («Sigma», США) (по 16 лунок для каждого иммобили-
зованного объекта). Анализ проводили подобно тому, как это 
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указано выше в ИФА тест 1, используя чистые анти-ТГ в диапа-
зоне концентраций 1,2 – 32 мг/л вместо чистых анти-ТПО. 

ЯМР-спектроскопия. ЯМР-спектры были записаны на спект
рометре «Bruker Avance II 600» при 30 °C. Использовали образ-
цы в 99,95 % D2O после дейтерообмена, происходившего в ре-
зультате трехкратного повторения процедуры растворения 
каждого образца в 99,9 % D2O и последующей лиофилизации. 
3-триметилсилил) пропаноат-2,2,3,3-d4 натрия (δH 0,0) и ацетон 
(δC 31,45) использовали в качестве внутренних калибровочных 
стандартов для 1Н и 13С ЯМР химических сдвигов соответ- 
ственно. Двумерные ЯМР-спектры были получены с использо-
ванием стандартного программного обеспечения Bruker. Для 
получения и обработки данных ЯМР использовали программу 
Topspin 2,1.

Статистика. Каждый тест, выполненный методом ИФА, про
водили в виде трех независимых экспериментов, используя лун-
ки в дубликатах. Результаты обрабатывали с использованием 
стандартного теста Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Наша гипотеза, базирующаяся 
на результатах собственных исследований [10, 14] и данных со-
временной научной литературы, состоит в следующем. Есть ос-
нования считать, что наличие в составе клеток пробиотических / 
симбионтных микроорганизмов веществ неустановленной хи-
мической природы, способных к избирательному взаимодей-
ствию с анти-ТПО и анти-ТГ, может иметь двоякие последствия 
для лиц, больных АЗЩЖ и генетически предрасположенных  
к этим заболеваниям, в зависимости от химической природы 
данных соединений и особенностей их взаимодействия с ука-
занными антителами. Крайними случаями таких последствий 
являются, с одной стороны, возможность провокации АЗЩЖ по 
механизму молекулярной мимикрии, а с другой – блокирование 
антиген-связывающей или эффекторной функции анти-ТПО  
и анти-ТГ, приводящее к снижению степени выраженности ау-
тоиммунного процесса или его блокировке на начальной стадии 
до появления клинических признаков заболевания. Для полу- 
чения доказательств позитивного или негативного эффекта  
веществ микробиологического происхождения с указанными 
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выше свойствами на здоровье обозначенной категории лиц необ-
ходимо произвести выделение, очистку и определение химиче-
ской природы и структуры данных соединений. Достижение яс-
ности в этом вопросе неизбежно приведет к коррекции списка 
продуктов питания и биологически-активных добавок / лекар-
ственных препаратов, безопасных для использования лицами, 
больными АЗЩЖ и генетически предрасположенными к этим 
заболеваниям. В связи с этим в качестве объектов исследования 
необходимо использовать микроорганизмы, уже задействован-
ные в производстве пищевых продуктов и биологически-актив-
ных добавок /лекарственных препаратов или являющиеся био-
технологически перспективными, в частности, лактобациллы. 

Основные этапы выделения и исследования Lp-БПантиТПО  
и Lp-БПанти-ТГ представлены в виде схемы на рис. 1. 

Рис. 1. Схема эксперимента

Д
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Учитывая преимущества использования БФ в качестве ис-
ходного материала для выделения Lp-БПантиТПО и Lp-БПанти-ТГ  
и принимая во внимание факт выделения Bb-БПантиТПО и Bb-БПанти-ТГ 
именно из БФ B. bifidum BIM В-733 D [14], мы осуществляли вы-
деление целевых БП из препарата Lp-БФ аффинной хроматогра-
фией на сорбентах с иммобилизованными анти-ТПО и анти-ТГ 
соответственно. Детектировали элюируемые вещества по погло-
щению при длине волны 226 нм в связи с отсутствием информа-
ции о химической природе Lp-БПантиТПО и Lp-БПанти-ТГ. Элюаты 
лиофилизовали и называли далее Lp-АЭантиТПО и Lp-АЭантиТГ.

Выделяемые нами вещества Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ долж-
ны проявлять иммунологическое сходство с ТПО и ТГ соответ-
ственно, т. е. имитировать те эпитопы ТПО и ТГ, которые при-
нимают участие в образовании иммунных комплексов тироан-
тигенов со специфическими аутоантителами. Структурное, 
функциональное или иммунологическое сходство между нерод-
ственными макромолекулами принято обозначать термином 
молекулярная мимикрия. Как правило, такие макромолекулы 
имеют белковую природу [18–23]. В связи с этим логично пред-
положить, что Lp-БПантиТПО и Lp-БПантиТГ являются белками. Не-
смотря на это, мы однозначно исключили белковую природу 
Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ и получили аргументы в пользу пред-
положения об углеводной природе данных БП, используя мето-
дику, разработанную нами ранее [24]. Это предположение согла-
суется с немногочисленными известными случаями молекулярной 
мимикрии (иммунологического сходства) между белком и угле-
водом [25–29]. 

Дальнейшую очистку Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ, подтверж-
дение их природы и идентификацию структуры проводили по 
схеме, традиционно используемой при исследовании полисаха-
ридов. Лиофилизованные Lp-AЭанти-ТПО и Lp-АЭанти-ТГ (по 5 мг 
каждого) были растворены в воде; небольшой осадок, присут-
ствующий в некоторых препаратах, был отделен центрифугиро-
ванием. Растворимую часть Lp-AЭанти-ТПО и Lp-АЭанти-ТГ фракцио-
нировали гель-фильтрацией на TSK-40 с рефрактометрической 
детекцией. Фракции веществ, превышающих лимит эксклюзии 
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(Lp-БПанти-ТПО-1 и Lp- БПанти-ТГ-1), не подвергали анализу. Фракции, 
соответствующие остальным пикам, были собраны, лиофилизо-
ваны и обозначены, как указано в таблице 1.

Т а б л и ц а  1.  Фракции Lp-АЭанти-ТПО и Lp-АЭанти-ТГ, полученные  
на TSK-40 (60 × 1,6 см) и используемые для ЯМР-спектроскопии

Исходный препарат № фракции /
обозначение M, Да

Вещество  
с идентифицированной

структурой

Lp-АЭанти-ТПО

2 / Lp- БПанти-ТПО-2 ~ 5000 альфа-1-6-D-глюкан
3 / Lp- БПанти-ТПО-3 ~ 1500 альфа-1-6-D-глюкан

Lp-АЭанти-ТГ

2 / Lp- БПанти-ТГ-2 ~ 5000 альфа-1-6-D-глюкан
3 / Lp- БПанти-ТГ-3 ~ 1000 альфа-1-6-D-глюкан

Структуру БП, содержащихся во фракциях, анализировали 
ЯМР-спектроскопией. 1H ЯМР и 13C ЯМР спектры всех фракций 
были практически идентичными, в связи с чем только данные, 
полученные для Lp-АЭанти-ТПО-2, представлены на рис. 2 в каче-
стве примера. 

Анализ, выполненный двухмерной ЯМР-спектроскопией, вклю-
чающий 1H,1H COSY- и 1H,13C HSQC-эксперименты, свидетельству-

Структуру БП, содержащихся во фракциях, представленных в таблице 3, 

анализировали ЯМР-спектроскопией. 1H ЯМР и 13C ЯМР спектры всех фракций 

были практически идентичными, в связи с чем только данные, полученные для 

Lp-АЭанти-ТПО-2, представлены на рисунке 2 в качестве примера.  

 
Рис. 2. 1H ЯМР спектр Lp-АЭанти-ТПО-2 

 

Анализ, выполненный двухмерной ЯМР-спектроскопией, включающий 
1H,1H COSY and 1H,13C HSQC эксперименты, свидетельствует о том, что 

фракции №2 и №3 Lp-АЭанти-ТПО и Lp-АЭанти-ТГ содержат линейный альфа-1-6-D-

глюкан. 

Фракции Lp-АЭанти-ТПО, в составе которых был идентифицирован 

линейный альфа-1-6-D-глюкан (таблица 3), тестировали ИФА с целью 

подтверждения функциональной активности, характерной для Lp-БПанти-ТПО, а 

именно способности к избирательному взаимодействию с анти-ТПО. Данные 

представлены на рисунке 3. Они свидетельствуют о присутствии 

функциональной активности, характерной для Lp-БПанти-ТПО, в 2-х тестируемых 

фракциях.  

3.003.504.004.505.00

4,99

4,00
3,98
3,93
3,91

3,78
3,77
3,75
3,73
3,72

3,60
3,58

3,54
3,53
3,51

Рис. 2. 1H ЯМР спектр Lp-АЭанти-ТПО-2

     5,00                  4,50                   4,00                   3,50                   3,00



Биотехнологии для медицины и промышленности	 455

ет о том, что фракции № 2 и № 3 Lp-АЭанти-ТПО и Lp-АЭанти-ТГ со-
держат линейный альфа-1-6-D-глюкан.

Фракции Lp-АЭанти-ТПО, в составе которых был идентифици-
рован линейный альфа-1-6-D-глюкан (табл. 1), тестировали ИФА 
с целью подтверждения функциональной активности, характер-
ной для Lp-БПанти-ТПО, а именно способности к избирательному 
взаимодействию с анти-ТПО. Данные, представленые на рис. 3, 
свидетельствуют о присутствии функциональной активности, 
характерной для Lp-БПанти-ТПО, в двух тестируемых фракциях. 

Аналогичным образом с целью подтверждения функцио-
нальной активности, характерной для Lp-БПанти-ТГ, тестировали 
фракции Lp-БПанти-ТГ-2 и Lp-БПанти-ТГ-3. Данные, представленные 
на рис. 4, свидетельствуют о присутствии функциональной ак-
тивности, характерной для Lp-БПанти-ТГ, в двух тестируемых 
фракциях.

Для объектов, представленных на рис. 3 и 4, рассчитывали 
соотношение значений А450 в лунках, содержащих на 1 стадии 

Аналогичным образом с целью подтверждения функциональной 

активности, характерной для Lp-БПанти-ТГ, тестировали фракции Lp-БПанти-ТГ-2 и 

Lp-БПанти-ТГ-3. Данные, представленные на рисунке 4, свидетельствуют о 

присутствии функциональной активности, характерной для Lp-БПанти-ТГ, в 2-х 

тестируемых фракциях. 

Для каждого объекта, представленного на рисунках 3 и 4, рассчитывали 

соотношение значений А450 в лунках, содержащих на 1 стадии ИФА анти-ТПО 

(анти-ТГ) и IgGобщ в максимальной из используемых концентраций (таблица 2). 

Данный показатель использовали для сравнительной оценки способности 

препаратов Lp-БПанти-ТПО (Lp-БПанти-ТГ) и белков, используемых в качестве 

положительного и отрицательного контролей, различать анти-ТПО (анти-ТГ) и 

IgG человека другой специфичности.  

 

 
Рис. 3. Связывание анти-ТПО (а) и общих IgG человека (б) с Lp-БПанти-ТПО (А). ТПО  

и белок А s. aureus использовали в качестве положительного и отрицательного контролей, 
соответственно (Б). Источником Lp-БПанти-ТПО служили фракции 2 и 3, полученные в 
результате гель-фильтрации соответствующих препаратов Lp-АЕанти-ТПО на TSK-40. 

Представлены типичные данные серии из трех независимых экспериментов. Для каждой 
точки указаны среднее значение ± разброс экспериментальных данных, соответствующих 

двум идентичным лункам 
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Рис. 3. Связывание анти-ТПО (а) и общих IgG человека (б) с Lp-БПанти-ТПО (а). 
ТПО и белок А S. aureus использовали в качестве положительного и отрица-
тельного контролей соответственно (б). Источником Lp-БПанти-ТПО служили 
фракции 2 и 3, полученные в результате гель-фильтрации соответствующих 
препаратов Lp-АЕанти-ТПО на TSK-40. Представлены типичные данные серии из 
трех независимых экспериментов. Для каждой точки указаны среднее значе-
ние ± разброс экспериментальных данных, соответствующих двум идентич-

ным лункам
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ИФА анти-ТПО (анти-ТГ) и IgGобщ в максимальной из используе-
мых концентраций (табл. 2). Данный показатель использовали 
для сравнительной оценки способности препаратов Lp-БПанти-ТПО 
(Lp-БПанти-ТГ) и белков, используемых в качестве положительно-
го и отрицательного контролей, различать анти-ТПО (анти-ТГ)  
и IgG человека другой специфичности. 

Очевидно, что значения показателей А450 (1) / А450 (2) и А450 
(1*) / А450 (2), рассчитанные для всех Lp-БПанти-ТПО и всех Lp-
БПанти-ТГ (табл. 2), примерно в два раза выше, чем значения тех же 
показателей, рассчитанных для белка А. Разницу между значе-
ниями показателей, определенными для БП и соответствующих 
им тироантигенов, можно объяснить разницей в сродстве и ва-
лентности связывания анти-ТПО с Lp-БПанти-ТПО и ТПО (анти-ТГ 
с Lp-БПанти-ТГ и ТГ). Кроме того, это можно объяснить тем, что 
Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ взаимодействуют не со всеми клона-
ми поликлональных анти-ТПО и анти-ТГ, присутствующих на 
1-ой стадии ИФА в жидкой фазе, а только с некоторыми из этих 

 
 

Рис. 4. Связывание анти-ТГ (а) и общих IgG человека (б) с Lp-БПанти-ТГ (А). ТГ и белок А  
s. aureus использовали в качестве положительного и отрицательного контролей, 

соответственно (Б). Источником Lp-БПанти-ТГ служили фракции 2 и 3, полученные в 
результате гель-фильтрации соответствующих препаратов Lp-АЕанти-ТГ на TSK-40. 

Представлены типичные данные серии из трех независимых экспериментов. Для каждой 
точки указаны среднее значение ± разброс экспериментальных данных, соответствующих 

двум идентичным лункам 
 

Таблица 2. Соотношение значений А450 в лунках, содержащих на 1 стадии ИФА 
аутоантитела и iggобщ в максимальной из используемых концентраций 

препарат/вещество А450 (1) / А450 (2) препарат/вещество А450 (1*) / А450 (2) 
Lp-БПанти-ТПО-2 2,52 Lp-БПанти-ТГ-2 2,02 
Lp-БПанти-ТПО-3 2,41 Lp-БПанти-ТГ-3 1,93 

ТПО 5,08 ТГ 4,47 
Белок А  1,12 Белок А 1,06 

Примечания 
1. Для расчета использовали данные, представленные на рисунках 5 и 6;  
2. 1 - анти-ТПО; 1* - анти-ТГ; 2 – IgGобщ (без анти-ТПО и анти-ТГ) 
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рассчитанные для всех Lp-БПанти-ТПО и всех Lp-БПанти-ТГ (таблица 2) примерно в 

два раза выше, чем значения тех же показателей, рассчитанных для белка А. 

Разницу между значениями тех же показателей, определенными для БП и 

соответствующих им тироантигенов (таблица 2), можно объяснить разницей в 

сродстве и валентности связывания анти-ТПО с Lp-БПанти-ТПО и ТПО (анти-ТГ с 

Lp-БПанти-ТГ и ТГ). Кроме того, это можно объяснить тем, что Lp-БПанти-ТПО и 

Lp-БПанти-ТГ взаимодействуют не со всеми клонами поликлональных анти-ТПО 
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Рис. 4. Связывание анти-ТГ (а) и общих IgG человека (б) с Lp-БПанти-ТГ (А).  
ТГ и белок А S. aureus использовали в качестве положительного и отрицатель-
ного контролей соответственно (б). Источником Lp-БПанти-ТГ служили фракции 2 
и 3, полученные в результате гель-фильтрации соответствующих препаратов 
Lp-АЕанти-ТГ на TSK-40. Представлены типичные данные серии из трех незави-
симых экспериментов. Для каждой точки указаны среднее значение ± разброс 

экспериментальных данных, соответствующих двум идентичным лункам. 
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клонов, в связи с чем концентрация анти-ТПО и анти-ТГ, потен-
циально способных образовать комплекс с соответствующими БП, 
в действительности является более низкой, чем указанная на оси 
ОХ для соответствующих экспериментальных точек (рис. 3 и 4).

Маловероятно, что альфа-1-6-D-глюкан конкурирует за свя-
зывание анти-ТПО и анти-ТГ с углеводными цепями ТПО и ТГ 
соответственно, поскольку олигосахаридный компонент ТПО не 
участвует во взаимодействии с анти-ТПО [30], а увеличение сте-
пени гликозилирования ТГ ослабляет взаимодействие данного 
тироантигена с анти-ТГ [31]. Таким образом, наши данные сви-
детельствуют об иммунологическом сходстве альфа-1-6-D-глю-
кана и эпитопов полипептидной цепи ТПО и ТГ. 

Таким образом, научная новизна результатов нашего иссле-
дования состоит в следующем. Во-первых, мы показали имму-
нологическую гомологию полисахарида лактобацилл и белковых 
аутоантигенов ЩЖ человека, являющихся ключевыми участни-
ками молекулярных механизмов, лежащих в основе патогенеза 
АЗЩЖ. Примеры иммунологического сходства (молекулярной 
мимикрии) между белком и углеводом [27–29] описаны в лите-
ратуре, однако они являются редкими и не имеют отношения  
к патогенезу АЗ человека. Известен единственный случай гомо-
логии между эпитопом углеводной природы, N-ацетилглюко
замином стрептококка группы А, и белком человека миозином, 
лежащий в основе провокации АЗ человека, ревмокардита [26]. 

Т а б л и ц а  2.  Соотношение значений А450 в лунках, содержащих  
на 1-ой стадии ИФА аутоантитела и IgGобщ в максимальной  

из используемых концентраций

Препарат / Вещество А450 (1) / А450 (2) Препарат / Вещество А450 (1*) / А450 (2)

Lp-БПанти-ТПО-2 2,52 Lp-БПанти-ТГ-2 2,02
Lp-БПанти-ТПО-3 2,41 Lp-БПанти-ТГ-3 1,93

ТПО 5,08 ТГ 4,47
Белок А 1,12 Белок А 1,06

П р и м е ч а н и е.  Для расчета использовали данные, представленные на 
рис. 3 и 4. 

Обозначения: 1 – анти-ТПО; 1* – анти-ТГ; 2 – IgGобщ (без анти-ТПО и ан-
ти-ТГ).
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Во-вторых, результаты нашего исследования дают основания 
считать, что функцию защитного механизма при АЗ (в данном 
случае при АЗЩЖ) может выполнять молекулярная мимикрия 
между молекулами симбионтов / пробиотиков (в данном случае 
альфа-1-6-D-глюканом) и аутоантигенами человека (в данном 
случае ТПО и ТГ). В других исследованиях положительное дей-
ствие пробиотиков при АЗ основано на иммуномодуляции,  
а именно на смещении баланса Т-лимфоцитов в сторону Treg  
и Тh2 [12, 32, 33]. В-третьих, мы установили идентичность 
структур Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ. Это согласуется с (1) нали-
чием общих B-клеточных и Т-клеточных эпитопов, идентичных 
для ТПО и ТГ [34, 35], и (2) существованием аутоантител с двой-
ной специфичностью, взаимодействующих и с ТПО, и с ТГ (из-
вестных также как биспецифичные аутоантитела, анти-ТГПО) 
[36, 37]. 

Формально Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ являются частными 
случаями декстранов. Линейные декстраны микробиологиче-
ского происхождения являются редкостью. Наиболее похожи на 
Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ декстран Leuconostoc  mesenteroides 
NRRL B-512 (5 % альфа-(1→3) связей) [38]; декстран Weissella 
confuse E392 [39] и LBAE C39-2 (2,7–2,8 % альфа(1→3)-связей) 
[40] и уникальный декстран Leuconostoc mesenteroides CMG713 
(не имеет боковых цепей) [41]. Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ отлича-
ются от упомянутых аналогов и других высокомолекулярных 
декстранов микробиологического происхождения (М  ~107 Да 
[38]) более низким молекулярным весом (табл. 1) и гомогенной 
массой по данным гель-фильтрации. 

Только Lp-БПанти-ТПО и Lp-БПанти-ТГ, а также идентичные веще-
ства, выделенные нами ранее из B.  bifidum БИМ В-733 Д [10]  
и S. cerevisiae БИМ Y-195 [42], имеют иммунологическое сход-
ство с ТПО и ТГ. Мы объясняем необычную способность  
Lp-БПанти-ТПО, Lp-БПанти-ТГ и аналогов [10] перекрестно реагировать  
с анти-ТПО и анти-ТГ, имитируя естественные тироантигены, 
особой гибкостью 1-6-гликозидной связи, отличающей ее от 
гликозидных связей другого типа [43] и позволяющей молекуле 
альфа-1-6-D-глюкана принимать разнообразные конформации.
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Известно, что антитела к декстрану (анти-декстраны) обыч-
но присутствуют в сыворотке крови здоровых доноров как след-
ствие иммунного ответа на декстран симбионтов человека, а ан-
тигенные детерминанты декстрана включают 6–7 гликозидных 
остатков [44]. Таким образом, как минимум Lp-БПанти-ТПО-2  
и Lp-БПанти-ТГ-2 (табл. 1) достаточно велики для выполнения 
функций антигенов, т. е. способны как связывать анти-декстра-
ны, так и перекрестно реагировать с предсуществующими анти- 
ТПО и анти-ТГ. 

Для окончательных выводов о необходимости ограничения 
употребления продуктов питания и биологически-активных до-
бавок, содержащих пробиотические микроорганизмы, лицами, 
больными АЗЩЖ и генетически предрасположенными к этим 
заболеваниям, или, напротив, о возможности использования ли-
нейного альфа-1-6-D-глюкана в качестве основы новых фарм-
препаратов для специфической иммунотерапии АЗЩЖ необхо-
димо продолжение исследований с использованием моделей жи-
вотных.

Заключение. Одно и то же вещество, линейный альфа-1-6-
D-глюкан c M ~ 5 кДа, было выделено из БФ L. plantarum BIM 
B-423 D аффинной хроматографией на сорбентах с иммобилизо-
ванными анти-ТПО и анти-ТГ, очищено хроматографией на 
TSK-40 и идентифицировано 1Н, 13С ЯМР спектроскопией. Дан-
ное вещество идентично БП, выделенным нами ранее из БФ  
B. bifidum БИМ В-733 Д [10] и S. cerevisiae БИМ Y-195 [42], и от-
личается от декстранов других микроорганизмов отсутствием 
боковых цепей, малой и гомогенной Mr и доказанной методом 
ИФА уникальной способностью отличать анти-ТПО и анти-ТГ 
от других Ig человека. Проведено обсуждение (1) возможных 
причин идентичности двух БП, выделенных на разных аффин-
ных сорбентах, (2) природы уникальных иммунохимических 
свойств линейного альфа-1-6-D-глюкана, (3) возможной роли 
этого БП в патогенезе АЗ человека.
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LINEAR ALPHA-1-6-D-GLUCAN OF LACTOBACILLUS PLANTARUM 
BIM B-423 D IS A LOW MOLECULAR WEIGHT BIOPOLYMER  

WITH A UNIQUE ABILITY TO INTERACT SELECTIVELY  
WITH AUTOANTIBODIES TO HUMAN THYROID ANTIGENS
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Biopolymers (BP), selectively interacting with autoantibodies to human thyroid 
peroxidase (TPO) and thyroglobulin (TG) (anti-TPO and anti-TG, respectively), 
were isolated from the cell-free fraction (CFF) of Lactobacillus plantarum BIM 
B-423 D by affinity chromatography with anti-TPO and anti-TG. These BP were 
purified by TSK-40 gel column chromatography and identified by 1H, 13C NMR 
spectroscopy as the same substance, linear alpha-1-6-D-glucan with M ~ 5 kDa. 
This substance is identical to the BP, which we isolated recently from the CFF of 
Bifidobacterium bifidum BIM B-733 D and Saccharomyces cerevisiae BIM Y-195, 
and differs from the dextrans of other microorganisms by the absence of side chains, 
small and homogeneous Mr and the unique ability to distinguish anti-TPO and anti-
TG from other human immunoglobulins that was proven by ELISA The possible 
role of alpha-1-6-D-glucan in the pathogenesis of human autoimmune thyroid 
diseases is discuss.
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ВОЗДЕЙСТВИЕ MYCOPLASMA PNEUMONIAE  
И CARDS-ТОКСИНА НА ЭКСПРЕССИЮ  

ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ 
РЕСПИРАТОРНОГО ЭПИТЕЛИЯ IN VITRO  

В ПРИСУТСТВИИ ПРОТЕИНА А СУРФАКТАНТА (SP-A)

С. А. КОСТЮК 1, Т. В. ГЛИНКИНА1, О. С. ПОЛУЯН 1,  
Т. В. РУДЕНКОВА1, В. В. СИМИРСКИЙ 2

1Белорусская медицинская академия последипломного образования, 
Минск, Беларусь 

2Хозрасчетное опытное производство Института биоорганической 
химии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 

s.kostiuk@mail.ru 

В ходе проведения культуральных исследований для инфицирования  
в качестве in vitro модели использовали клеточную линию карциномы легких 
человека A549. Для инфицирования клеток А549 использовали Mycoplasma 
pneumoniae ATCC 15531, выращенную в среде для микоплазм в течение  
2–3 нед. при 37 °C в увлажненной атмосфере с 5 % CO2. Подтверждение факта 
инфицирования A549 клеток M. pneumoniae посредством обнаружения ДНК 
микроорганизма проводили методом ПЦР. Установлено, что инфицирование 
А549 клеток M. pneumoniae и действие CARDS-токсина в концентрациях 0,05 
и 0,5 мкг/мл не сопровождалось экспрессией ФНО-α и ИЛ-6, тогда как присут-
ствие в среде культивирования CARDS-токсина в концентрациях 5 и 20 мкг/мл 
сопровождалось достоверным увеличением экспрессии ФНО-α, ИЛ-6, хемо-
кина RANTES, ИЛ-33 (p < 0,05). Стимуляция клеток SP-A, который способен 
взаимодействовать с CARDS-токсином, потенцирует его активирующее дей-
ствие на клетки респираторного эпителия, что сопровождается повышением 
выработки провоспалительных цитокинов ФНО-α и ИЛ-6.

Введение. Mycoplasma pneumoniae является одним из этио-
логических факторов развития внебольничной пневмонии, брон
хиальной астмы у взрослых и детей. Механизм патогенного дей-
ствия возбудителей основан на способности данного микроорга-
низма устанавливать тесный контакт с клетками респираторного 
эпителия и выделять токсичные для клеток вещества метаболи-
ческого действия. Одно из таких веществ – токсин, ассоцииро-
ванный с респираторным дистресс-синдромом (Community- 
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Acquired Respiratory Distress Syndrome Toxin, CARDS), – Myco-
plasma pneumoniae – взаимодействует с высокой степенью аф-
финности с протеином А сурфактанта (SP-A) и оказывает пря-
мое цитопатическое действие [1, 2]. 

Клетки респираторного эпителия относятся к первому уровню 
защиты при внедрении в организм M. pneumoniae. Вырабатыва-
емые ими цитокины инициируют, поддерживают и регулируют 
реакции видового иммунитета, направленные на элиминирова-
ние патогена, а также участвуют во включении в иммунную за-
щиту факторов специфического иммунитета [1]. 

Ключевыми цитокинами в инициации воспаления и бакте-
рицидных реакций являются цитокины ФНО-α и ИЛ-6, которые 
вырабатываются различными типами клеток (моноциты, макро-
фаги, лимфоциты), в том числе и эпителиальными клетками ре-
спираторного тракта. Локальная продукция данных цитокинов 
клетками респираторного эпителия играет существенную роль 
в патогенности и исходе микоплазменной инфекции, поэтому 
исследование их продукции при активирующем действии M. pneu- 
moniae и CARDS-токсина может внести существенный вклад  
в понимание механизмов воспалительных реакций, ассоцииро-
ванных с инфицированием M. pneumoniae [3]. Поскольку M. pneu- 
moniae является астма ассоциированным микроорганизмом [4], 
а действие CARDS-токсина рассматривается как действие клас-
сического аллергена [5], то представляет интерес изучение про-
дукции хемокина RANTES и цитокина ИЛ-33, которые выраба-
тываются клетками респираторного эпителия и ассоциированы 
с развитием аллергических заболеваний и астмы [6, 7]. RANTES 
вовлечен в формирование воспалительных реакций, ассоцииро-
ванных с астмой, через активацию эозинофилов и базофилов [6]. 
ИЛ-33 обладает способностью индуцировать продукцию цито-
кинов, стимулирующих Tх2 иммунный ответ, которому отво-
дится ключевая роль в возникновении и поддержании аллерги-
ческого воспаления [7].

M. pneumoniae как преимущественно внеклеточный патоген 
взаимодействует с SP-A легких. SP-A участвует в модуляции 
иммунных реакций в легких: он способствует поступлению па-
тогенов в фагоциты, стимулирует внутриклеточный лизис, огра- 
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ничивает активацию дендритных клеток и Т-клеток, эффекты 
SP-A в отношении продукции провоспалительных цитокинов 
могут быть как ингибирующие, так и стимулирующие. В иссле-
дованиях in vitro показано, что SP-A способен связывать M. pneu
moniae и оказывать бактериостатический эффект [8, 9]. Однако 
мало известно о модулирующем влиянии SP-A на продукцию 
провоспалительных цитокинов клетками альвеолярного эпи- 
телия in vitro при инфицировании M. pneumoniae и действии 
CARDS-токсина. 

Цель исследования – оценить влияние M. pneumoniae и CARDS- 
токсина на экспрессию провоспалительных цитокинов клетками 
респираторного эпителия in vitro, определить роль SP-A в про-
явлении патогенных свойств M. pneumoniae.

Материалы и методы. Культивирование клеток. In vitro 
моделью стала клеточная линия карциномы легких человека A549. 
Источник – американская коллекция типовых культур ATCC 
(CCL-185). Клетки выращивали во флаконах с поверхностью для 
роста 75 см2 в минимальной поддерживающей среде (MEM- 
Eagle, Sigma) с добавлением 10 % FBS и 1%-ного раствора анти-
биотиков пенициллин-стрептомицин (Sigma, с 10 000 ед. пени-
циллина и 10 мг стрептомицина на 1 мл 0,9 % NaCl) при 37 °C  
в увлажненной атмосфере с 5 % CO2. Когда клетки достигали 
80–90 % конфлюэнтности, их отделяли с поверхности роста пу-
тем обработки 0,25%-ным трипсином и субкультивировали.

Подготовка M. pneumoniae для инфицирования A549 кле­
ток. M. pneumoniae ATCC 15531 выращивали в среде для мико-
плазм (бульон основа с добавкой для микоплазм, «Thermo Scien-
tific», «Oxoid») в течение 2–3 нед. при 37 °C в увлажненной  
атмосфере с 5 % CO2. Когда среда меняла цвет с красного на 
желтый, рост M. pneumoniae считался подтвержденным.

Инфицирование A549 клеток M.  pneumoniae. В экспери-
ментах использовали A549 клетки пассажей 9-го – 10-го. После 
того, как клетки достигали 80–90 % конфлюэнтности в монос-
лоях, их высевали в 24-луночные планшеты в концентрации  
5 × 105 клеток на лунку и инкубировали в течение 24 ч при 37 °C  
в увлажненной атмосфере с 5 % CO2 для достижения 100 % кон-
флюэнтности. Для инфицирования A549 клеток использовались 
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суспензии M.  pneumoniae, соответствующие стандартам Мак-
Фарланда 0,5; 0,25 и 0,1 eд. Продолжительность инфицирования 
клеток составила 4 ч, затем среду с M. pneumoniae заменяли на 
среду без микроорганизма.

Инкубирование A549 клеток с CARDS-токсином. Оце- 
нивали действие рекомбинантного CARDS-токсина (rCARDS, 
«MyBioSource», США) в концентрациях 0,05, 0,5, 5 и 20 мкг на  
1 мл среды в лунке планшета с клетками. Выживаемость клеток 
при действии различных доз rCARDS-токсина оценивалась  
в тесте с трипановым синим.

Инкубирование A549 клеток с SP-A. SP-A человека был 
предоставлен доктором Аластером Уотсоном (Саутгемптонский 
университет, Англия). SP-A выделен из БАЛ пациентов с альве-
олярным протеинозом методом экстракции с бутанолом. A549 
клетки, перенесенные в 24-луночный планшет, инкубировали  
с 7 мкг SP-A в течение 30 мин при 37 °C в увлажненной атмос-
фере с 5 % CO2. Концентрация SP-A находилась в пределах фи-
зиологических значений его содержания в легких. Затем клетки 
инфицировали M. pneumoniae или добавляли rCARDS-токсин.

Через 24, 48 и 72 ч после инфицирования A549 клеток 
M. pneumoniae или инкубирования с rCARDS-токсином супер-
натанты клеточных культур собирали для оценки синтеза про-
воспалительных цитокинов методом ИФА. RLT-лизирующий 
буфер (Qiagen) добавляли в каждую лунку 24-луночных план-
шетов для лизиса клеток, последующей экстракции РНК и про-
ведения молекулярно-генетического анализа экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов.

Выделение РНК и анализ экспрессии генов цитокинов. 
Суммарную РНК экстрагировали из A549 клеток с использова-
нием набора RNeasy MiniKit («Qiagen», СШA). Количество  
и качество выделенной РНК оценивали путем измерения опти-
ческой плотности растворов РНК на длинах волн 260 и 280 нм  
с помощью спектрофотометра «NanoDrop™ Spectrophotometer» 
(«Thermo Fisher Scientific»), рассчитывали отношение абсорбций 
260/280 нм.

Равные количества РНК (330 нг) подвергались обратной 
транскрипции с использованием набора RevertAid H Minus First 
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Strand cDNA Synthesis Kit («ThermoFisher Scientific»). Аликвоты 
полученных растворов одноцепочечных кДНК в объеме 1 мкл 
(16,5 нг) использовали для проведения ПЦР в режиме реального 
времени (ПЦР РВ) с применением набора TaqMan Universal PCR 
Master Mix («Thermo Fisher Scientific») на приборе «StepOnePlus 
Real-Time PCR System» («Thermo Fisher Scientific»), итоговый 
объем ПЦР-реакции составил 10 мкл. Программа амплифика-
ции следующая: 2 мин при 50 °C, 10 мин при 95 °C, 45 циклов 
при 95 °C в течение 15 с и при 60 °C в течение 15 с. 

Относительную экспрессию генов цитокинов ФНО-α, RANTES, 
ИЛ-6 и ИЛ-33 оценивали методом сравнения CT (ΔΔCT) с исполь-
зованием GAPDH в качестве референсного гена. ПЦР РВ прово-
дилась с использованием специфических праймеров и проб для 
каждого гена: ФНО-α Hs01113624_g1 (Life Technologies), RANTES 
Hs00982282_m1 (Life Technologies), IL6  Hs00985639_m1 (Life 
Technologies), IL-33 Hs04931857_m1 (Life Technologies), GAPDH 
Hs02786624_g1 (Life Technologies).

Определение концентраций цитокинов в супернатантах 
клеточных культур. Концентрации ФНО-α, RANTES, ИЛ-6  
и ИЛ-33 (R&D Systems, Minneapolis, MN, США) определяли  
методом ИФА в соответствии с инструкциями к наборам про- 
изводителя. Чувствительность анализов составила 5,5, 6,6, 0,7  
и 1,51 пг/мл соответственно. 

Статистический анализ. Все варианты экспериментально-
го воздействия на A549 клетки были повторены трижды для 
оценки воспроизводимости результатов исследования. Стати-
стический анализ выполнялся с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 9. Медиана и интерквартильный 
размах использовались для характеристики данных. Критерий 
Манна – Уитни использовался для определения достоверности 
различий между группами. Корреляция анализировалась с ис-
пользованием метода Спирмена. Значения р < 0,05 определяли 
статистическую значимость различий между показателями групп. 

Результаты и обсуждение. Клеточная линия A549 несет 
все характерные признаки альвеолярных клеток 2-го типа и ши-
роко используется для оценки действия различных инфекцион-
ных агентов и биологически активных веществ на альвеоляр-
ный эпителий [10, 11].
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Инфицирование A549 клеток M. pneumoniae было подтверж-
дено обнаружением ДНК микроорганизма методом ПЦР в A549 
клетках через 24, 48 и 72 ч после замены среды, в контрольных 
клетках ДНК M. pneumoniae не была выявлена. Выживаемость 
A549 клеток спустя 24, 48 и 72 ч после действия CARDS-токсина 
в различных концентрациях (0,05, 0,5, 5 и 20 мкг) составила 80 % 
и выше.

При исследовании морфологии A549 клеток в экспериментах 
с M. pneumoniae и CARDS-токсином не наблюдалось признаков 
цитопатического действия, таких как округление клеток, увели-
чение в размерах ядер, вакуолизация цитоплазмы, отсутствовали 
разрывы в монослоях клеток. A549 клетки при действии выбран
ных для исследования концентраций M. pneumoniae и CARDS-
токсина сохраняли характерную для них морфологию кубиче-
ского эпителия (форма гальки) с плотными межклеточными 
контактами. По совокупности данных морфологического иссле-
дования A549 клеток и оценки их выживаемости можно сделать 
вывод об отсутствии цитопатического действия M. pneumoniae  
и CARDS-токсина при заданных условиях эксперимента, поэтому 
предложенная модель взаимодействия M. pneumoniae и CARDS-
токсина с A549 клетками использовалась для дальнейшего изу-
чения активирующего действия микроорганизма и его токсина 
на клетки альвеолярного эпителия.

Было показано, что инфицирование А549 клеток M. pneumo-
niae и действие CARDS-токсина в концентрациях 0,05 и 0,5 мкг/мл 
не сопровождались экспрессией ФНО-α и ИЛ-6. В свою очередь 
стимулирование А549 клеток CARDS-токсином в концентра- 
циях 5 и 20 мкг/мл приводило к увеличению экспрессии ФНО-α 
в сравнении с контрольными клетками во всех временных про-
межутках с максимумом через 24 ч после активации клеток 
CARDS-токсином (табл. 1).

При стимулировании клеток токсином в дозах 5 и 20 мкг/мл 
SP-A не оказывал протективного эффекта, выражающегося в сни
жении продукции ФНО-α и ИЛ-6. Напротив, экспрессия данных 
цитокинов в условиях предварительной инкубации клеток с SP-A 
с последующим добавлением токсина была значительно выше, 
чем при отсутствии белка (табл. 1). Можно сделать вывод, что 
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SP-A, который способен взаимодействовать с CARDS-токсином, 
потенцирует его активирующее действие на клетки респиратор-
ного эпителия, что сопровождается повышением выработки 
провоспалительных цитокинов ФНО-α и ИЛ-6.

Наиболее чувствительным маркером инфицирования M. pneu
moniae и действия CARDS-токсина на А549 клетки стал хемо-
кин RANTES. Экспрессия гена RANTES и продукция белка 
повышались при действии патогена и его токсина. Уровни RANTES 
положительно коррелировали с концентрацией M. pneumoniae 
во временном промежутке 24 ч после инфицирования и с дозами 
токсина (r = 0,738–0,963; р < 0,05). 

Предварительное добавление SP-A в среду культивирования 
клеток сопровождалось значимым снижением экспрессии RANTES 
через 24 ч после инфицирования M. pneumoniae, действие CARDS- 
токсина сопровождалось увеличением экспрессии RANTES 
(табл. 2). 

Основные изменения в экспрессии гена и продукции ИЛ-33 
наблюдались через 48 ч после инфицирования M. pneumoniae  
и действия CARDS-токсина. Выход ИЛ-33 в клеточные суперна-
танты составил: 10,5 [9,75; 13,75], 24,4 [22,2; 30,0] и 60,0 [56,8; 
61,35] пг/мл при инфицировании M. pneumoniae в концентраци-
ях 0,1, 0,25 и 0,5 ед. МакФарланда, 18,5 [15,5; 21,0], 34,6 [31,25; 

Т а б л и ц а  1.  Экспрессия (2-ΔΔСt) ФНО-α и ИЛ-6 А549 клетками  
при действии CARDS- токсина, Me [Q25; Q75]

Условие эксперимента 24 ч 48 ч 72 ч

ФНО-α
CARDS 5 2,5 [2,4; 2,8] 2,2 [1,85; 2,5] 1,4 [1,3; 1,6]
SP-A+CARDS 5 5,8* [5,6; 6,55] 4,8* [4,95; 4,7] 4,8* [4,15; 4,95]
CARDS 20 6,6 [6,0; 6,9] 4,7 [4,05; 5,0] 3,9 [3,0; 4,15]
SP-A+CARDS 20 41,5* [39,55; 42,0] 31,6* [27,4; 32,9] 29,8* [27,05; 30,0]

ИЛ-6
CARDS 5 2,3 [1,95; 2,85] 5,3 [5,05; 5,85] 2,2 [1,85; 2,6]
SP-A+CARDS 5 5,2* [4,7; 5,75] 9,1* [8,85; 9,55] 6,6* [6,55; 7,25]
CARDS 20 6,1 [5,9; 6,25] 10,1 [9,9; 10,9] 6,3 [5,9; 6,9]
SP-A+CARDS 20 16,5* [14,45; 17,05] 35,0* [33,25; 37,8] 10,3* [9,6; 11,2]

* Различия значимы с уровнем значимости р < 0,05.
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40,1], 68,0 [60,0; 76,5] и 105,4 [90,45; 129,7] пг/мл при действии 
CARDS-токсина в концентрациях 0,05, 0,5, 5 и 20 мкг/мл соот-
ветственно. Концентрации ИЛ-33 положительно коррелировали 
с концентрациями M. pneumoniae и CARDS-токсина (r = 0,949–
0,963; р < 0,05). 

После инкубации А549 клеток с SP-A и последующего сти-
мулирующего действия M. pneumoniae и CARDS-токсина выход 
ИЛ-33 в среду культивирования был значительно снижен в срав-
нении с экспериментами без преинкубации клеток с SP-A: 4,2 
[3,95; 5,0], 8,6 [6,25; 8,65] и 17,6 [15,9; 19,85] пг/мл при инфициро-
вании M. pneumonia в концентрациях 0,1, 0,25 и 0,5 ед. МакФар-
ланда, 9,7 [8,15; 10,25], 17,7 [16,2; 21,95], 23,8 [16,15; 30,9] и 56,0 
[55,5; 62,2] пг/мл при действии CARDS-токсина в концентраци-
ях 0,05, 0,5, 5 и 20 мкг/мл соответственно. 

Выводы. А549 клетки реагируют на инфицирование M. pneu-
moniae и действие CARDS-токсина выработкой цитокинов, ко-
торые принимают участие в регуляции воспаления и иммунного 
ответа. Спектр и динамика выработки цитокинов в параллель-

Т а б л и ц а  2.  Экспрессия (2-ΔΔСt) RANTES А549 клетками  
в экспериментах с M. pneumoniae и CARDS токсином, Me [Q25; Q75]

Условие эксперимента 24 ч 48 ч 72 ч

Mp 0,1 ед. 1,5 [1,3; 2,8] 2,7 [2,2; 4,5] 2,1 [1,75; 3,25]
SP-A+Mp 0,1 ед. 0,2* [0,15; 0,3] 2,8 [2,35; 3,0] 1,8 [1,45; 2,05]
Mp 0,25 ед. 2,2 [1,75; 3,55] 3,2 [2,5; 3,8] 6,8 [3,85; 8]
SP-A+Mp 0,25 ед. 0,4* [0,35; 0,5] 5,7 [3,8; 6,7] 3,3 [2,8; 3,75]
Mp 0,5 ед. 10,3 [9,35; 11,65] 5,2 [4,95; 7,4] 5,4 [4,25; 8,9]
SP-A+Mp 0,5 ед. 0,3* [0,25; 0,4] 3,9 [3,4; 6,15] 6,3 [4,45; 6,6]
CARDS 0,05 6,4 [4,5; 7,7] 1,4 [1,15; 4,2] 2,2 [1,8; 2,55]
SP-A+CARDS 0,05 15,3* [12,85; 18,85] 7,3 [5,05; 10,6] 3,5 [2,85; 4,65]
CARDS 0,5 8,5 [6,6; 10,45] 3,7 [2,9; 6,2] 4,9 [3,8; 5,1]
SP-A+CARDS 0,5 35,4* [29,85; 38,8] 17,4 [10,3; 20,3] 6,4 [5,85; 12,9]
CARDS 5 22,5 [18,95; 24,25] 10,7 [9,75; 12,15] 7,7 [6,8; 8,65]
SP-A+CARDS 5 68,4* [62,55; 71,85] 47,3* [35,95; 51,65] 25,2* [23,9; 33,35]
CARDS 20 53,7 [49,25; 56,35] 32,6 [30,9; 36,95] 16,8 [15,55; 20,15]
SP-A+CARDS 20 164,8* [149,15; 185,55] 143,6* [96,6; 228,9] 57,2* [49,25; 86,25]

* Различия значимы с уровнем значимости р < 0,05.
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ных экспериментах с M. pneumoniae и CARDS отличались, что 
может свидетельствовать о том, что для реализации патогенно-
го потенциала M. pneumoniae значимо не только присутствие 
жизнеспособного патогена, но и выделение в биотоп инфициро-
вания основного фактора патогенности M. pneumoniae – CARDS-
токсина. 

Действие CARDS-токсина оказывало наиболее существен-
ное активирующее влияние в отношении продукции провоспа-
лительных цитокинов А549 клетками. Присутствие в среде куль
тивирования CARDS-токсина в концентрациях 5 и 20 мкг/мл 
сопровождалось увеличением экспрессии ФНО-α, ИЛ-6, хемо-
кина RANTES, ИЛ-33 (p < 0,05). M. pneumoniae в отсутствии 
CARDS-токсина не была способна индуцировать выработку А549 
клетками таких провоспалительных цитокинов, как ФНО-α, ИЛ-
6, при этом действие патогена сопровождалось повышенной экс-
прессией RANTES, ИЛ-33 (p < 0,05). 

Добавление в среду культивирования SP-A, выполняющего 
роль адъюванта местного иммунитета в легких, и последующее 
инфицирование M. pneumoniae приводило к значительному сни-
жению экспрессии хемокина RANTES через 24 ч. Действие 
CARDS-токсина в условиях преинкубирования А549 клеток  
с SP-A сопровождалось повышением экспрессии цитокинов ФНО-α, 
ИЛ-6, в то время как продукция ИЛ-33 снижалась (p < 0,05). 
Действие M. pneumonia в присутствии SP-A также сопровожда-
лось значительным снижением продукции ИЛ-33. Эффект SP-A 
в отношении ограничения продукции ИЛ-33 при микоплазменной 
инфекции может быть существенным в снижении риска формиро-
вания аллергического ответа при инфицировании M. pneumoniae. 

Исследование проведено при организационно-методической 
поддержке профессора Марека Л. Ковальского, д. м. н., заведую-
щего кафедрой иммунологии, ревматологии и аллергологии Ме-
дицинского университета г. Лодзь (Польша).
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For culture studies human lung carcinoma cell line A549 was used as an in vi-
tro model for infection. For A549 cells infection Mycoplasma pneumoniae ATCC 
15531, grown in mycoplasma medium for 2–3 weeks at 37 °C in a humidified atmo-
sphere with 5 % CO2 was used. Confirmation of M. pneumoniae A549 cells  
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infecting by microorganism DNA detection was performed by PCR. A549 cells  
M. pneumoniae infection and the effect of CARDS-toxin in concentrations of 0,05 
and 0,5 μg/ml were not accompanied by the expression of TNF-α and IL-6, whereas 
the presence of CARDS-toxin in concentrations of 5 and 20 µg/ml was accompanied 
by a significant increase in the expression of TNF-α, IL-6, RANTES chemokine, 
IL-33 (p < 0.05). SP-A cells stimulation, which is able to interact with CARDS-tox-
in, potentiates its activating effect on the cells of the respiratory epithelium, which 
is accompanied by an increase in the production of pro-inflammatory cytokines 
TNF-α and IL-6.
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Использование методов  
микрокапсулирования микроорганизмов  

в биотехнологии производства  
пробиотических препаратов

О. В. МАКАРЕВИЧ, И. И. ГАПОНОВА, В. А. ЩЕТКО,  
Л. В. РОМАНОВА

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
microbio@mbio.bas-net.by

Полезные свойства пробиотических бактерий обуславливают широкое 
использование лечебно-профилактических препаратов на их основе. Однако 
жизнеспособность и физиолого-биохимическая активность микроорганизмов 
значительно снижается под влиянием ряда факторов. Одним из эффективных 
способов повышения стабильности свойств пробиотических микроорганиз-
мов является микрокапсулирование (инкапсуляция). В обзоре рассматрива-
ются распространенные методологические подходы инкапсуляции пробиоти-
ков, их основные достоинства и недостатки, а также представлены данные 
исследований по теме микрокапсулирования.

Проблема снижения жизнеспособности пробиотических ми-
кроорганизмов в процессе производства, хранения и использо-
вания обуславливает интерес к получению пробиотических 
продуктов в инкапсулированной форме. Пробиотические микро-
организмы в целом и некоторые штаммы в частности имеют 
низкую устойчивость к различным условиям окружающей среды, 
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таким как высокая кислотность, температурные шоки, освеще-
ние, молекулярный кислород, желудочный и кишечный соки. 

Эффективность лечебно-профилактических свойств пробио-
тических микроорганизмов коррелирует с количеством жизне-
способных бактерий, поступивших в кишечную среду [1].

Во многих странах были разработаны стандарты количества 
пробиотических бактерий в ферментированных продуктах. Ос-
новным из них является минимальная биологическая ценность 
(MBV) – минимальное количество пробиотических клеток (КОЕ/г) 
в продукте в момент потребления, которое необходимо для до-
стижения фармацевтических (профилактических или терапев-
тических) эффектов [2].

Минимальное содержание микроорганизмов в пробиотиче-
ских продуктах, по данным различных исследований, должно 
составлять 106–107 КОЕ/г; согласно рекомендации Международ-
ной федерации молочной промышленности (IDF) – 107 КОЕ/г до 
окончания срока годности [3]. В Республике Беларусь нормы со-
держания пробиотических микроорганизмов в продуктах, в со-
ответствии с постановлением Министерства здравоохранения, 
составляют 106 КОЕ/г для бифидобактерий и 107 КОЕ/г для мо-
лочнокислых микроорганизмов.

Однако исследования демонстрируют значительное сниже-
ние жизнеспособности пробиотических микроорганизмов в ус-
ловиях желудочно-кишечного тракта. Эксперимент И. Ю. Чиче-
рина показал, что за время инкубирования бифидо- и лактобак-
терий в желудочном соке и дуоденальном содержимом, равном 
среднему времени пребывания смешанной пищи в пищевари-
тельном тракте, происходит значительное сокращение количества 
жизнеспособных пробиотических микроорганизмов, вплоть до 
единичных клеток в случае бифидобактерий. Кислотность же-
лудочного сока относится к числу критических факторов, нега-
тивно влияющих на жизнеспособность пробиотических микро-
организмов [4].

При пероральном приеме и прохождении микроорганизмов 
через верхние отделы ЖКТ (желудок, двенадцатиперстная киш-
ка) происходит инактивация клеток. Отмечена невысокая выжи-
ваемость и потеря биологических свойств микроорганизмов при 
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изготовлении пробиотических препаратов, а также при длитель-
ном хранении, что ведет к снижению эффективности лечебно-
профилактических процедур [5].

Одним из эффективных методов, позволяющих защитить 
микроорганизмы в процессе производства, при прохождении 
через желудочно-кишечный тракт, а также при хранении явля-
ется инкапсуляция (микрокапсулирование). Данный метод при-
меняется в различных областях деятельности, в том числе явля-
ется перспективным направлением создания новых препаратив-
ных форм в биотехнологии. Инкапсуляция (англ. encapsulation, 
от лат. in capsula) подразумевает заключение мелких частиц твер
дого тела, их агрегатов (гранул) или капель жидкости в тонкую 
достаточно прочную оболочку или в матрицу с различными за-
данными свойствами: проницаемостью, температурой плавле-
ния, растворимостью в различных средах. В фармацевтической 
промышленности различают процессы инкапсуляции в желати-
новые капсулы больших размеров (0,5–1,5 см) и процессы ми-
крокапсуляции (микрокапсулирования), которые позволяют по-
лучать капсулы размером 101–104 см [6].

Чаще всего применяют капсулы в масштабе микрометра 
(микрокапсуляция), частицы размером < 1 мкм называют нано-
капсулами (нанокапсуляция), также инкапсулируют вещества  
в миллиметровом масштабе [9, 10]. 

Среди факторов, влияющих на высвобождение капсулируе-
мого вещества из оболочек, можно выделить следующие: изме-
нение pH, механическое разрушение, нагревание, ферментатив-
ную деструкцию, изменение осмотического давления, диффу-
зию капсулируемого вещества через стенку микрокапсулы при 
ее набухании в окружающей жидкости, наличие определенных 
химических компонентов [7].

В области биотехнологии процесс микрокапсулирования 
(инкапсуляции) можно определить как процесс изоляции про-
биотических микроорганизмов от окружающей среды полупро-
ницаемым полимером с возможностью их контролируемого 
высвобождения в кишечнике в определенное время при опреде-
ленных условиях [8].
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Инкапсулированное вещество обычно называют основным 
материалом, активным агентом, наполнителем, внутренней фа-
зой или фазой полезной нагрузки. Вещество, используемое для 
инкапсуляции, называется покрывающей мембраной, оболоч-
кой, материалом носителя или стенки, внешней фазой или ма-
трицей. 

Материал оболочки, применяемый для получения пробиоти-
ческого продукта, должен быть пищевого качества, а также об-
ладать способностью образовывать барьер между наполнителем 
и окружающей средой [11].

В качестве оболочки для капсулирования пробиотических 
клеток используются различные биополимеры и дополнитель-
ные вещества. Типичными материалами, используемыми для 
микрокапсулирования бактерий, являются альгинат натрия, кар
рагинан, желатин, хитозан, ацетат-фталат целлюлоза [12], ман-
нитол, казеинат натрия, фруктоолигосахариды, D-глюкоза, гли-
церин, концентрат сывороточного белка, обезжиренное молоко, 
мальтодекстрин, изолят соевого белка, масло канолы [13], паль-
мовое масло, камедь акации, камедь рожкового дерева, крахмал, 
масло какао, шеллак, инулин, фосфолипиды, цикорий, ксанта-
новая камедь [14]. Если в процесс инкапсуляции включен этап 
замораживания, применяются дополнительные вещества для 
сохранения жизнеспособности клеток – криопротекторы [11].

Выбор капсулирующего вещества зависит от метода инкап
суляции, видов микроорганизмов и способа хранения продукта.

 Выделяют различные типы капсул: резервуарный, матрич-
ный и матричный с дополнительным покрытием (рис. 1) [11]. 
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Рис. 1. Типы капсул: резервуарный (а), матричный (б) и матричный с дополнительным 
покрытием (в) [11]  
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Рис. 1. Типы капсул: резервуарный (а), матричный (б) и матричный с допол-

нительным покрытием (в) 
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Резервуарный тип капсулы состоит из покрытого оболочкой 
наполнителя, матричный – из наполнителя, рассеянного в среде 
капсулирующего вещества. Их сочетание дает третий тип капсу-
лы, в которой вещество, включенное в матрицу, покрыто допол-
нительным слоем [10].

Наиболее распространенными методами микрокапсулирова-
ния пробиотиков являются экструзия, эмульсионная и распыли-
тельная сушка [15]. Кроме того, используются и другие методы 
и технологии: коацервация, изготовление липосом, покрытие на
пылением, распыление-охлаждение, сублимационная сушка [14]. 

Экструзионный метод – один из первых методов, приме-
ненных для получения микрокапсул пробиотика (рис. 2, а). Он 
может быть реализован различными способами: капельным (под 
действием силы тяжести), вибрационным (для распада струи), 
электростатического потенциала и др. [14].

Примером капельного способа получения капсул является 
смешивание полимера (альгината) с пробиотическими микроор-
ганизмами. Полученная смесь продавливается через экструдер, 
далее диспергируется в отвердевающем растворе (хлорид каль-
ция), снижающем растворимость полимера. Альгинат пред- 
ставляет собой линейный гетерополисахарид β-D-маннуровой  
и α-L-гулуроновой кислот, экстрагируемых из различных ви- 
дов водорослей. Механизм формирования микрокапсул состоит 
в «сшивании» ионными связями при взаимодействии Ca2+ (обыч-
но Ca2+ в форме CaCl2) с α-L-гулуроновой кислотой.

 Инкапсуляция по экструзионной технологии не предполага-
ет использование вредных растворителей, подходит для аэроб-
ных и анаэробных микроорганизмов, не наносит вреда пробио-
тическим клеткам и сохраняет их высокую жизнеспособность. 
Данный метод является популярным благодаря его простоте, 
низкой стоимости и мягким условиям изготовления [16]. Недо-
статок заключается в необходимости использования дополни-
тельных этапов для получения конечного сухого продукта,  
а также большой размер микрокапсул. Сдерживающим факто-
ром применения метода при крупносерийном производстве яв-
ляется медленная скорость образования микрокапсул по сравне-
нию с эмульсионным методом [14].
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Примером использования экструзионного метода является 
разработка канадских ученых Хан и соавторов. Инкапсулированы 
кислоточувствительные пробиотические бактерии Bifidobacte
rium adolescentis в капсулы, состоящие из белков нута, чечеви-
цы или гороха и альгината. Капсулы были получены путем экс-
трузии. Раствор биополимера-пробиотика продавливали через 
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технологии – коацервацию, изготовление липосом, покрытие напылением, 

распыление-охлаждение, сублимационную сушку [14].  

Экструзионный метод – один из первых методов, примененных для 

получения микрокапсул пробиотика (рис. 2, а). Метод может быть реализован 

различными способами: капельным (под действием силы тяжести), 
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                                                           (а)                                      (б) 

                                              а                                               б
Рис. 2 Схема микрокапсулирования бактерий методами экструзии (а)  

и эмульсии (б) [15–16]
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иглу и далее «сшивали» хлористым кальцием. Исследование  
титра клеток микроорганизмов показало значительное преиму-
щество в сроках хранения микрокапсулированных клеток по 
сравнению с некапсулированными. Кроме того, микрокапсулиро-
ванные клетки были устойчивы при воздействии на них искус-
ственного желудочного сока [17].

Сяо Ян Ли и коллеги микрокапсулировали бактерии Lactoba
cillus casei экструзионным методом. В качестве оболочки капсу-
лы был использован альгинат и желатин, капсулы высушены 
при 4 ºС. Результаты хранения показали лучшую выживаемость 
капсулированных клеток по сравнению с клетками, высушен-
ными сублимационно, причем степень сохранности зависела от 
соотношения альгината и желатина, а также от времени обра-
ботки капсул хлоридом кальция [18].

Метод эмульгирования (рис. 2, б). Принцип данного метода 
основан на дисперсии между двумя нерастворимыми друг в дру
ге фазами, где одна из жидкостей распределена в форме мельчай-
ших капель (дисперсная фаза) в другой (непрерывная фаза) [19]. 

Небольшой объем суспензии клеточного полимера (преры-
вистой фазы) добавляют к большому объему растительного мас-
ла (непрерывной фазы), такого как соевое масло, подсолнечное, 
канолы или кукурузное. Смесь гомогенизируют с образованием 
эмульсии вода в масле. Далее водорастворимый полимер «сши-
вается» с образованием мельчайших частиц геля в масляной 
фазе. Чем меньше размер частиц внутренней фазы эмульсии, 
тем меньше конечные микрокапсулы. Капсулы собирают путем 
мембранной фильтрации [16]. 

Метод эмульгирования, в отличие от экструзионного, легко 
масштабируется, однако требует больших затрат из-за использо-
вания растительного масла для образования эмульсии. Плюсы 
эмульсионной технологии заключаются в легкости метода и вы-
сокой выживаемости микроорганизмов. Размер микрокапсул, 
сформированных данным методом, меньше, чем капсул, произ-
веденных методом экструзии. Размер капсул, полученных мето-
дом экструзии, зависит, главным образом, от размера используе-
мой иглы (капельный способ), а размер капсул, сформирован-
ных эмульсионным методом, – от скорости перемешивания  
и типа используемого эмульсора [16].
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Пример получения микрокапсулированных форм живых ми-
кроорганизмов методом эмульгирования отражен в российском 
патенте [20]. Способ заключается в использовании сополимера 
акриловой и метакриловой кислот. Предварительно лиофилизи-
рованную культуру микроорганизмов диспергируют в водной 
суспензии сополимера. Полученную суспензию впрыскивают  
в жидкий сверхлегкий парафин или минеральные масла либо  
в легкие растительные масла, содержащие 0,1–0,5 % стеарата 
алюминия и 3–7 % ПЭГ  400, гомогенизируют до образования 
эмульсии с частицами желаемого размера и оставляют при по-
стоянном нагревании и перемешивании в режиме 100–300 об/мин до 
формирования микрокапсул. Количество жизнеспособных микро- 
организмов на одну микрокапсулу составляет не менее 103.

Метод распылительной сушки широко используется для 
инкапсуляции в пищевой промышленности благодаря возмож-
ности непрерывного производства (рис. 3) [16]. 

Процесс включает распыление эмульсии или суспензии про-
биотиков и материала-носителя в распылительном сушильном 
шкафу, что приводит к быстрому испарению воды. Капсулы по-
лучают в виде сухого порошка. Преимущества распылительной 
сушки проявляются в быстроте и относительно низкой стоимости 
процесса. Метод имеет высокую воспроизводимость и подходит 
для промышленного использования. Одним из недостатков рас-
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пылительной сушки является то, что высокая температура при-
водит к гибели микроорганизмов. Для защиты клеток бактерий 
необходимо применять термозащитные вещества, добавляя их  
в суспензию (эмульсию) перед сушкой. Таким веществом может 
служить крахмал, трегалоза и др.

В качестве носителей могут использоваться как полисахари-
ды, так и белки (обезжиренное молоко, желатин, растворимый 
крахмал и гуммиарабик) [16]. 

Распылительная сушка была применена для инкапсуляции 
Lactobacillus paracasei с использованием в качестве носителя 
гуммиарабика (камеди акации) и восстановленного обезжирен-
ного молока. Жизнеспособность L.  paracasei в составе капсул, 
изготовленных в диапазоне 95–105 °C, оказалась более высокой, 
чем свободных клеток в тех же условиях [19].

Сублимационная сушка (лиофилизация) часто использу-
ется как дополнительный этап в микрокапсулировании в каче-
стве предшествующей стадии [20] либо после капсулирования 
для дополнительного обезвоживания капсул. Лиофилизация яв-
ляется дорогостоящей технологией.

Дан Ян Ин и коллеги исследовали сушку L. rhamnosus с полу-
чением микрокапсул путем распылительной и сублимационной 
сушки. Клетки помещали в эмульсию, содержащую изолят сы-
вороточного белка и крахмал маиса, и сушили различными спо-
собами для получения микрокапсул. Показано, что высушенные 
распылением микрокапсулы представляют собой мелкие сфери-
ческие частицы, а высушенные сублимацией микрокапсулы – 
более крупные несферические. При исследовании начального 
титра клеток отсутствовала разница в потере жизнеспособности 
между двумя методами. При хранении при 25 ºС выживаемость 
микроорганизмов, высушенных распылением, была выше по срав
нению с капсулами, полученными сублимационной сушкой [21]. 

В российском патенте [5] отображено изобретение комплекс-
ного пробиотического препарата, включающего клетки пробио-
тических лактобактерий (L. plantarum, L. fermentum, L. acidophilus, 
L. casei) или бифидобактерий (Bifidobacterium bifidum, B. longum) 
или их смеси, а также полимерную добавку (картофельный 
крахмал и др.), помещенные в кишечнорастворимую капсулу. 



Биотехнологии для медицины и промышленности	 483

Суспензию клеток L. plantarum смешивают с раствором полиса-
харидного компонента, замораживают и высушивают лиофильно. 
Сухую субстанцию, содержащую клетки и полимерное связую-
щее в соотношении 109 клеток на 0,25 г полисахарида, порциями 
по 0,04 г фасуют в кишечнорастворимые капсулы, которые уку-
поривают и хранят при температуре 4–6 °С. Кишечнораствори-
мая капсула, устойчивая к действию желудочного сока, обеспе-
чивает сохранение жизнеспособности бактерий при прохожде-
нии через верхние отделы ЖКТ [5].

Предложен способ получения микрокапсул, содержащих 
живые микроорганизмы, на основе поливинилпирролидона. Ли-
офилизированную культуру микроорганизмов диспергируют 
при перемешивании в 30–50%-ном водном растворе поливинил-
пирролидона в соотношении 1:10 – 1:15 по массе до образования 
устойчивой взвеси, добавляют 10–30%-ный водный раствор 
таннина, смесь перемешивают до формирования микрокапсул. 
Число жизнеспособных лактобактерий в одном грамме микро-
капсул составляет не менее 3,4 × 104 [23].

В литературе также упоминается метод распыления-охлаж­
дения как способ микрокапсулирования пробиотиков. Суть  
метода заключается в том, что микроорганизмы диспергируют  
в расплавленном материале-носителе (обычно это жиры: масло 
какао, пальмовое масло). Нагнетаемый в камеру холодный воз-
дух обеспечивает отверждение микрокапсул. Микрокапсулы, 
полученные таким способом, чаще всего гидрофильны. Преи-
муществами данной методики являются хорошая высыхаемость 
капсул и применимость для термочувствительных микроорга-
низмов. Недостатки: высокая стоимость, повреждение клеток 
при неправильном подборе криопротектора. 

Педросо и соавторы исследовали инкапсуляцию клеток 
Bifidobacterium animalis и Lactobacillus acidophilus в какао-масле 
по технологии распылительного охлаждения. В работе оценива-
ли выживаемость микроорганизмов, их резистентность к моде-
лируемым условиям желудочного и кишечного соков, стабиль-
ность бактерий в течение 90 сут хранения. Установлено, что ус-
ловия процесса изготовления не повлияли на жизнеспособность 
клеток бактерий. К желудочно-кишечным сокам были устойчи-
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вы как некапсулированные, так и инкапсулированные клетки  
B. animalis, тогда как инкапсулированные клетки L. acidophilus 
проявили большую устойчивость к желудочному и кишечному 
сокам, чем некапсулированные. При хранении в течение 90 сут 
при температуре 7 °C количество жизнеспособных Lactobacillus 
acidophilus резко уменьшилось до 20 % в отличие от Bifido
bacterium animalis, где процент выживших клеток – 72 %. При 
хранении микрокапсул при –18 ºС микроорганизмы не потеряли 
жизнеспособность в течение 90 сут [24]. 

Для промышленного применения данной технологии необ-
ходим подбор штаммов, адаптированных к условиям получения 
продукта.

Покрытие напылением (гранулирование) предполагает фор
мирование равномерного слоя на твердых частицах. Пробиоти-
ческие бактерии находятся в движении в камере, в то время как 
над ними распыляется покрытие [14]. 

Шелл и соавторы исследовали процесс микрокапсулирова-
ния L. reuteri со сладкой сывороткой и пищевым шеллаком с по-
мощью двухступенчатого гранулирования в псевдоожиженном 
слое. Для повышения выживаемости в условиях желудочно-ки-
шечного тракта L. reuteri покрывали слоем сладкой сыворотки  
с различными термозащитными веществами при 50 °C с после-
дующим покрытием водным раствором шеллака. Титр микро
организмов после хранения в течение 28 дн. при 4 °C оставался 
равным для бактерий с покрытием и без покрытия. После инку-
бации в условиях желудочной и кишечной кислот выживаемость 
капсулированных клеток L. reuteri составила 76,74 ± 24,36, сво-
бодных – 17,74 ± 10,51 % (P = 0,0388) [25]. 

Изготовление липосом. Липосома представляет собой сфе-
рический бислой, состоящий из фосфолипидов, подобных кле-
точным мембранам. Гидрофильные молекулы помещены в водо-
растворимую внутреннюю часть липосомы, а гидрофобные –  
в верхний маслоподобный слой. Особенность и отличие метода 
изготовления липосом заключается в использовании одной кап
сулы для доставки гидрофильных и гидрофобных активных ин-
гредиентов, т. е. несколько компонентов различного назначения 
и направленности действия. Метод является высокоэффективным, 
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простым в производстве, увеличивает время хранения и ста-
бильность инкапсулированных веществ, однако требует боль- 
ших денежных затрат. В настоящее время метод используется  
в фармацевтической промышленности и является перспектив-
ным для изготовления пробиотических препаратов [14]. 

Метод коацервации (рис. 4) [27] предполагает использова-
ние нескольких гидроколлоидных систем с применением ве-
ществ: камеди акации, желатина, каррагинана, хитозана, про- 
теина сои или карбоксиметилцеллюлозы. Часто используются 
сшивающие вещества, такие как глутаральдегид или ферменты. 
Коацервация позволяет получать микрокапсулы разных разме-
ров с различными свойствами пленок (толщиной, пористостью, 
эластичностью и др.). Получая микрокапсулы данным методом, 
пробиотические препараты диспергируют в растворе или рас-
плаве гидроколлоида-пленкообразователя. При простой коацер-
вации используют один гидроколлоид, при сложной – несколь-
ко, далее применяют осаждение нерастворителем. При измене-
нии какого-либо параметра дисперсной системы (температуры, 
состава, значения рН) добиваются образования коацерватов во-
круг частиц диспергируемого вещества. Коацервация является 
довольно дорогостоящей технологией [26]. 

Л. А. Боснеа использовал метод сложной коацервации для 
получения микрокапсул с пробиотиками. Штаммы Lactobacil
lus paracasei и Lactobacillus paraplantarum были микрокапсули-
рованы с использованием растворов сывороточного белкового 
изолята и гуммиарабика, смешанных в соотношении 2:1 по массе. 
Оценивалась жизнеспособность бактериальных клеток в про-
цессе обработки (температура, высокие концентрации солей),  
в имитируемых условиях желудочно-кишечного тракта (высо-
кие кислотность и концентрация желчи) и при хранении. Попа-
дание лактобактерий в сложную коацерватную структуру повы-
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используются сшивающие вещества, такие как глутаральдегид или ферменты. 

Коацервация позволяет получать микрокапсулы разных размеров с различными 

свойствами пленок (толщиной, пористостью, эластичностью и др.). Получая 

микрокапсулы данным методом, пробиотические препараты диспергируют в 

растворе или расплаве гидроколлоида-пленкообразователя. При простой 

коацервации используют один гидроколлоид, при сложной – несколько, далее 

применяют осаждение нерастворителем. При изменении какого-либо параметра 

дисперсной системы (температуры, состава, значения рН) добиваются 

образования коацерватов вокруг частиц диспергируемого вещества. 

Коацервация является довольно дорогостоящей технологией [26].  

 
Рис. 4. Схема коацервации [27] 

 
Bosnea L.A. использовали метод сложной коацервации для получения 

микрокапсул с пробиотиками. Штаммы lactobacillus paracasei и 

lactobacillus paraplantarum были микрокапсулированы с использованием 

растворов сывороточного белкового изолята и гуммиарабика, смешанных в 

Рис. 4. Схема коацервации
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шает их жизнеспособность при воздействии высокой кислотно-
сти среды (рН 2,0). Оба инкапсулированных штамма сохранили 
высокую жизнеспособность в моделируемом желудочном соке 
(> 73 %), особенно по сравнению с неинкапсулированными (сво-
бодными) клетками (< 19 %). Более того, после 60 дней хранения 
при рН 4,0 жизнеспособность микрокапсулированных клеток 
составила более 86 %, что свидетельствует об улучшении защи-
ты по сравнению со свободными клетками (< 59 %). Коацерват-
ные капсулы растворялись при рН 7,0 (в кишечной среде), высво-
бождая микробные клетки (целевая система доставки) [28]. 

Перечисленные методы микрокапсулирования пробиотиче-
ских микроорганизмов используются как самостоятельно, так  
и в комплексе с другими методами и дополнительными этапами. 

Заключение. Инкапсуляция пробиотических микроорганиз-
мов позволяет сохранить их жизнеспособность и физиолого-био-
химическую активность как во время процесса производства  
и хранения, так и при прохождении через желудочно-кишечный 
тракт, что имеет решающее значение для эффективного действия 
пробиотических препаратов. В настоящее время разработано не
сколько эффективных методов для получения пробиотических 
микрокапсул. Однако каждый из них имеет свою специфику, до-
стоинства и недостатки. При выборе метода должны учитывать-
ся свойства штамма, желаемый размер микрокапсул, затраты на 
изготовление и сферы применения конечного продукта. 
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The beneficial properties of probiotic bacteria cause the widespread use of 
therapeutic and prophylactic drugs based on them. However, the viability and 
physiological and biochemical activity of microorganisms is significantly reduced 
under the influence of a number of factors. One of the effective ways to increase the 
stability of the properties of probiotic microorganisms is microencapsulation 
(encapsulation). The review examines common methodological approaches to the 
encapsulation of probiotics, their main advantages and disadvantages, and also 
presents research data on the topic of microencapsulation.
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ЭКСПРЕССИЯ АНТИМИКРОБНЫХ ПЕПТИДОВ  
ЛЯГУШКИ СОВМЕСТНО  

С УГЛЕВОД-СВЯЗЫВАЮЩИМ МОДУЛЕМ  
ТЕРМОФИЛЬНЫХ БАКТЕРИЙ  

В КЛЕТКАХ ESCHERICHIA COLI

Н. В. САУТКИНА, А. А. НАГОРНАЯ,  
А. В. БУСЛЕНКО, В. А. ПРОКУЛЕВИЧ

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
sovgirnv@gmail.com

Гены, кодирующие антимикробный пептид эскулентин-1b и его N-кон
цевой фрагмент эскулентин-b(1–20), были амплифицированы и клонированы 
в составе вектора pET-24b(+) в клетках E.  coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL. 
Индукция экспрессии генов не приводила к накоплению исследуемых пепти-
дов в детектируемых количествах, но оказывала выраженный бактериостати-
ческий эффект на культуру клеток-продуцентов. Для решения этой проблемы 
в качестве фьюжн-партнера пептидов использовали углевод-связывающий 
модуль CBM9-2 термофильных бактерий Thermotoga maritima (CBMТ). В ре-
зультате индукции экспрессии соответствующих гибридных генов бактерио-
статический эффект в отношении клеток E. coli не выявился, а фьюжн-белки 
CBMT / эскулентин-1b и CBMT / эскулентин-b(1–20) накапливались бактери-
ями в растворимой форме. Использование афинной хроматографии с после-
дующей гель-фильтрацией позволило получить препараты фьюжн-белков 
CBMT / эскулентин-1b и CBMT / эскулентин-b(1–20) со степенью чистоты бо-
лее 90  %.

Введение. Антимикробные пептиды (АМП) характеризуют-
ся токсичностью по отношению к микроорганизмам и раковым 
клеткам, что дает основание рассматривать их как альтернативу 
антибиотикам, а также в качестве противовирусных, противо- 
опухолевых препаратов и иммуномодуляторов [1, 2]. 

Особый интерес в связи с широким спектром антимикроб-
ной активности представляет пептид эскулентин-1b, впервые 
выделенный Simmaco M. и сотрудниками из кожных секретов 
лягушки Rana esculenta L., 1758 [3]. Рекомбинантный пептид 
эскулентин-1b экспрессируется в бактериях Escherichia сoli в со-
ставе фьюжн-белков, в которых его партнерами выступают  
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катионные белки, но при этом пептид проявляет токсичность  
в отношении клеток штамма-продуцента [4–6], что не дает ис-
пользовать созданные конструкции в промышленных биотехно-
логических процессах. 

Установлено, что активность пептида против многих патоге-
нов обусловлена его положительно заряженной (+5) N-концевой 
областью с первой аминокислотной позиции по восемнадцатую, 
названной эскулентин (1–18). Указанный фрагмент, полученный 
путем твердофазного пептидного синтеза, обладает таким же 
положительным зарядом (+5) при нейтральных значениях рН  
и сохраняет антимикробные свойства полноразмерного эскулен-
тина-1b [7, 8]. 

Биосинтез антимикробных пептидов в бактериальных клет-
ках с целью их промышленного получения требует нейтрализа-
ции внутриклеточной токсичности АМП в отношении штамма- 
продуцента. Для этого можно конструировать химерные белки, 
в которых в качестве нейтрализаторов положительно заря- 
женных катионных АМП и их фьюжн-партнеров выступают 
анионные белки, отделенные от целевого пептида сайтом специ-
фического протеолиза [2]. В качестве фьюжн-партнеров для по-
лучения рекомбинантных пептидов и белков применимы угле-
вод-связывающие модули (carbohydrate binding module, CBM) 
[9–12].

Термофильные бактерии вида Thermotoga maritima синтези-
руют термостабильный фермент – ксиланазу 10А, имеющий 
тандемные С-концевые модули С1 и С2. Модуль С2, входящий  
в 9-е семейство углевод-связывающих модулей и обозначаемый 
CBM9–2, способен связываться не только с аморфной и кристал-
лической целлюлозой, но и с растворимыми полисахаридами, 
такими как β-глюкан и кcилaн, а также с ди- и олигосахарида-
ми [13, 14]. 

Для десорбции CBM9–2 с поверхности целлюлозного сор-
бента используют глюкозу или целлобиозу, которые конкуриру-
ют с целлюлозой за связывание с CBM9–2. Доступность и низ-
кая стоимость целлюлозы и конкурирующих элюентов делает 
данный модуль привлекательным для его использования при 
афинной хроматографической очистке «сшитых» с ним белков 
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[13]. Будучи растворимым анионным белком, обладающим ша-
перонно-подобной активностью, CBM9–2 способен повышать 
растворимость фьюжн-белка и способствовать его правильному 
фолдингу [15]. Таким образом, CBM9–2 целесообразно приме-
нять в качестве нейтрализующего фьюжн-партнера АМП и ис-
пользовать его свойства для очистки рекомбинантных антими-
кробных пептидов методом аффинной хроматографии. 

Цель исследования заключалась в создании генетических 
конструкций для биосинтеза АМП лягушки в клетках E.  coli  
с последующей хроматографической очисткой фьюжн-белков,  
в которых белком-партнером антимикробного пептида эскулен-
тина-1b и его N-концевого фрагмента выступает углевод-связы-
вающий модуль CBM9–2 термофильных бактерий вида T. ma
ritima.

Объекты и методы исследования. Бактериальные штаммы. 
В клетках штамма E.  coli XL1-Blue (F′ proABlacIqlacZΔM15Tn10 
(Tcr)/recA1 endA1gyrA96(Nalr) thi-1 hsdR17supE44 relA1 lac), хра-
нящегося в коллекции кафедры молекулярной биологии биоло-
гического факультета БГУ, клонировали рекомбинантные плаз-
миды. Индуцибельную экспрессию генов в системе экспрессии 
бактериофага Т7 [16] проводили в клетках штамма E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL (F′ ompT hsdS (rBmB) dcm+Tetr gal λ (DE3) 
endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr]), храняще-
гося в коллекции кафедры микробиологии биологического фа-
культета БГУ. 

Гены и плазмиды. Плазмида pUC57 содержала разработан-
ную сотрудниками НИЛ биотехнологии последовательность 
CBM9-2-PT-TEV (CBMT), встроенную по сайту рестрикции 
NdeI. Последовательность CBMT синтезирована и клонирована 
в составе плазмиды pUC57 компанией «Integrated DNA Technolo-
gies Inc.» (IDT). Данная последовательность детерминирует бе-
лок, состоящий из CBM9-2 термофильных бактерий вида T. ma-
ritima, короткого пролин-треонинового линкера (PT) и сайта 
для TEV-протеазы (TEV). 

В составе вектора pET-24b(+) (Novagen) встраивали по сай-
там рестрикции NdeI и EcoRI модифицированную последова-
тельность CBMT (CBMTR), а также гены esc-1b и esc-b(1–20), 
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кодирующие антимикробный пептид эскулентин-1b и его N-кон
цевой фрагмент эскулентин-b(1–20) соответственно.

Амплификацию фрагментов ДНК проводили методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) с использованием Taq- или 
Pfu-полимеразы («Thermo Scientific») и праймеров производства 
компании «Invitrogen» и ОДО «Праймтех» на амплификаторе 
«Veriti 96 Well Thermal cycler» («Applied Biosystems»). Прайме- 
ры разрабатывали и анализировали при помощи программы 
OligoAnalyzer  3.1  [17]. ПЦР проводили в реакционной смеси 
стандартного состава [18]. Режим ПЦР с праймерами mam7UM1 
и mam7UM2: 94 °С – 2 мин; 94 °С – 30 с, 60 °С – 30 с, 72 °С – 20 с 
(10 циклов); 72 °С – 3 мин. 

Режим ПЦР с праймерами Esc1-20-F и Esc1-20-Re: 
94 °С – 3 мин; 
94 °С – 15 с, 62 °С – 15 с, 72 °С – 10 с (10 циклов); 
72 °С – 1 мин. 
Режим ПЦР с праймерами CBM-F и CBM-Re: 
94 °С – 5 мин; 
94 °С – 30 с, 58 °С – 30 с, 72 °С – 20 с (30 циклов); 
72 °С – 7 мин.
C использованием пары праймеров T7Pr P (5′taatacgactcac-

tataggg3′) и T7Ter (5′tatgctagttattgctcag3′) для полилинкерной об-
ласти плазмиды pET-24b(+) проверяли наличие клонированных 
генов в рекомбинантных плазмидах трансформантов E. coli XL1-
Blue. Параметры циклов амплификации подбирали в зависимо-
сти от размера продукта ПЦР при температуре отжига прайме-
ров 47 °С. При этом учитывали, что Pfu-полимераза синтезирует 
фрагменты ДНК со скоростью 500 п. н. в минуту, а Taq-поли
мераза – 1000 п. н. в минуту.

Генно-инженерные методы и ферменты. Плазмидные ДНК 
из клеток и ДНК из агарозного геля или реакционной смеси 
выделяли наборами реактивов QIAprep Spin Miniprep Kit 
(«QIAGEN») и Silica Bead DNA Gel Extraction Kit («Thermo 
Scientific») соответственно. Этапы клонирования проводили  
с использованием ферментов и буферных систем компаний 
«Thermo Scientific» и «New England Biolabs» согласно инструк-
циям производителей. Кальциевую трансформацию бактерий  
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E. coli и электрофоретический анализ ДНК проводили согласно 
рекомендациям, изложенным в работе Т. Маниатис [19].

Индукцию экспрессии генов в составе вектора pET-24b(+) 
осуществляли согласно протоколу, предложенному производи-
телем плазмид серии pET [20]. Ночную культуру бактерий E. coli 
разводили в 20 раз и культивировали в колбах с 10 или 100 мл бу-
льона LB, содержащего в качестве селективных маркеров кана-
мицин (30  мкг/мл) и хлорамфеникол (15  мкг/мл), с аэрацией  
и перемешиванием (180  об/мин) до достижения оптической 
плотности культуры ≈ 0,8 (λ 600 нм). Затем в среду добавляли 
синтетический аналог лактозы – ИПТГ (изопропил-β-D-тиога-
лактопиранозид) до конечной концентрации 0,5 ммоль/л. Изме-
рения оптической плотности производили на спектрофотометре 
«Cary 50» («Varian»).

Построение кривых роста бактерий и определение титра 
клеток. Измерения оптической плотности проводили каждые 
полчаса на протяжении всего времени культивирования с мо-
мента разведения ночной культуры. На основе результатов из-
мерений оптической плотности бактериальной культуры в трех-
кратной повторности вычисляли среднее значение и стандарт-
ное отклонение для построения графиков.

Количество колониеобразующих единиц (КОЕ) определяли 
путем высева суспензии микроорганизмов из ряда последова-
тельных разведений в физиологическом растворе [21] на LB-агар, 
который содержит антибиотики канамицин (30  мкг/мл) и хло-
рамфеникол (15  мкг/мл). На основе результатов подсчета КОЕ  
в трехкратной повторности вычисляли среднее значение и стан-
дартное отклонение для построения графиков. 

Разрушение бактериальных клеток. Клетки разрушали го-
могенизатором высокого давления «Panda Plus 2000» («GEA Niro 
Soavi») согласно инструкции производителя. Гомогенат центри-
фугировали, супернатант и осадок анализировали электрофоре-
тически.

Электрофоретический анализ клеточных белков E.  coli 
осуществляли по методу У. К. Лэммли [22] в 16 % полиакрила-
мидных гелях (ПААГ), которые затем окрашивали раствором 
кумасси синего R-250, а также по методу Х. Шэггера [23] с по-
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следующим окрашиванием геля нитратом серебра [24]. Физико- 
химические свойства исследуемых белков анализировали по ал-
горитму, реализованному в программе ProtParam Швейцарского 
института биоинформатики [25]. Процентное содержание экс-
прессируемых белков определяли денситометрически, для чего 
пробы бактериальных культур, полученные в результате трех 
экспериментов по индукции, выравнивали по оптической плот-
ности перед внесением в ПААГ, после электрофореза и окраски 
гели оцифровывали, а изображения анализировали с использо-
ванием программы ImageJ.

Хроматографическую очистку белков проводили batch-мето-
дом согласно рекомендациям, изложенным в работе М. Кавуси 
[15], с использованием микрокристаллической целлюлозы (МКЦ) 
(«Sigma-Aldrich» и «Chemapol») в качестве сорбента. Белки по-
сле хроматографии осаждали, затем измеряли концентрацию 
белка CBMT / эскулентин-1b методом Петерсона [26], а белка 
CBMT / эскулентин-b(1–20) – набором реактивов «PierceTM BCA 
Protein Assay Kit» («Thermo Scientific»). Для смены буферов после 
очистки белков проводили гель-фильтрацию на колонке с сор-
бентом Sephadex G-25 («Pharmacia»).

Результаты и обсуждение. Ген, кодирующий рекомбинант-
ный антимикробный пептид эскулентин-1b, обозначенный как 
esc-1b, амплифицировали ПЦР, используя праймеры (табл. 1), раз-
работанные на основе нуклеотидной последовательности гена, 
кодирующего нативный пептид эскулентин-1b из базы данных 
GenBank (код доступа X77833). При конструировании прайме-
ров заменили наиболее редко встречающиеся в E. coli триплеты, 
кодирующие аминокислоты глицин (в первой и восемнадцатой 
аминокислотной позиции) и аргинин (в тридцать второй амино-
кислотной позиции): GGA-1GGC (Gly), GGA-18GGC (Gly) и AGA-
32CGT (Arg)  [27]. Также с помощью праймера в структурную 
часть гена esc-1b ввели стартовый триплет, кодирующий метио-
нин в качестве первой аминокислоты в N-концевой части белка. 
Таким образом, проведена частичная кодонная оптимизация 
гена esc-1b для экспрессии в клетках E. coli при сохранении ин-
тактной первичной структуры нативного пептида эскуленти-
на-1b.
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Т а б л и ц а  1.  Характеристика праймеров для синтеза гена esc-1b, 
кодирующего пептид эскулентин-1b

Праймер Нуклеотидная последовательность 5′–3′ Тм, °С*

mam7UM1 gagcatatgggcattttctccaaattggccgggaaaaagcttaaaaatttgct-
cataagcggcctcaagaatgtaggcaaggaagttggcatg 56,4

mam7UM2 cgcgaattctattaacattcacctttaattttacaacctgcaatgtctatgccag-
tacggaccacgtccatgccaacttccttgcctac

* Указана Тм (расчетная температура плавления праймера) только для 
участков комплементарности, выделенных серым цветом; ggc, acg – заменен-
ные кодоны; catatg – сайт рестрикции для эндонуклеазы NdeI со стартовым 
кодоном atg; gaattc – сайт рестрикции для эндонуклеазы EcoRI, перекрываю-
щийся со стоп-кодонами cta и tta. 

С помощью праймеров mam7UM1 и mam7UM2, имеющих 
область перекрывания размером 21 нуклеотид, амплифицирова-
ли ген esc-1b и встраивали его в вектор для экспрессии pET-
24b(+) по сайтам эндонуклеаз NdeI и EcoRI в клетках штамма 
E. coli XL1-Blue. Секвенирование встроенного продукта ампли-
фикации подтвердило соответствие клонированной последова-
тельности гену, кодирующему эскулентин-1b [28]. 

Полученный в результате твердофазного пептидного синте-
за эскулентин(1–18) содержит 4 положительно заряженных 
остатка лизина, а его С-конец амидирован, поэтому заряд фраг-
мента равен +5 при нейтральном значении pH [7, 8]. Для того, 
чтобы также сохранить положительный заряд полноразмерного 
интактного эскулентина-1b, равный +5, сконструировали ген, ко
дирующий пептид, обозначенный как эскулентин-b(1–20), кото-
рый состоит из первых 20 аминокислотных остатков эскуленти-
на-1b и содержит 5 положительно заряженных остатков лизина. 

В табл. 2 приведены выровненные последовательности пеп
тидов, в которых рамками выделены остатки лизинов, и амино-
группа, обеспечивающие положительный заряд молекулам. 

В связи с небольшими размерами клонируемого гена, обо-
значенного как esc-b(1–20), разработаны пары праймеров, имею-
щие области перекрывания размером 22 нуклеотида. Также  
с помощью праймеров, приведенных в табл. 3, в структурную 
часть фрагмента введен стартовый триплет, кодирующий мети-
онин в качестве первой аминокислоты белка.
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Амплифицированный ген esc-b(1-20) вводили в состав век-
тора pET-24b(+) по сайтам рестриктаз NdeI и EcoRI, которым 
трансформировали клетки штамма E. coli XL1-Blue. Секвениро-
вание встроенного продукта амплификации показало соответ-
ствие его нуклеотидной последовательности и последовательно-
сти гена, кодирующего эскулентин-b(1–20) [29].

Рекомбинантными плазмидами рEsc-1b и рEsc-b(1–20), со-
держащими гены, кодирующие пептиды эскулентин-1b и эску-
лентин-b(1-20), трансформировали клетки штамма E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL для последующей экспрессии соответ-
ствующих генов. Штаммы обозначили как E.  coli BCP рEsc-1b  
и E. coli BCP рEsc-b(1–20).

При построении кривых роста бактерий установили, что уже 
через 1,5 ч после добавления индуктора развитие культур, клет-
ки которых наследуют рекомбинантные плазмиды с генами 
эскулентина-1b и эскулентина-b(1–20), замедляется (кривые 3 и 4 
на рис. 1). 

Торможение роста в условиях индукции клеток, несущих 
гены esc-1b и esc-b(1–20), не сопровождается их гибелью. Жиз-

Т а б л и ц а  2.  Выровненные аминокислотные последовательности 
пептидов  эскулентина(1–18) и эскулентина-b(1–20)

Белок Аминокислотная последовательность

Эскулентин(1–18)

Эскулентин-b(1–20)

Т а б л и ц а  3.  Характеристика праймеров для синтеза гена esc-b(1–20), 
кодирующего пептид эскулентин-b(1–20)

Праймер Нуклеотидная последовательность 5′- 3′ Тм, °С*

Esc1-20-F gcacatatgggcattttctccaaattggccgggaaaaagcttaaaaatttg 61
Esc1-20-Re ggggaattctattacttgaggccgcttatgagcaaatttttaagctttttcccg

* Указана Тм (расчетная температура плавления праймера) только для 
участков комплементарности, выделенных серым цветом; gca, ggg – навески; 
catatg – сайт рестрикции для эндонуклеазы NdeI со стартовым кодоном atg; 
gaattc – сайт рестрикции для эндонуклеазы EcoRI, перекрывающийся со 
стоп-кодонами – ctatta. 



Биотехнологии для медицины и промышленности	 497

неспособность бактериальных клеток восстанавливается после 
высева бактерий на плотные питательные среды, не содержащие 
индуктор (ИПТГ), что свидетельствует о бактериостатическом 
характере наблюдаемого эффекта (рис. 2). 

Некоторая потеря жизнеспособности индуцированных кле-
ток наблюдается после 5–6 ч культивирования, что, скорее всего, 
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связано с переходом в фазу естественного отмирания (автолиза) 
неделящихся клеток. Накопление гетерологичных пептидов 
эскулентина-b(1–20) (2,2 кДа) и эскулентина-1b (4,9 кДа) в клет-
ках E. coli методом электрофореза в тристрициновой системе не 
выявили. Таким образом, экспрессия клонированных генов ан-
тимикробных пептидов лягушки не приводит к массовому син-
тезу целевого продукта либо он разрушается в индуцированных 
клетках.

С целью решения возникших проблем структурные части 
генов, кодирующих АМП лягушки, «сшивали» с нуклеотидной 
последовательностью, обозначенной как CBMT, кодирующей 
углевод-связывающий белок CBM9-2, с образованием одной 
рамки считывания. Это позволяет получить фьюжн-белки, ко-
торые на N-конце содержат углевод-связывающий модуль, а на 
C-конце – антимикробные пептиды. 

Помимо гена, кодирующего углевод-связывающий модуль,  
в состав последовательности CBMT входят участки ДНК, коди-
рующие пролин-треониновый линкер (PT) и сайт узнавания TEV 
протеазы (TEV). Пролин-треониновый линкер предназначен для 
функционального разделения углевод-связывающего модуля  
и пептида, а сайт узнавания TEV протеазы – для протеолитиче-
ского отделения пептида от фьюжн-партнера [30, 31]. Схематич-
ные изображения гибридных генов CBMT-еsc-1b и CBMT-еsc-b 
(1–20) представлены на рис. 3.

Гибридные генетические последовательности CBMT-esc-1b  
и CBMT-esc-b(1–20), кодирующие соответствующие фьюжн-бел-
ки, получали путем встраивания генов CBMT в плазмиды 
pEsc40 и pEsc-b(1–20), несущие гены эскулентина-1b и эскулен-
тина-b(1–20) соответственно. В качестве примера на рис. 4 пред-

протеолитического отделение пептида от фьюжн-партнера [30, 31]. 

Схематичные изображения гибридных генов cBMT-еsc-1b и cBMT-еsc-b(1–20), 

представлены на рисунке 3. 
 

 
Рис. 3. Схемы нуклеотидных последовательностей cBMT-esc-1b (А) и cBMT-esc-b(1–20) (Б), 

кодирующих гибридные конструкции пептидов эскулентина-1b и эскулентина-b(1–20) с 
белком-партнером CBMT  

 

Гибридные генетические последовательности cBMT-esc-1b и cBMT-esc-

b(1–20), кодирующие соответствующие фьюжн-белки, получали путем 

встраивания генов cBMT в плазмиды pEsc40 и pEsc-b(1–20), несущие гены 

эскулентина-1b и эскулентин-b(1–20) соответственно. В качестве примера на 

рисунке 4 представлена схема получения гибридного гена cBMT-esc-b(1–20). 

Последовательность cBMT вырезали из вектора pUC57 по сайту ресткрикции 

NdeI. Рестрикции NdeI и дефосфорилированию подвергали плазмиды pEsc40 и 

pEsc-b(1–20), в которых находились гены, кодирующие пептиды, клонированные 

по сайтам рестриктаз NdeI и EcoRI. После лигирования рекомбинантными 

плазмидами трансформировали бактерии штамма E. coli XL-1 Вlue.  

Рис. 3. Схемы нуклеотидных последовательностей CBMT-esc-1b (а)  
и CBMT-esc-b(1–20) (б), кодирующих гибридные конструкции пептидов  

эскулентина-1b и эскулентина-b(1–20) с белком-партнером CBMT

а

б
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ставлена схема получения гибридного гена CBMT-esc-b(1–20). 
Последовательность CBMT вырезали из вектора pUC57 по сайту 
ресткрикции NdeI. Рестрикции NdeI и дефосфорилированию 
подвергали плазмиды pEsc40 и pEsc-b(1–20), в которых находи-
лись гены, кодирующие пептиды, клонированные по сайтам  
рестриктаз NdeI и EcoRI. После лигирования рекомбинантны-
ми плазмидами трансформировали бактерии штамма E.  coli 
XL1-Вlue. 

Поскольку последовательность CBMT вводили в состав плаз-
мид pEsc40 и pEsc-b(1–20) по одному сайту рестрикции, пра-
вильность ориентации вставки проверяли методом рестрикцион
ного анализа. Для этого с использованием праймеров, компли-
ментарных полилинкерной области рекомбинантных плазмид, 
получали ампликоны гибридных последовательностей CBMT-
esc-1b (1020 п. н.) и CBMT-esc-b(1–20) (936 п. н.). Далее ампликоны 
обрабатывали рестриктазой KpnI, так как сайт для этой рестрик
тазы является уникальным и расположен между «сшиваемыми» 

 
Рис. 4. Схема конструирования плазмиды рEsc-b(1–20), несущей гибридный ген cBMT-esc-

b(1–20)  

 

Поскольку последовательность cBMT вводили в состав плазмид pEsc40 и 

pEsc-b(1–20) по одному сайту рестрикции, правильность ориентации вставки 

проверяли методом рестрикционного анализа. Для чего с использованием 

праймеров, комплиментарных полилинкерной области рекомбинантных 

плазмид, получали ампликоны гибридных последовательностей cBMT-esc-1b 

(1020 п.н.) и cBMT-esc-b(1–20) (936 п.н.). Далее ампликоны обрабатывали 

рестриктазой KpnI, т.к. сайт для этой рестриктазы является уникальным и 

расположен между «сшиваемыми» генами (рис. 4). В случае правильной 

ориентации вставки cBMT в составе плазмиды pEsc40 после проведения 

электрофореза наблюдали бэнды размером 731 и 287 п.н., а в составе плазмиды 

pEsc-b(1–20) – 736 и 207 п.н. 

Далее из отобранных при помощи ПЦР и рестрикционного анализа клонов 

выделяли плазмиды pCBMT-Esc-1b и pCBMT-Esc-b(1–20), а после 

секвенирования трансформировали ими клетки штамма E. coli BL21-

CodonPlus(DE3)-RIPL. Штаммы обозначили как E. coli BCP pCBMT-Esc-1b и 

E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20). 

Рис. 4. Схема конструирования плазмиды рEsc-b(1–20),  
несущей гибридный ген CBMT-esc-b(1–20) 

СВМТ

СВМТ
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генами (рис. 4). В случае правильной ориентации вставки CBMT 
в составе плазмиды pEsc40 после проведения электрофореза на-
блюдали бэнды размером 731 и 287 п. н., а в составе плазмиды 
pEsc-b(1–20) – 736 и 207 п. н.

Далее из отобранных при помощи ПЦР и рестрикционного 
анализа клонов выделяли плазмиды pCBMT-Esc-1b и pCBMT-
Esc-b(1–20), а после секвенирования трансформировали ими клетки 
штамма E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL. Штаммы обозначили 
как E. coli BCP pCBMT-Esc-1b и E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20).

В целях использования углевод-связывающего модуля в ка-
честве контроля при дальнейшей работе по определению уровня 
экспрессии содержащих его фьюжн-белков отдельно встраива-
ли последовательность CBMT в плазмиду pET-24b(+) по сайтам 
рестрикции NdеI и EcoRI. Для этого при помощи обратного 
праймера CBM-Re в последовательность CBMT ввели сайт ре-
стрикции Eco RI и обозначили продукт как CBMTR. Характери-
стика праймеров для синтеза последовательности CBMTR при-
ведены в табл. 4. В качестве матрицы для амплификации гена 
использовали плазмиду pUC57-CBMT. Полученными рекомби-
нантными плазмидами трансформировали бактерии штамма 
E. coli XL1-Blue. 

Т а б л и ц а  4.  Характеристика праймеров для синтеза 
последовательности CBMTR

Праймер Нуклеотидная последовательность 5′–3′ Тм, °С*

CBM-F gggcatatgaatcacaaagtgggc 62,1
CBM-Re gcagaattcctattattggtaccctgattg 63

* Указана Тм (расчетная температура плавления праймера); ggg, gca – на-
вески; catatg – сайт рестрикции для эндонуклеазы NdeI со стартовым кодо-
ном atg; gaattc – сайт рестрикции для эндонуклеазы EcoRI; cta, tta – стоп-ко-
доны.

Из отобранных при помощи ПЦР и рестрикционного анали-
за клонов выделяли плазмиду pCBMTR и после секвенирова- 
ния трансформировали ей клетки штамма E.  coli BL21-Codon-
Plus(DE3)-RIPL. Штамм обозначили как E. coli BCP pCBMTR.
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Для выявления белков экспрессию клонированных нуклео-
тидных последовательностей CBMT-esc-1b, CBMT-esc-b(1–20)  
и CBMTR индуцировали путем добавления ИПТГ в концентра-
ции 0,5 ммоль/л при 37 °С в течение 4 ч и анализировали элек-
трофоретически (рис. 5).

При оценке экспрессии фьюжн-белков при помощи ДСН-ПААГ 
электрофореза зафиксировали белки CBMT / эскулентин-1b 
(29,5 кДа), CBMT / эскулентин-b(1–20) (26,8 кДа) и CBMTR (24,4 кДа) 
(дорожки 2а, 5а и 1б на рис. 5). Согласно денситометрическому 

 
А: 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (без индукции, отрицательный контроль); 2 – E. coli BCP 
pCBMT-Esc-1b (0,5 ммоль/л ИПТГ); М1 – белки-стандарты молекулярных масс Blue wide 
Range Protein Ladder («Cleaver Scientific Ltd.»); 3 – E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL pET-

24b(+) (0,5 ммоль/л ИПТГ, отрицательный контроль); 4 – E. coli BCP pCBMTR (без индукции, 
отрицательный контроль); 5 – E. coli BCP pCBMTR (0,5 ммоль/л ИПТГ);  

Б: М2 – белки-стандарты молекулярных масс PageRuler Prestained Protein Ladder Plus («Thermo 
Scientific»); 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (0,5 ммоль/л ИПТГ);  

2 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (без индукции, отрицательный контроль).  
Белки CBМT/эскулентин-1b, CBMTR и CBMT/эскулентин-b(1–20) указаны стрелками. 

Рис. 5. Электрофоретический анализ лизатов рекомбинантных штаммов  
после четырех часов индукции 

 

При оценке экспрессии фьюжн-белков при помощи ДСН-ПААГ 

электрофореза зафиксировали белки CBMT/эскулентин-1b (29,5 кДа), 

CBMT/эскулентин-b(1–20) (26,8 кДа) и CBMTR (24,4 кДа) (дорожки 2А, 5А и 1Б 

на рис. 5). Согласно денситометрическому анализу уровень экспрессии фьюжн-

белка CBMT/эскулентин-b(1–20) составляет 25±0,12 %, а белка 

CBMT/эскулентин-1b – 8±0,17 % от общего клеточного белка 

соответственно [32]. Несмотря на то, что данные пептиды «сшиты» с одним и 

тем же фьюжн-партнером, уровни экспрессии белков CBMT/эскулентин-1b и 

CBMT/эскулентин-b(1–20) отличаются.  

У штаммов, клетки которых накапливают белки CBMTR и 

CBMT/эскулентин-b(1–20), также схожий характер роста при культивировании в 

процессе индукции экспрессии соответствующих генов (кривые 1 и 2 на рис. 6). 

Оптическая плотность культур этих штаммов достигает значения 3,0 и выше к 

                                           а                                                              б
Рис. 5. Электрофоретический анализ лизатов рекомбинантных штаммов по-
сле 4 ч индукции. а: 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (без индукции, отрицатель-
ный контроль); 2 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (0,5 ммоль/л ИПТГ); М1 – бел-
ки-стандарты молекулярных масс Blue wide Range Protein Ladder («Cleaver 
Scientific Ltd.»); 3 – E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL pET-24b(+) (0,5 ммоль/л 
ИПТГ, отрицательный контроль); 4 – E. coli BCP pCBMTR (без индукции, от-
рицательный контроль); 5 – E. coli BCP pCBMTR (0,5 ммоль/л ИПТГ). б: М2 – 
белки-стандарты молекулярных масс PageRuler Prestained Protein Ladder Plus 
(«Thermo Scientific»); 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (0,5 ммоль/л ИПТГ); 
2 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (без индукции, отрицательный контроль). 
Белки CBМT/эскулентин-1b, CBMTR и CBMT/эскулентин-b(1–20) указаны 

стрелками
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анализу, уровень экспрессии фьюжн-белка CBMT / эскулентин- 
b(1–20) составляет 25 ± 0,12, а белка CBMT / эскулентин-1b –  
8 ± 0,17  % от общего клеточного белка соответственно [32]. Не-
смотря на то, что данные пептиды «сшиты» с одним и тем же 
фьюжн-партнером, уровни экспрессии белков CBMT / эскулентин- 
1b и CBMT / эскулентин-b(1–20) отличаются. 

У штаммов, клетки которых накапливают белки CBMTR  
и CBMT / эскулентин-b(1–20), также схожий характер роста при 
культивировании в процессе индукции экспрессии соответству-
ющих генов (кривые 1 и 2 на рис. 6). Оптическая плотность куль
тур данных штаммов достигает значения 3,0 и выше к 7 ч ин-
дукции и в целом превышает по показателям плотности непро-
индуцированную культуру (кривая 3 на рис. 6). В то же время 
культура штамма-продуцента фьюжн-белка CBMT / эскулентин- 
1b растет менее интенсивно и к окончанию индукции показа-
тель ее оптической плотности не превышает значения 2,2 (кри-
вая 4 на рис. 6). Таким образом, углевод-связывающий модуль 
эффективнее выступает в качестве нейтрализующего фьюжн- 
партнера для эскулентина-b(1–20), чем для эскулентина-1b, что, 
возможно, связано с разными размерами пептидов: белок CBMT 

7 часу индукции, и в целом превышает по показателям плотности 

непроиндуцированную культуру (кривая 3 на рис. 6). В то же время культура 

штамма-продуцента фьюжн-белка CBMT/эскулентин-1b растет менее 

интенсивно и к окончанию индукции показатель ее оптической плотности не 

превышает значения 2,2 (кривая 4 на рис. 6). Таким образом, углевод-

связывающий модуль эффективнее выступает в качестве нейтрализующего 

фьюжн-партнера для эскулентина-b(1–20), чем для эскулентина-1b, что, 

возможно, связано с разными размерами пептидов: белок CBMT (217 а.о.) на 

порядок больше пептида эскулентина-b(1–20) (21 а.о.), и только в 5 раз больше 

пептида эскулентина-1b (47 а.о.). 

 
1, 2, 4 – с добавлением ИПТГ (0,5 ммоль/л); 3 – без добавления ИПТГ (отрицательный 

контроль). Стрелкой обозначен момент добавления индуктора в среду при А600≈0,8. 
Рис. 6. Динамика роста культур рекомбинантных штаммов E. coli BCP pCBMTR (1), 

E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (2, 3) и E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (4) 
 

Для того чтобы определить в растворимой или нерастворимой форме 

экспрессируются исследуемые фьюжн-белки, а также белок CBMTR, 

соответствующие штаммы бактерий, содержащие рекомбинантные плазмиды, 

снова индуцировали ИПТГ в концентрации 0,5 ммоль/л при оптимальной для 

E. coli температуре равной 37 °С, а также при пониженной температуре равной 

20 °С в целях увеличения количества растворимых фьюжн-белков в 

бактериальных клетках. Клетки штаммов-продуцентов разрушали 

гомогенизатором высокого давления, центрифугировали полученные 

Рис. 6. Динамика роста культур рекомбинантных штаммов E.  coli BCP 
pCBMTR (1), E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (2, 3) и E. coli BCP pCBMT-Esc-1b 
(4): 1, 2, 4 – с добавлением ИПТГ (0,5 ммоль/л); 3 – без добавления ИПТГ (от-
рицательный контроль). Стрелкой обозначен момент добавления индуктора  

в среду при А600≈ 0,8
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(217 а. о.) на порядок больше пептида эскулентина-b(1–20) (21 а. о.), 
и только в 5 раз больше пептида эскулентина-1b (47 а. о.).

Для того, чтобы определить в растворимой или нераствори-
мой форме экспрессируются исследуемые фьюжн-белки, а также 
белок CBMTR, соответствующие штаммы бактерий, содержа-
щие рекомбинантные плазмиды, снова индуцировали ИПТГ  
в концентрации 0,5 ммоль/л при оптимальной для E. coli темпе-
ратуре 37 °С, а также при пониженной температуре 20 °С в це-
лях увеличения количества растворимых фьюжн-белков в бак-
териальных клетках. Клетки штаммов-продуцентов разрушали 
гомогенизатором высокого давления, центрифугировали полу-
ченные гомогенаты, а затем супернатанты и осадки анализиро-
вали электрофоретически (рис. 7). 

гомогенаты, а затем супернатанты и осадки анализировали электрофоретически 

(рис. 7).  

 
А: 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (осадок, 20 °С); 2 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (супернатант, 

20 °С); 3 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (осадок, 37 °С); 4 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b 
(супернатант, 37 °С); М1 – белки-стандарты молекулярных масс Blue wide Range Protein 
Ladder («Cleaver Scientific Ltd.»); 5 – E. coli BCP pCBMTR (осадок, 20 °С); 7 – E. coli BCP 
pCBMTR (супернатант, 20 °С); 8 – E. coli BCP pCBMTR (осадок, 37 °С); 9 – E. coli BCP 

pCBMTR (супернатант, 37 °С);  
Б: 1 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (осадок, 37 °С); 2 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) 
(супернатант, 37 °С); 3 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (осадок, 20 °С); 4 – E. coli BCP 

pCBMT-Esc-b(1–20) (супернатант, 20 °С); М2 – белки-стандарты молекулярных масс Spectra 
Multicolor Low Range Protein Ladder («Thermo Scientific»).  

Стрелки указывают на белки CBМT/эскулентин-1b, CBMTR и CBMT/эскулентин-b(1–20). 
Рис. 7. Электрофоретический анализ белков клеточного гомогената рекомбинантных 

штаммов проиндуцированных при 20 °С и 37 °С 
 

В результате проведенных экспериментов и денситометрического анализа 

ПААГ установлено, что белки CBMT/эскулентин-1b (дорожки 2, 4 на рис. 7А) и 

CBMTR (дорожки 6 и 8 на рис. 7А) накапливаются преимущественно в 

растворимой фракции гомогената как при температуре 20 °С, так и 37 °С, о чем 

говорит наличие бэндов соответствующих размеров в супернатантах клеточных 

гомогенатов. Однако фьюжн-белок CBMT/эскулентин-b(1–20) при температуре 

37 °С присутствует в растворимой и нерастворимой фракциях приблизительно в 

равной степени (дорожки 1 и 2 на рис. 7Б), однако при понижении температуры 

культивирования клеток до 20 °С степень растворимости белка увеличивается 

(дорожка 4 на рис. 7Б).  

                                               а                                                б
Рис. 7. Электрофоретический анализ белков клеточного гомогената рекомби-
нантных штаммов, проиндуцированных при 20 и 37  °С. а: 1 – E.  coli BCP 
pCBMT-Esc-1b (осадок, 20  °С); 2 – E.  coli BCP pCBMT-Esc-1b (супернатант, 
20 °С); 3 – E. coli BCP pCBMT-Esc-1b (осадок, 37 °С); 4 – E. coli BCP pCBMT-
Esc-1b (супернатант, 37 °С); М1 – белки-стандарты молекулярных масс Blue 
wide Range Protein Ladder («Cleaver Scientific Ltd.»); 5 – E. coli BCP pCBMTR 
(осадок, 20 °С); 7 – E. coli BCP pCBMTR (супернатант, 20 °С); 8 – E. coli BCP 
pCBMTR (осадок, 37 °С); 9 – E. coli BCP pCBMTR (супернатант, 37 °С). б: 1 – 
E.  coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (осадок, 37  °С); 2 – E.  coli BCP pCBMT-
Esc-b(1–20) (супернатант, 37 °С); 3 – E. coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (осадок, 
20  °С); 4 – E.  coli BCP pCBMT-Esc-b(1–20) (супернатант, 20  °С); М2 – бел-
ки-стандарты молекулярных масс Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder 
(«Thermo Scientific»). Стрелки указывают на белки CBМT / эскулентин-1b,  

CBMTR и CBMT / эскулентин-b(1–20)



504	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

В результате проведенных экспериментов и денситометри-
ческого анализа ПААГ установлено, что белки CBMT / эскулен-
тин-1b (дорожки 2, 4 на рис. 7, а) и CBMTR (дорожки 6 и 8 на 
рис. 7, а) накапливаются преимущественно в растворимой фракции 
гомогената как при температуре 20 °С, так и 37 °С, на что указы-
вает наличие бэндов соответствующих размеров в супернатантах 
клеточных гомогенатов. Однако фьюжн-белок CBMT / эскулен-
тин-b(1–20) при температуре 37 °С присутствует в растворимой 
и нерастворимой фракциях приблизительно в равной степени 
(дорожки 1 и 2 на рис.  7, б), но при понижении температуры 
культивирования клеток до 20 °С степень растворимости белка 
увеличивается (дорожка 4 на рис. 7, б). 

Накопление белка в растворимой клеточной фракции позво-
ляет переходить к его очистке сразу после разрушения клеток- 
продуцентов, минуя этапы солюбилизации белковых агрегатов 
и рефолдинга. Поэтому далее проводили хроматографическую 
очистку белка CBMT / эскулентин-1b, полученного в результате 
индукции экспрессии при 37  °С, и белка CBMT / эскулентин- 
b(1–20), синтезированного в клетках E. coli при 20 °С.

Хроматографическую отчистку белков проводили batch- 
методом согласно методике, описанной M. Кавуси и соавторами 
[15]. В основе метода лежит способность углевод-связывающего 
модуля и меченных им фьюжн-белков специфически связывать-
ся с альдегидными группами на концах целлюлозы и других 
растворимых полисахаридов. Также углевод-связывающий мо-
дуль имеет свойство взаимодействовать с различными сахара-
ми, что позволяет использовать буферы с высокой концентраци-
ей глюкозы для эффективного элюирования содержащих его 
фьюжн-белков. Поэтому супернатант клеточных гомогенатов 
инкубировали с микрокристаллической целлюлозой (МКЦ)  
и после последовательных отмывок сорбента элюировали целе-
вые белки TBS8 буфером с глюкозой (15 ммоль/л натрия хлори-
да, 10 ммоль/л Tрис-HCl, 1 моль/л глюкозы, pH 8,0). 

Установлено, что очистка произошла эффективно, однако 
при небольшом исходном количестве белка его выход также 
оказался невелик: концентрация 0,18 мг/мл с учетом степени 
очистки 98 % (дорожка 8 на рис. 8) [33].
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На электрофореграмме видно, что часть белка CBMT / эску-
лентин-1b присутствует во фракции не связавшихся с целлюлоз-
ным сорбентом белков (дорожка 1 на рис. 8), однако фьюжн-бе-
лок практически отсутствует во фракциях отмывки сорбента 
(дорожки 2–7 на рис. 8), что свидетельствует об эффективности 
взаимодействия углевод-связывающего модуля с микрокристал-
лической целлюлозой.

Результаты очистки фьюжн-белка CBMT / эскулентин-b(1–20) 
также проверены электрофоретически (рис. 9). В данном случае 
несмотря на эффективное связывание белка с МКЦ и его отсут-
ствие во фракции не связавшихся с сорбентом белков (дорожка 2 
на рис. 9), белок CBMT / эскулентин-b(1–20) частично смывается 
с сорбента (дорожки 3–8 на рис. 9), что приводит к его потерям. 
Тем не менее степень очистки белка CBMT / эскулентин-b(1–20) 
в пробе элюции (дорожка 9 на рис. 9) составила около 85 %, а его 
концентрация – 0,6 мг/мл, что в три раза больше аналогичного 

 
1– фракция белков, не связавшихся с целлюлозным сорбентом; М – белки-стандарты 

молекулярных масс Blue wide Range Protein Ladder, кДа («Cleaver Scientific Ltd.»); 2–7 – 
фракции отмывки целлюлозного сорбента; 8 – элюция белка CBMT/эскулентин-1b в TBS8 

буфере с глюкозой (рН 8,0); 9 –профильтрованный супернатант клеточного гомогената. 
Стрелки указывают на целевой белок CBMT/эскулентин-1b. 

Рис. 8. Электрофореграмма полученного в результате хроматографической очистки фьюжн-
белка CBMT/эскулентин-1b 

 
Результаты очистки фьюжн-белка CBMT/эскулентин-b(1–20) также 

проверены электрофоретически (рис. 9). В данном случае, несмотря на 

эффективное связывание белка с МКЦ и его отсутствие во фракции не 

связавшихся с сорбентом белков (дорожка 2 на рис. 9), белок 

CBMT/эскулентин-b(1–20) частично смывается с сорбента (дорожки 3–8 на 

рис. 9), что приводит к его потерям. Тем не менее, степень очистки белка 

CBMT/эскулентин-b(1–20) в пробе элюции (дорожка 9 на рис. 9) составила 

около 85 %, а его концентрация – 0,6 мг/мл, что в три раза больше 

аналогичного показателя, полученного в результате очистки белка 

CBMT/эскулентин-1b. 

                                           кДа                                          кДа
Рис. 8. Электрофореграмма полученного в результате хроматографической 
очистки фьюжн-белка CBMT / эскулентин-1b: 1 – фракция белков, не связав-
шихся с целлюлозным сорбентом; М – белки-стандарты молекулярных масс 
Blue wide Range Protein Ladder, кДа («Cleaver Scientific Ltd.»); 2–7 – фракции 
отмывки целлюлозного сорбента; 8 – элюция белка CBMT / эскулентин-1b  
в TBS8 буфере с глюкозой (рН 8,0); 9 – профильтрованный супернатант кле-
точного гомогената. Стрелки указывают на целевой белок CBMT / эскулен-

тин-1b
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1 – профильтрованный супернатант клеточного гомогената; М – белки-стандарты 
молекулярных масс Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder («Thermo Scientific»); 2 – 

фракция белков, не связавшихся с целлюлозным сорбентом; 3–8 – отмывки целлюлозного 
сорбента; 9 – элюция белка в TBS8 буфере с глюкозой (рН 8,0).  

Стрелки указывают на целевой белок CBMT/эскулентин-b(1–20). 
Рис. 9. Электрофореграмма полученного в результате хроматографической очистки  

фьюжн-белка CBMT/эскулентин-b(1–20)  
 

Элюцию белков с целлюлозного сорбента проводили TBS8 буфером с 

глюкозой (pH 8,0). Значение рН этого буфера согласно общепринятым 

правилам приблизительно на 2 единицы больше значений рI фьюжн-белков 

(6,176 белка CBMT-Esc-b(1–20) и 6,188 белка CBMT/эскулентин-1b 

соответственно), поэтому элюирующий буфер с глюкозой заменили на 

трисовый буфер (150 ммоль/л натрия хлорида, 20 ммоль/л Tрис-HCl, рН 8,2) в 

результате гель-фильтрации.  

После гель-фильтрации концентрация белка CBMT/эскулентин-1b 

составила 0,04 мг/мл (дорожка 1 на рис. 10), а белка CBMT/эскулентин-b(1–20) 

– 0,4 мг/мл (дорожка 2 на рис. 10). При этом степень очистки фьюжн-белков 

составила более 90 %. 

                                   кДа
Рис. 9. Электрофореграмма полученного в результате хроматографической 
очистки фьюжн-белка CBMT / эскулентин-b(1–20) : 1 – профильтрованный су-
пернатант клеточного гомогената; М – белки-стандарты молекулярных масс 
Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder («Thermo Scientific»); 2 – фракция 
белков, не связавшихся с целлюлозным сорбентом; 3–8 – отмывки целлюлоз-
ного сорбента; 9 – элюция белка в TBS8 буфере с глюкозой (рН 8,0). Стрелки 

указывают на целевой белок CBMT / эскулентин-b(1–20)

 
1 – белок CBMT/эскулентин-1b, 2 – белок CBMT/эскулентин-b(1–20), М – белки-

стандарты молекулярных масс Protein Marker VI (10–245) prestained («PanReac AppliChem»). 
Стрелками указаны очищенные фьюжн-белки. 

Рис. 10. Электрофореграмма фьюжн-белков CBMT/эскулентин-1b и CBMT/эскулентин-b(1–
20) после гель-фильтрации 

 

Заключение. Гены, кодирующие антимикробный пептид эскулентин-1b и 

его N-концевой фрагмент эскулентин-b(1–20), амплифицированы и 

клонированы в составе вектора pET-24b(+) в клетках E. coli BL21-

CodonPlus(DE3)-RIPL, однако внутриклеточное накопление исследуемых 

пептидов в детектируемых количествах не выявлено. Получены гибридные 

генетические конструкции, детерминирующие синтез фьюжн-белков 

CBMT/эскулентин-1b и CBMT/эскулентин-b(1–20), в которых партнером 

пептидов выступает углевод-связывающий модуль CBM9–2 бактерий 

T. maritima. Индукция экспрессии гибридных генов не оказывает критического 

воздействия на ростовые характеристики штаммов-продуцентов и приводит к 

накоплению целевых белков в количестве 8±0,17 % и 25±0,12 % от общего 

клеточного белка соответственно. Установлено, что снижение температуры 

культивирования рекомбинантных штаммов с 37 °С до 20 °С позволяет 

увеличить выход фьюжн-белков в растворимой форме, что значительно 

упрощает и удешевляет их последующую хроматографическую очистку. В 

                       кДа
Рис. 10. Электрофореграмма фьюжн-белков CBMT / эскулентин-1b и CBMT /  
эскулентин-b(1–20) после гель-фильтрации: 1 – белок CBMT / эскулентин-1b; 
2 – белок CBMT/эскулентин-b(1–20), М  – белки-стандарты молекулярных 
масс Protein Marker VI (10–245) prestained («PanReac AppliChem»). Стрелками 

указаны очищенные фьюжн-белки
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показателя, полученного в результате очистки белка CBMT / эску
лентин-1b.

Элюцию белков с целлюлозного сорбента проводили TBS8- 
буфером с глюкозой (pH 8,0). Значение рН данного буфера со-
гласно общепринятым правилам приблизительно на 2 ед. боль-
ше значений рI фьюжн-белков (6,176 белка CBMT-Esc-b(1–20)  
и 6,188 белка CBMT / эскулентин-1b соответственно), поэтому 
элюирующий буфер с глюкозой заменили на трисовый буфер 
(150 ммоль/л натрия хлорида, 20 ммоль/л Tрис-HCl, рН 8,2) в ре-
зультате гель-фильтрации. 

После гель-фильтрации концентрация белка CBMT / эскулен
тин-1b составила 0,04 мг/мл (дорожка 1 на рис. 10), а белка CBMT /  
эскулентин-b(1–20) – 0,4 мг/мл (дорожка 2 на рис. 10). При этом 
степень очистки фьюжн-белков составила более 90  %.

Заключение. Гены, кодирующие антимикробный пептид 
эскулентин-1b и его N-концевой фрагмент эскулентин-b(1–20), 
амплифицированы и клонированы в составе вектора pET-24b(+) 
в клетках E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL, однако внутрикле-
точное накопление исследуемых пептидов в детектируемых 
количествах не выявлено. Получены гибридные генетические кон
струкции, детерминирующие синтез фьюжн-белков CBMT / эску
лентин-1b и CBMT / эскулентин-b(1–20), в которых партнером 
пептидов выступает углевод-связывающий модуль CBM9–2 бак
терий T.  maritima. Индукция экспрессии гибридных генов не 
оказывает критического воздействия на ростовые характеристи-
ки штаммов-продуцентов и приводит к накоплению целевых 
белков в количестве 8 ± 0,17 и 25 ± 0,12 % от общего клеточного 
белка соответственно. Установлено, что снижение температуры 
культивирования рекомбинантных штаммов с 37 до 20 °С позво-
ляет увеличить выход фьюжн-белков в растворимой форме, что 
значительно упрощает и удешевляет их последующую хромато-
графическую очистку. В результате аффинной хроматографии  
с использованием в качестве сорбента микрокристаллической 
целлюлозы, сродство к которой имеет фьюжн-партнер пептидов 
СМВТ, и последующей гель-фильтрации получены препараты 
фьюжн-белков CBMT / эскулентин-1b (0,04 мг/мл) и CBMT / эску-
лентин-b(1–20) (0,4 мг/мл) со степенью очистки более 90  %.
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EXPRESSION OF FROG ANTIMICROBIAL PEPTIDES FUSED  
WITH CARBOHYDRATE BINDING MODULE  

OF THERMOPHILIC BACTERIA IN ESСHERICHIA COLI 

N. V. SAUTKINA, A. A. NAGORNAYA, A. V. BUSLENKO,  
U. А. PRAKULEVICH

Belarusian State University, Minsk, Belarus, 
sovgirnv@gmail.com

The skin secret of the pond frog (Rana esculenta L., 1758) contains a spectrum 
of highly active antimicrobial peptides, esculentins. The purpose of this study was 
to obtain esculentin-1b and its N-terminal derivative, esculentin-b(1–20) in E. coli. 
The genes encoding the peptides were amplified and cloned into E. coli BL21- 
CodonPlus(DE3)-RIPL. Induction of expression in the phage T7 expression system 
led to severe growth inhibition of the producing strain cell culture and none of pep-
tides in question were detected in cell homogenate. In order to solve this problem, 
the carbohydrate-binding module CBM9-2 of thermophilic bacteria Thermotoga 
maritima (CBMT) was used as a fusion partner for the esculentin peptides. The ex-
pression of the CBMT-fused esculentin-1b and esculentin-b(1–20) did not cause any 
inhibition of the producing strain cell culture. The hybrid proteins CBMT / esculen-
tin-1b and CBMT / esculentin-b(1–20) were accumulated in bacterial cells in  
a soluble form. Target proteins were purified by affinity chromatography followed 
by gel filtration to the purity more than 90 %.
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АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ МЕДИАТОРОВ  
НА КАТАЛИТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА  

ГЛЮКОЗООКСИДАЗ ГРИБОВ РОДА PENICILLIUM

Т. В. СЕМАШКО, Л. А. Жуковская, О. Д. ДЕМЕШКО, 
А. Г. Лобанок

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
tsemashko@tut.by

Определена специфичность взаимодействия медиаторов различной хи-
мической природы с глюкозооксидазами грибов рода Penicillium и каталити-
ческие параметры ферментов. Кинетический анализ процессов в системах 
медиатор – фермент показал, что наиболее эффективными медиаторами элек-
тронного переноса в реакциях окисления глюкозы являются C15H17ClN4  
и С14H8NO2.

Введение. Глюкозооксидаза (ГО, β-D-глюкозо: О2-1-оксидо-
редуктаза, КФ 1.1.3.4), катализирующая окисление β-D-глюкозы 
до β-D-глюконолактона и пероксида водорода, широко исполь-
зуется в пищевой промышленности как антиоксидант и консер-
вант, в медицине − в качестве диагностического и терапевтиче-
ского средства. В химической промышленности фермент при-
меняется для получения гидрохинона, глюконовой кислоты и ее 
солей [1].

Для выявления целого ряда заболеваний важно иметь объек-
тивные данные о состоянии углеводного обмена у больных, од-
ним из показателей которого является уровень глюкозы в крови, 
а для проведения большого числа обследований нужны быстрые 
и точные методы анализа. Количественное определение глюко-
зы необходимо как в пищевой промышленности для контроля 
качества сырья и продукции, так и в медицине для наблюдения 
патофизиологического состояния человека. Глюкозные биосен-
соры очень популярны в клиниках и диагностических учрежде-
ниях, где они используются для периодического мониторинга 
уровня глюкозы в крови пациентов с сахарным диабетом. Для 
индивидуальных анализов необходимы персональные, простые 
в эксплуатации биосенсорные системы, поэтому разработка си-
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стем персонального мониторинга глюкозы в крови является ак-
туальной [2–4].

В основе функционирования глюкозного биосенсора лежит 
явление биокатализа и электрокатализа для преобразования био
химической реакции в электрический сигнал. В реакции биока-
тализа под действием ГО при использовании кислорода как  
акцептора электронов β-D-глюкоза окисляется до D-глюконо-
лактона с образованием пероксида водорода:

β-D-глюкоза + О2 => β-D-глюконолактон + Н2О2.
Регистрация сигнала осуществляется путем передачи элек-

тронов с фермента на электрод с использованием в качестве по-
средника различных химических соединений, именуемых меди-
аторами электронного транспорта. Специфичность взаимодей-
ствия данных веществ с ферментами во многом зависит от их 
природы [2]. Известно, что медиатор должен обладать рядом 
свойств: легко переходить из окисленного состояния в восста-
новленное и обратно, быть нетоксичным для фермента, всту-
пать в реакцию с субстратом [3]. 

Цель исследования − проанализировать влияние ряда меди-
аторов на каталитические свойства глюкозооксидаз грибов рода 
Penicillium и подобрать пары фермент-посредник для создания 
эффективных биосенсорных систем.

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния являлись мицелиальные грибы – продуценты внеклеточных 
глюкозооксидаз: Penicillium adametzii ЛФ F-2044.1 [5] и P. funi
culosum 46.1 [6].

Грибы выращивали на жидких питательных средах оптими-
зированного состава. Культивирование осуществляли в колбах 
Эрленмейера объемом 250 мл с 50 мл питательной среды на ка-
чалке (180 об/мин) при 24–26 °С в течение 96 ч. Посевным мате-
риалом служила водная суспензия спор ((4–6) × 104 спор/мл), по-
лученных после выращивания грибов на агаризованной среде 
Чапека при 24–26 °С в течение 7 сут. По окончании культивиро-
вания биомассу грибов отделяли фильтрованием, а полученный 
фильтрат культуральной жидкости использовали для выделения 
ГО методом ультрафильтрации.

Ультрафильтрацию осуществляли с помощью половолокон-
ного мембранного элемента МПВЭ ПС 10М-0.2 (мембрана ПС-10М 
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(МИФИЛ, Беларусь) с номинально минимальным массовым 
пределом задержания 10 кДа) и ячейки с радиальным перемеши-
ванием (мембрана УПМ 20 («Владипор», РФ) с номинально ми-
нимальным массовым пределом задержания 20 кДа). 

Активность ГО определяли спектрофотометрическим мето-
дом, основанном на энзиматическом превращении бензохинона 
в гидрохинон [7]. За единицу активности принимали такое ко-
личество фермента, которое катализирует образование 1 мМ 
H2O2 в течение 1 мин при 25 °С. 

Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорда [8].
Спектральный анализ ГО проводили на спектрофлуориметре 

«Solar CM 2203» (Беларусь) и спектрофотометре «Ultrospec-2100» 
(Швеция). Спектр поглощения ФАД изучали в диапазоне 300–
500 нм, спектр возбуждения ФАД – 300–500 нм (при λиспускания = 
530), спектр испускания ФАД – 500–600 нм (при λвозбуждения = 447, 
372). Спектр возбуждения белка изучали в диапазоне 240–300 нм, 
(при λиспускания = 330), спектр испускания – 300–400 нм (при  
λвозбуждения = 290).

При расчетах концентрации ГО использовали молярный ко-
эффициент экстинкции фермента, равный 2,21 × 104 М–1см–1.

Флуорометрические исследования взаимодействий ГО  
((1–5) × 10–6 М) с медиаторами (10–6–10–5 М) проводили в 0,05 М 
фосфатном буфере (рН 6,0). 

В качестве медиаторов применяли С12H6N2O2 (9,10-фенантро-
лин-5,6-дион), С14H8NO2 (9,10- фенантренхинон), С15H12NO3 (2-(3-гид- 
роксипропил)-1H-бензо[де]изохинолин -1,3(2H)-дион), С30H28N2S4 
(1,6-бис(2,5-ди(тиофен-2-ил)-1H- пиррол-1-ил)гексан), C11H10FeO 
(ферроценкарбоксильная кислота), C12H14FeO (метилферроцен-
метанол), C11H10FeO (ферроценкарбоксальдегид)) C15H17ClN4 (3-ами-
но-7-диметиламино-2-метилфеназин гидрохлорид), C14H14N2O4S 
(5- метилфеназиния метилсульфат).

Для анализа стабильности препаратов глюкозооксидаз (в кон
центрации 105 М) использовали комбинации медиаторов (в кон-
центрации 5 × 10–6 М) и электролитов (0,8 М NaCl, 0,8 М KCl,  
8 × 10–6 М лизоцим).

Все опыты проводили в трех-пятикратных повторностях.  
О достоверности различий судили по критерию Стьюдента при 
Р = 0,05.
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Результаты и обсуждение. В экспериментах использовали 
концентраты ГО, полученные методом ультрафильтрации филь-
трата культуральной жидкости грибов (P. funiculosum 46.1 (актив-
ность фермента – 1100 ед/мл, удельная активность – 82 ед/мг бел-
ка) и P. adametzii ЛФ F-2044.1 (активность фермента – 1080 ед/мл, 
удельная активность – 86 ед/мг белка)).

Исследована возможность использования в качестве медиа-
торов ГО грибов рода Penicillium трех групп химических соеди-
нений: хиноновых, анизидиновых и железосодержащих, приме-
няемых в электрон-транспортном катализе.

Установлено, что начальная скорость реакции окисления глю
козы, катализируемой ГО Р.  adametzii ЛФ F-2044.1 и P. funicu
losum 46.1, в присутствии всех исследуемых соединений, кроме 
С30H28N2S4, увеличивалась в 1,12–1,40 раза по сравнению с кон-
тролем. Анализ кинетических характеристик ГО показал, что 
под воздействием медиаторов сродство ферментов к субстрату 
увеличивается в 1,12–2,10 раза (также за исключением С30H28N2S4), 
а эффективность окисления β-D-глюкозы – в 1,15–1,80 раза. Наи-
лучшие каталитические показатели отмечены при использова-
нии в качестве медиаторов C15H17ClN4, С14H8NO2 (таблица).

Флуорометрические исследования взаимодействий ГО с ме-
диаторами показали, что длины волн максимумов испускания 
практически не отличаются от таковых нативного фермента, из-
меняется лишь интенсивность флуоресценции ФАД (окисленно-
го) и ФАДН2 (восстановленного) в максимуме λ455.

Наилучшие результаты отмечены при использовании в каче-
стве медиаторов вышеуказанных соединений. Разница интен-
сивности флуоресценции испускания между ФАД и ФАДН2 в этих 
случаях была максимальна (рисунок).

Поскольку одна субъединица ГО содержит флуоресциру- 
ющие аминокислотные остатки (триптофан, тирозин и фенила-
ланин), интенсивность спектров возбуждения и испускания бел-
ка легко определяется, а путем измерения поляризации можно 
выявить влияние различных соединений на его структуру. 

Установлено, что медиаторы практически не влияют на спектр 
возбуждения белка. При исследовании интенсивности спектра 
испускания композитов, содержащих ГО и медиаторы, наблю- 
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далось снижение данного показателя на 18–56  %. Полученные 
результаты свидетельствуют о конформационных изменениях  
в структуре апофермента. 

Проверена стабильность систем фермент – медиатор со ста-
билизаторами (0,8 М NaCl, 0,8 М KCl, 8 × 10–6 М лизоцимом)  
в различных комбинациях. Всего получено и заложено на дли-
тельное хранение 72 образца препаратов.

Установлено, что введение в препараты стабилизаторов во 
всех исследуемых комбинациях практически не влияло на ката-
литические характеристики ферментов. Начальная скорость ре-
акции окисления глюкозы, катализируемой ГО Р.  adametzii  
ЛФ F-2044.1 и P. funiculosum 46.1, составляла 0,9 – 2,4 × 10-8  
и 1,3 – 3,5 × 10–8 М/с соответственно. Согласно спектрофлуориме-
трическому анализу, интенсивность флуоресценции ФАД также 
оставалась на прежнем уровне.

Влияние медиаторов на каталитические характеристики ГО

Медиатор Каталитические  
параметры

ГО

P. funiculosum 46.1 P. adametzii ЛФ F-2044.1

С11Н10FeO2
Km, мМ 11,5 12,4

k kat/Km, М-1с-1 79 068,1 84 565,1

С12Н14FeO Km, мМ 11,0 12,9
k kat/Km, М–1с–1 80 266,1 79 361,1

С11Н11FeO Km, мМ 11,8 12,9
k kat/Km, М–1с–1 83 860,1 76 759,1

С12H6N2O2

Km, мМ 13,3 13,2
k kat/Km, М–1с–1 83 860,1 78 060,1

С14H8NO2

Km, мМ 7,3 11,0
k kat/Km, М–1с–1 107 820,2 91 070,1

С15H12NO3

Km, мМ 13,8 12,5
k kat/Km, М–1с–1 68 885,1 75 458,1

C15H17ClN4

Km, мМ 11,1 12,8
k kat/Km, М–1с–1 93027,0 90 625,0

С30H28N2S4

Km, мМ 38,5 32,9
k kat/Km, М–1с–1 35940,1 42 282,6

C14H14N2O4S
Km, мМ 9,6 11,4

k kat/Km, М–1с–1 83860,1 80 662,1

Контроль Km, мМ 15,4 14,8
k kat/Km, М–1с–1 59900,1 65 050,1
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Показано, что через месяц хранения активность во всех пре-
паратах оставалась на прежнем уровне (96–100 % по сравнению 
с исходной). Через 4 месяца в препаратах модифицированных 
ферментов сохранялось 64–100 % активности (в контрольных 
вариантах с нативными глюкозооксидазами – 62–66  %), через 
6 месяцев – от 56 до 100 % ферментативной активности. Макси-
мальная стабильность выявлена у препаратов, содержащих NaCl 
(для фермента P.  adametzii ЛФ F-2044.1), KCl (для фермента 
P. funiculosum 46.1) в комбинации с анизидиновыми (С12H6N2O2, 
С14H8NO2, C14H14N2O4S) и железосодержащими (C10H10Fe, C11H10FeO, 
C12H14FeO) медиаторами.

Заключение. Определена специфичность взаимодействия 
медиаторов различной химической природы с глюкозооксидаза-

Влияние медиаторов на интенсивность флуоресценции ФАД / ФАДН2 ГО 
Р. adametzii ЛФ F-2044.1 (а) и P. funiculosum 46.1 (б)
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ми грибов рода Penicillium и каталитические параметры фермен-
тов. Кинетический анализ процессов в системах медиатор – фер-
мент показал, что наиболее эффективными медиаторами элек-
тронного переноса в реакциях окисления глюкозы являются 
C15H17ClN4 и С14H8NO2.
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Разработан высокоэффективный биоактиватор «Антойл+», предназна-
ченный для очистки коммунально-бытовых сточных вод. Препарат с успехом 
может использоваться на биологических очистных сооружениях любого типа 
как в качестве биозагрузки, так и в качестве активатора иловой смеси. Эффек-
тивность очистки бытового стока в септике при применении биоактиватора 
составляет 85–92 %. Интенсификация очистки коммунально-бытовых сточ-
ных вод на биологических очистных сооружениях ЖКХ под влиянием интро-
дуцированного препарата составляет 15–20 %.

Введение. Рациональное использование природных ресур-
сов и охрана окружающей среды относятся к числу важнейших 
задач современности. С целью предотвращения загрязнения вод
ных объектов разрабатываются новые эффективные техноло- 
гии и сооружения для очистки сточных вод. В настоящее время 
в экологической биотехнологии наиболее часто применяют ми-
кробные препараты – биоактиваторы, ускоряющие процесс био-
логической очистки сточных вод. Основа таких препаратов – 
специально подобранные микроорганизмы, осуществляющие 
эффективную утилизацию разнообразных органических и неор-
ганических веществ. 

Очистка коммунально-бытовых сточных вод при помощи 
биопрепаратов – это эффективный, не требующий больших фи-
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нансовых вложений и экологически безопасный способ решения 
проблемы очистки автономных систем канализаций. 

Микробные препараты значительно ускоряют процесс раз-
ложения органических отходов (что позволяет увеличить ско-
рость и качество очистки), разжижают донные осадки и устра-
няют запахи. Биоактиваторы эффективны для ввода в эксплуа-
тацию новых очистных сооружений, быстрого старта процессов 
очистки после длительных перерывов, а также при максималь-
ных нагрузках на канализацию и просто для профилактики за-
соров. 

Целью работы является оценка эффективности очистки бы-
товых сточных вод с помощью биоактиватора «Антойл+».

Объекты и методы исследования. Объектом исследования 
являлся новый отечественный биоактиватор для автономных 
систем канализаций «Антойл+». 

Деструктивный потенциал ассоциаций на основе ранее ото-
бранных культур микроорганизмов-деструкторов изучали на 
сточной воде частной автономной канализации Минского р-на, 
характеризовавшейся следующими показателями (мг/л): ХПК – 
620,0; БПК5 – 230,0; жиры – 50,0; азот аммонийный – 24,0; ни-
тратный азот – 1,4; фосфаты – 0,3; нефтепродукты – 1,0; СПАВ 
(анионные) – 3,1; фенол – 0,007. Динамику процесса очистки 
коммунального стока наблюдали на протяжении 14 сут. Отбор 
проб для проведения анализов осуществляли каждые сутки. 

Зависимость эффективности очистки бытовых сточных вод 
биоактиватором «Антойл+» от состава стока и условий протека-
ния процесса очистки исследовали на сточных бытовых водах  
с исходным ХПК 250–620 мг/л на протяжении одного месяца. 

Производственные испытания биоктиватора «Антойл+» про
водили в условиях септика частной коттеджной застройки Логой
ского р-на Минской обл., а также на биологических очистных 
сооружениях г. Береза. 

Характеристика усредненных сточных вод, поступающих  
в септик (мг/л): ХПК – 248,8; БПК5 – 176,0; жиры – 42,0; азот ам-
монийный – 72,9; нитратный азот – 1,1; нитритный азот – 3,45; 
фосфаты – 0,2; СПАВ (анионные) – 2,7; фенол – 0,006. Условия 
проведения процесса очистки: температура бытовых стоков в сеп
тике – 16–26 °С, без аэрации, перемешивания и доступа света. 
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Сточные воды, поступающие на очистные сооружения г. Бе-
реза, характеризовались 140–320 мг/л ХПК.

Определение основных показателей очистки сточных вод 
проводили в соответствии с утвержденными методиками:

химическое потребление кислорода (ХПК) согласно ГОСТ 
31859- 2012 [1]; 

биологическое потребление кислорода (БПК) по СТБ 17.13.05-
23-2011 [2];

концентрация нитрат-ионов в сточных водах согласно ПНД 
Ф 14.1:2.4-95 [3];

массовая концентрация нитрит-ионов в сточных водах с ре-
активом Грисса согласно ПНД Ф 14.1:2.3-95 [4];

определение ионов аммония в сточных водах с реактивом 
Несслера по ПНД Ф 14.1:2.1-95 [5];

концентрация фосфатов в сточных водах экстракционно-фо-
тометрическим методом [6];

содержание анионных и катионных поверхностно-активных 
веществ (ПАВ) в сточных водах согласно ПНД Ф 14.1:2.15-95  
и ПНД Ф 14.1:2.16-95 [7, 8];

массовая концентрация летучих фенолов в сточной воде уско
ренным экстракционно-фотометрическим методом без отгонки 
(ПНД Ф 14.1:2.104-97) [9];

количество жиров в сточной воде гравиметрическим мето-
дом [10]. 

Результаты и обсуждение. С целью создания высокоэффек-
тивного биоактиватора для автономных систем канализаций 
был изучен деструктивный потенциал созданных ассоциаций 
на основе ранее отобранных монокультур Bacillus sp. К-1, Bacil-
lus sp. БАК-1, Rhodococcus sp.1НГ [11]: 

№ 1 – Bacillus sp. К-1 и Bacillus sp. БАК-1;
№ 2 – Bacillus sp. К-1 и Rhodococcus sp.1НГ;
№ 3 – Bacillus sp. БАК-1 и Rhodococcus sp.1НГ;
№ 4 – Rhodococcus sp.1НГ, Bacillus sp. БАК-1 и Bacillus sp. К-1.
Степень очистки сточных вод по основным контролируемым 

параметрам полученными ассоциациями приведена в табл. 1. 
Выявлено, что очистка сточных вод с исходным ХПК, рав-

ным 620 мг О2/л, более эффективно происходит под влиянием 



Биотехнологии для контроля окружающей среды	 521

ассоциаций, а не монокультур. Эффективность очистки по ХПК 
на 7-е сут составляет не менее 55 % с максимальной степенью 
очистки 68 % ассоциацией № 4. Данный консорциум эффектив-
но утилизирует в сточных водах как органические соединения 
(ПАВ, жиры, нефтепродукты, фенолы), так и снижает содержа-
ние в стоках соединений азота и фосфора.

Высокий деструктивный потенциал ассоциации № 4, вклю-
чающей штаммы Bacillus sp. K-1, Bacillus sp. БАK-1, Rhodococcus 
sp. 1НГ, послужил основанием для включения ее в состав биоак-
тиватора «Антойл+».

Проведена серия лабораторных исследований зависимости 
эффективности очистки бытовых сточных вод биоактиватором 
от состава стока и условий протекания процесса очистки. Уста-
новлено, что степень микробной очистки бытовых стоков с ис-
ходным ХПК 250–620 мг/л без аэрирования составляет 50–60 % 
по ХПК на 7-е сут, а окисление легкоокисляемых органических 
веществ по БПК5 – не менее 60 %. Полная очистка коммуналь-
но-бытовых стоков с помощью биоактиватора «Антойл+» осу-
ществляется на 10–18-е сутки в зависимости от состава сточных 
вод. Эффективность очистки бытовых стоков при использова-

Т а б л и ц а  1.  Эффективность очистки бытовых сточных вод 
монокультурами и ассоциациями (7 сут) 
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Bacillus sp. К-1 44 55 43 26 25 85 36 19 61 7
Bacillus sp. БАК-1 31 35 39 29 23 75 19 40 60 4
Rhodococcus sp.1НГ 20 52 49 49 27 95 32 35 54 12
Ассоциация № 1 55 43 48 48 25 90 34 41 55 10
Ассоциация № 2 62 60 56 51 29 95 38 43 60 14
Ассоциация № 3 60 56 55 48 28 95 36 39 59 11
Ассоциация № 4 68 75 65 58 35 95 40 45 61 15
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нии биоактиватора в условиях постоянной и периодической аэ-
рации по сравнению с очисткой без подачи воздуха выше на 15  
и 12 % соответственно. Очистка в условиях пониженных темпе-
ратур (10–15 °С) снижает степень очистки коммунальных сто-
ков в среднем на 17–23 %. 

Наличие в бытовых стоках повышенных концентраций жи-
ров (100 мг/л) и поверхностно-активных веществ (10 мг/л) прак-
тически не сказывается на эффективности очистки. Установлено, 
что в условиях отсутствия аэрации и перемешивания степень 
очистки коммунальных сточных вод от жировых соединений  
и моющих средств на 7-е сут составляла 52 и 42 % соответствен-
но. Постоянная аэрация и перемешивание увеличивали степень 
очистки от данных соединений не более чем на 5 %. Полная 
очистка коммунально-бытовых сточных вод с повышенным со-
держанием жиров и ПАВ биоактиватором «Антойл+» осущест-
влялась на 10–21-е сут в зависимости от состава стока и условий 
протекания процесса очистки. Экспериментальным путем опре-
делена оптимальная доза внесения биоактиватора – 300 мл препа-
рата с титром жизнеспособных клеток не менее 10 млрд КОЕ/мл.

Опытная партия биоактиватора «Антойл+» в количестве 3 л 
с титром 2,1 × 1010 КОЕ/мл введена в септик частной коттеджной 
застройки Логойского р-на Минской обл. Объем септика состав-
лял 5 м3. Препарат вносился равными долями дважды. Повтор-
ное внесение препарата произошло через месяц.

Контроль нормируемых показателей качества очищаемой 
сточной воды выявил динамику стабильного снижения содер-
жания в ней жиров, фосфатов, аммонийного и нитратного азота, 
СПАВ и фенола при внесении в бытовой сток биоактиватора 
«Антойл+» (табл. 2). 

Установлено, что на 7-е сут после внесения препарата в сточ-
ную воду эффективность микробной очистки бытовых стоков 
по ХПК составляет 58 %, а на 14-е сут – не менее 92 %. На 3-й 
месяц после внесения биоактиватора в септик отмечается незна-
чительное снижение эффективности очистки бытовых стоков. 
Устранение неприятных запахов от септика отмечалось на 10-е сут, 
разжижение донных осадков – на 21-е сут (рисунок). 
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Часть опытно-промышленной партии биоактиватора «Ан-
тойл+» была использована в качестве активатора иловой смеси 
на городских очистных сооружениях ЖКХ г. Береза. До внесе-
ния препарата в аэротенк активный ил очистных сооружений 
находился в начальной стадии нитчатого вспухания, хлопья ак-
тивного ила обладали низкой седиментационной способностью. 
Биоценоз характеризовался средним видовым разнообразием, 
доминировали нитчатые микроорганизмы. Через 2 нед. после 
внесения биоактиватора в активном иле опытного аэротенка от-
мечено полное угнетение нитчатых микроорганизмов, а видовое 
разнообразие биоценоза активного ила увеличилось в 1,5 раза. 
Отмечено большое количество прикрепленных и колониальных 
инфузорий. 

Не менее важной проблемой большинства городских биоло-
гических очистных сооружений Беларуси является обеспечение 

Т а б л и ц а  2.  Эффективность очистки бытовых сточных вод в септике  
с использованием биоактиватора «Антойл+»
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7 сут 58 71 47 11 74 32 29 35 35
14 сут 92 80 78 49 100 71 30 41 53
1 мес. 94 88 82 63 100 78 55 47 60
3 мес. 85 76 79 57 91 63 50 39 52

Контроль нормируемых показателей качества очищаемой сточной воды 

выявил динамику стабильного снижения содержания в ней жиров, фосфатов, 

аммонийного и нитратного азота, СПАВ и фенола при внесении в бытовой сток 

биоактиватора «Антойл+» (табл. 2).  

 
Таблица 2. Эффективность очистки бытовых сточных вод в септике  

с использованием биоактиватора «Антойл+» 
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7 суток 58 71 47 11 74 32 29 35 35 
14 суток 92 80 78 49 100 71 30 41 53 
1 месяц 94 88 82 63 100 78 55 47 60 
3 месяца 85 76 79 57 91 63 50 39 52 

 

Установлено, что на 7-е сутки после внесения препарата в сточную воду 

эффективность микробной очистки бытовых стоков по ХПК составляет 58 %, а 

на 14 сутки – не менее 92 %. На 3-й месяц после внесения биоактиватора в сеп-

тик отмечается незначительное снижение эффективности очистки бытовых 

стоков. Устранение неприятных запахов от септика отмечалось на 10-е сутки, 

разжижение донных осадков – на 21-е сутки (рис.1).  

 
Рис. 1. Утилизация донных осадков в процессе очистки биоактиватором «Антойл+»  

в условиях септика 
 

Часть опытно-промышленной партии биоактиватора «Антойл+» была ис-

пользована в качестве активатора иловой смеси на городских очистных соору-

жениях ЖКХ г. Береза. До внесения препарата в аэротенк активный ил очист-

ных сооружений находился в начальной стадии нитчатого вспухания, хлопья 

Утилизация донных осадков в процессе очистки биоактиватором «Антойл+» 
в условиях септика
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эффективного отделения активного ила от очищенной воды. 
Ухудшение седиментации ила ведет к нарушению работы вто-
ричных отстойников, выносу биомассы активного ила из систем 
очистных сооружений и, как следствие, уменьшению его кон-
центрации в аэротенке. В результате этого эффективность рабо-
ты очистных сооружений снижается, а степень очистки сточных 
вод ухудшается. Применение препарата «Антойл+» позволило 
снизить осаждаемость иловой смеси до 38 см3 / 100 см3 по срав-
нению с 67–85 см3 / 100 см3 в контрольных аэротенках без внесе-
ния препарата. Степень очистки по ХПК в исследуемом аэро-
тенке увеличилась на 15–20 %. Содержание азотной группы  
в воде после очистки в 1,5–2,3 раза ниже, чем в контрольных 
очистных. Стоит отметить, что нагрузка на опытный аэротенк 
по объему поступающих на очистку стоков по сравнению с кон-
трольными на 15 % выше. 

Производственные испытания биоактиватора «Антойл+» сви-
детельствуют о перспективности его использования в очистке 
бытовых сточных вод как в условиях частных автономных кана-
лизаций, так и в условиях биологических очистных сооружений 
жилищно-коммунальных хозяйств. 

Заключение. Создан высокоэффективный биоактиватор 
«Антойл+» для очистки коммунально-бытовых сточных вод  
в биологических очистных сооружениях любого типа. Испыта-
ния опытной партии биоактиватора «Антойл+» показали, что он 
эффективен для запуска и формирования биоценоза автономных 
систем канализаций. Эффективность очистки бытового стока 
при применении биоактиватора в условиях септика составляет 
85–92 %. 

Производственные испытания в условиях городских очист-
ных сооружений показали, что биоактиватор «Антойл+» эффек-
тивен для устранения начальной стадии нитчатого вспухания 
активного ила. Интродуцированные микроорганизмы биоакти-
ватора позволяют быстро достичь стабильности в работе систе-
мы биологической очистки, увеличить окислительную мощ-
ность активного ила, а также улучшить его седиментационные 
свойства. 
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BIOACTIVATOR «ANTOIL+» AND PERSPECTIVES OF ITS  
APPLICATION FOR PURIFICATION OF MUNICIPAL SEWAGE
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A highly effective bioactivator “Antoil+” has been developed for the treatment 
of municipal sewage. The biopreparation can be successfully used on biological 
wastewater treatment plants of any type, both as a bio-load and as an activator of a 
sludge mixture. The effectiveness of domestic wastewater treatment in a septic tank 
was 85–92 %, and the intensification of wastewater treatment in urban wastewater 
treatment plants was 15–20 %.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ КОРРОЗИЯ  
МАГИСТРАЛЬНЫХ ТРУБОПРОВОДОВ 

Е. М. ГЛУШЕНЬ, Г. М. ПЕТРОВА

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
gem@mbio.bas-net.by

Установлено, что в условиях Беларуси магистральные трубопроводы под-
вергаются микробиологической коррозии, где наиболее активными коррози-
онными агентами выступает бактериальная микрофлора и, в частности, суль-
фатредуцирующие и железобактерии. Выявлены закономерности развития 
микроорганизмов, указывающие на способность почвенного «околотрубно-
го» микробного ценоза вызывать процессы биоповреждения трубопроводов. 
Повреждающий процесс усиливается по направлению от почвы, окружающей 
магистральные трубопроводные сети, через изоляционные материалы к по-
верхности трубопровода.

Введение. Трубопроводный транспорт является самым рас-
пространенным в мире способом доставки разнообразного сы-
рья и продуктов. Большинство эксплуатируемых отечественных 
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трубопроводов металлические, вследствие чего главной причи-
ной их разрушения является коррозия. 

Проблема защиты металлических конструкций от коррозии 
существует с момента начала их использования. По оценкам 
специалистов, коррозия наносит огромный экономический ущерб 
в размере 3,0–3,5 % от валового национального продукта. На се-
годняшний день во всех развитых странах активно ведутся ис-
следования причин, вызывающих коррозию, а также разработка 
методов борьбы с ней, поскольку они дают весомый экономиче-
ский эффект, обеспечивая сокращение затрат на ремонт и заме-
ну коррозированных конструкций [1].

Существует множество видов коррозии металла, различаю-
щихся по характеру, виду и условиям разрушения. Наиболее 
распространенной и разрушительной считается почвенная кор-
розия, которая приводит к ежегодной потере 20–40 % металла. 
Существенное влияние на почвенную коррозию металлических 
конструкций оказывают почвенные микроорганизмы. Воздей-
ствие микроорганизмов на металлы связано, прежде всего, с об-
разованием ими агрессивных метаболитов, создающих коррози-
онно-активную среду, в которой при наличии воды протекает 
коррозия по обычным законам электрохимии [2–4]. 

Биокоррозия, в свою очередь, делится на бактериальную  
и микологическую, наиболее распространенной и разрушитель-
ной является именно бактериальная [5]. В связи с высокими 
адаптационными свойствами бактерий ко всевозможным усло-
виям окружающей среды биокоррозия может протекать при ши-
роком температурном диапазоне (6–40 °С) и рН среды в преде-
лах от 1,0 до 10,5. 

Различается аэробная и анаэробная биокоррозия металлов. 
Причиной аэробной коррозии являются тионовые, нитрифици-
рующие и железобактерии. В результате образования продуктов 
жизнедеятельности нитрифицирующих и тионовых бактерий, 
таких как азотная и серная кислоты, создаются условия для ин-
тенсификации коррозионного процесса металлов. Следует отме-
тить, что роль тионовых бактерий как фактора коррозии метал-
лов не сводится только к образованию серной кислоты. Так, 
Thiobacillus ferrooxidans способны окислять закисное сернокис-
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лое железо до чрезвычайно агрессивного по отношению к ме-
таллам окисного железа, которое, в свою очередь, восстанавли-
вается до закисного, снова окисляемого тионовыми бактериями 
до окисного. В благоприятных условиях для развития тионовых 
бактерий данный процесс может идти беспрерывно, вследствие 
чего существует угроза постоянного разрушения металличе-
ских конструкций [6]. Кислые агрессивные среды могут образо-
вываться также в результате жизнедеятельности нитрифициру-
ющих бактерий. Первая и вторая стадии нитрификации связаны 
с образованием азотной кислоты за счет окисления аммиака 
бактериями Nitrosomonas, Nitrosocystis, Nitrobacter и т. д. [2, 3].

Железобактерии участвуют в процессе аэробной коррозии 
по иному механизму – путем образования дифференцированно 
аэрируемых ячеек на поверхности металла, в которых аэрируе-
мые участки характеризуются высоким потенциалом и действуют 
как катод, а менее аэрируемые участки под каверной функцио-
нируют как анод. В анодной зоне металл растворяется, и начи-
нается процесс коррозии. Ионы двухвалентного железа, попада-
ющие в раствор у анода, сразу же превращаются в гидроокиси. 
При этом ионы трехвалентного железа, которые образовались 
при окислении двухвалентного железа, также реагируют с во-
дой и переходят в гидроокиси. Далее ионы гидроксила исполь-
зуются при гидролизе, а излишек ионов водорода вызывает под-
кисление среды в кавернах в целом. Подкисленная таким образом 
до рН 5–6 среда, содержащая ионы железа, кислород, углекис-
лый газ, нитраты и аммонийные соли, оптимальна для развития 
железобактерий. Каверны, как правило, образуются на неровно-
стях труб и чаще всего на месте сварных швов [7–8].

Анаэробная коррозия металлов обусловлена, прежде всего, 
жизнедеятельностью сульфатредуцирующих бактерий, относя-
щихся к родам Desulfovibrio и Desulfotomaculum, ответственных 
за восстановление сульфатов до сероводорода [9]. Микробиоло-
гическая коррозия данного типа, как правило, является вторичным 
процессом и развивается вслед за обычной электрохимической 
коррозией. При этом под слоем ржавчины создаются благопри-
ятные анаэробные условия для развития сульфатредуцирующих 
бактерий [10].
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Цель исследования – анализ биокоррозионных процессов 
подземных магистральных трубопроводов Беларуси.

Материалы и методы. Объектами исследования являлись 
участки магистральных трубопроводов со сроком эксплуатации 
5–15 лет и глубиной залегания 150–250 см:

шурф № 1 – трубопровод со сроком эксплуатации 5 лет и глу
биной залегания 200 см;

шурф № 2 – трубопровод со сроком эксплуатации 15 лет  
и глубиной залегания 150 см;

шурф № 3 – трубопровод со сроком эксплуатации 7 лет и глу
биной залегания 150 см;

шурф № 4 – трубопровод со сроком эксплуатации 12 лет  
и глубиной залегания 250 см.

Соскоб с поверхности трубопровода (1 г) помещали в колбы 
со 100 мл стерильной воды и перемешивали на вортексе в тече-
ние 1 мин. Для микробиологических исследований методом 
предельных разведений высевали образцы на стандартные пи-
тательные среды: крахмало-аммиачный, мясо-сусловый и мясо- 
пептонный агар, среду Чапека [11]. 

Для выделения и культивирования железобактерий исполь-
зовали среду Лиске. Перед посевом стерильный железный поро-
шок вносили в пробирки и засевали водными образцами. Глу-
бинное культивирование вели при комнатной температуре на 
протяжении 1–2 нед. Бактерии рода Gallionella образуют на дне 
пробирок хлопья охристой окраски. Для определения бактерий 
рода Leptothrix применяли агаризованную среду Виноградского 
с железоаммониевой солью лимонной кислоты. Колонии Lep
tothrix имеют на данной среде коричневую окраску [12].

Для выделения и культивирования тионовых бактерий ис-
пользовали среду следующего состава (г/л): Na2S203 × 5H20 – 5,0; 
(NH4)2S04 – 0,4; K2HP04 – 4,0; КН2Р04 – 1,5; CaCl2 – 0,25; MgS04 × 
7H20 – 0,5; FeS04 – 0,01; рН 7. О развитии тионовых бактерий су-
дили по растворению серы, образованию пленки или помутне-
нию среды, падению рН раствора и присутствию в нем сульфа-
тов при обработке 5%-ным раствором BaCl2 в 2 н НС1 (выпаде-
ние белого осадка) [13].



530	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

Для обнаружения микроорганизмов, способных осаждать 
гидрат окиси железа, проводили также микроскопическое ис-
следование полученных водных образцов. Окрашенные эритро-
зином препараты рассматривали под микроскопом с иммерсион-
ным объективом. Клетки бактерий окрашивались в розовый 
цвет, а их чехлы приобретали ярко-синюю окраску [12]. 

Для выделения сульфатредуцирующих бактерий использо-
вали среду Постгейта. Культуры инкубировали в течение 3 нед. 
при 30 °С. Развитие сульфатредуцирующих бактерий реги- 
стрировали по почернению осадка в пробирках вследствие  
образования сернистого железа. Учет сульфатредуцирующих 
бактерий осуществляли методом Штурма на агаризованной сре-
де Таусона. Черные колонии сульфатредуцирующих бактерий 
становятся заметными на 3–4-е сутки инкубации. Количествен-
ный учет колоний проводили через 3–4 нед. [13–14].

Результаты и обсуждение. Отбор проб осуществлялся на 
участках магистральных трубопроводов на территории Респу-
блики Беларусь во время проведения плановых ремонтных ра-
бот (рис. 1). 

новых бактерий судили по растворению серы, образованию пленки или помут-

нению среды, падению рН раствора и присутствию в нем сульфатов при обра-

ботке 5%-ным раствором BaCl2 в 2н. НС1 (выпадение белого осадка) [13]. 

Для обнаружения микроорганизмов, способных осаждать гидрат окиси 

железа, проводили также микроскопическое исследование полученных водных 

образцов. Окрашенные эритрозином препараты рассматривали под микроско-

пом с иммерсионным объективом. Клетки бактерий окрашивались в розовый 

цвет, а их чехлы приобретали ярко-синюю окраску [12].  

Для выделения сульфатредуцирующих бактерий использовали среду По-

стгейта. Культуры инкубировали в течение 3 недель при 300С. Развитие суль-

фатредуцирующих бактерий регистрировали по почернению осадка в пробир-

ках вследствие образования сернистого железа. Учет сульфатредуцирующих 

бактерий осуществляли методом Штурма на агаризованной среде Таусона. 

Черные колонии сульфатредуцирующих бактерий становятся заметными на 

третьи-четвертые сутки инкубации. Количественный учет колоний проводили 

через 3-4 недели [13-14]. 

Результаты и обсуждение. Отбор проб осуществлялся на участках маги-

стральных трубопроводов на территории Республики Беларусь во время прове-

дения плановых ремонтных работ (рис. 1).  

 
Рис. 1. Отбор проб с магистральных трубопроводов 

 

Анализ образцов поверхности магистральных трубопроводов, пролегаю-

щих на территории Беларуси, свидетельствует о содержании в них гетеротроф-

ных бактерий, получающих энергию за счет окисления органических веществ. 

Рис. 1. Отбор проб с магистральных трубопроводов

Анализ образцов поверхности магистральных трубопроводов, 
пролегающих на территории Беларуси, свидетельствует о содер-
жании в них гетеротрофных бактерий, получающих энергию за 
счет окисления органических веществ. Повсеместное распро-
странение гетеротрофных бактерий, использующих органиче-
ские формы азота, обуславливает участие их в коррозионных 
процессах. Как известно, гетеротрофные микроорганизмы дей-
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ствуют как коррозионные агенты за счет продуцирования та-
ких агрессивных метаболитов, как органические кислоты, се-
роводород, углекислота, аммиак и т. д. Содержание гетеротро-
фов исследуемых почвенных образцов находилось в пределах 
1,8‒4,3 × 106 КОЕ/г почвы. В пробах со стенок трубопроводов 
данный показатель превышал эти значения более чем в 20 раз  
и составлял 4,1‒9,4 × 107 КОЕ/г почвы (табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Численность физиологических групп микроорганизмов  
в усредненных образцах, × 106 КОЕ/г сухой почвы

Проба
Аммони-

фи- 
каторы

Углеводород- 
окисляющие  

микроорганизмы

Авто- 
трофы

Литоавто-
трофы

Олиго- 
трофы

Почва на расстоянии 
1,5–2,0 м от трубопровода 0,04 0,15 0,68 0,74 0,78

«Околотрубная» почва, 
прилегающая к обмотке 
трубопровода

1,07 1,62 1,38 2,80 2,01

Почва, прилегающая непо-
средственно к металличе-
ской поверхности трубо-
провода 

0,10 0,06 0,002 0,79 0,32

Соскоб с трубопровода 0,50 0,65 1,03 0,94 1,29

Вблизи трубопроводов и на их поверхности численность ми-
кроорганизмов в почвенных образцах выше, чем на расстоянии 
1,5‒2,0 м от трубопровода. В почвенных образцах, взятых из 
прилегающего к поверхности труб слоя, количество всех изуча-
емых групп микроорганизмов выше, чем в почве вдали от тру-
бопровода. В образцах почвы, прилегающих к трубопроводу, 
численность аммонификаторов и углеводородокисляющих ми-
кроорганизмов на 1‒2 порядка выше, а количество автотрофов, 
литоавтотрофов и олиготрофов выше в 2‒3 раза. 

Углеводородокисляющие бактерии, находящиеся в «около-
трубных» почвенных образцах магистральных нефтепроводов, 
представлены в основном представителями рода Pseudomonas, 
являющимися активными поглотителями кислорода и создаю-
щими анаэробиоз. Псевдомонады используют кислород, раство-
ренный в закачиваемой воде, окисляя нефтяные углеводороды  
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с образованием таких промежуточных продуктов неполного 
окисления, как спирты, альдегиды, диоксид углерода, а также 
кислоты, которые далее в создавшихся анаэробных условиях по-
требляются сульфатвосстанавливающими бактериями. 

Примечательно, что почвенные образцы, отобранные из слоя, 
прилегающего непосредственно к металлу трубопровода, харак-
теризуются наименьшей численностью микроорганизмов, кото-
рая снова повышается в пробах соскоба с поверхности трубы. 
Скорее всего это связано с адсорбцией микроорганизмов метал-
лической поверхностью трубопровода.

Выявлена закономерность, проявляющаяся в усилении био-
коррозионного эффекта по направлению от почвы, окружающей 
магистральные трубопроводные сети, через изоляционные ма-
териалы к поверхности трубопровода. 

Во всех образцах, отобранных непосредственно с поверхно-
сти трубопроводов, присутствуют микроорганизмы, развиваю-
щиеся за счет окисления неорганических соединений железа  
и серы (табл. 2). А в почве, прилегающей к трубопроводу, опре-
делялись только железобактерии, наглядным доказательством 
чего служило появление во всех исследуемых образцах охристо-
го осадка на среде Лиске (рис. 2).

Т а б л и ц а  2.  Скрининг сульфатредуцирующих и железобактерий  
в отобранных образцах

№
про-
бы

Образец

Наличие в образцах бактерий, вызывающих  
коррозию металла

железобактерии сульфатреду- 
цирующие тионовые

К Контроль (стерильная 
дистиллированная вода) – – –

1 Шурф № 1 – труба +++ + +
2 Шурф № 2 – труба + +++ +
3 Шурф № 3 – труба ++ + +
4 Шурф № 3 – почва +++ – –
5 Шурф № 4 – труба + +++ +
6 Шурф № 4 – почва +++ – –
7 Шурф № 4 – обмотка ++ + +

П р и м е ч а н и е.  Обозначения: «–» – рост отсутствует; «+» – слабый 
рост; «++» – хороший рост; «+++» – обильный рост.
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Таблица 2. Скрининг сульфатредуцирующих и железобактерий  
в отобранных образцах 

№ 
про-
бы 

Образец 
Наличие в образцах бактерий, вызывающих коррозию металла 

железобактерии сульфатреду-
цирующие  тионовые 

К Контроль (стерильная дистиллиро-
ванная вода) – – – 

1 Шурф №1 – труба +++ + + 
2 Шурф № 2 – труба + +++ + 
3 Шурф №3 – труба ++ + + 
4 Шурф №3 – почва +++ – – 
5 Шурф №4 – труба + +++ + 
6 Шурф №4 – почва +++ – – 
7 Шурф №4 – обмотка ++ + + 

Примечание: «– » – рост отсутствует; «+» – слабый рост; «++» – хороший рост; «+++» – 
обильный рост. 
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Наиболее интенсивное образование охристого осадка зафик-
сировано в образцах, отобранных в пробе № 1 (шурф № 1, со-
скоб с поверхности трубопровода со сроком эксплуатации 5 лет 
и глубиной залегания 200 см), а также почвенных пробах № 4 и 6, 
прилегающих к трубопроводу (шурфы № 3, 4). 

Микроскопическими исследованиями в отобранных образ-
цах выявлены «классические» представители микробных кор-
розионных процессов – железобактерии родов Gallionella, Lep
tothryx и Crenothrix (рис. 3). В исследуемых образцах преобладали 
представители рода Galionella, характеризующиеся образовани-
ем скрученных ветвящихся нитей, покрытых гидроокисью же-
леза, а также в большом количестве выявлены палочковидные 
клетки, окруженные чехлами одинакового диаметра и собран-
ные в цепочки, относящиеся к роду Leptothrix.

Железобактерии непосредственно не разрушают металл, по-
скольку они могут использовать железо только в ионном состоя-
нии. Тем не менее под слоем отложений создаются благоприят-
ные условия для протекания коррозии за счет появления обла-
стей с различными потенциалами и создания анаэробных 
условий, которые способствуют развитию сульфатвосстанавли-
вающих бактерий.
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А, Б, – Gallionella, В – crenothrix, Г – leptothrix 

Рис. 3. Окрашенные препараты железобактерий, выделенных из исследуемых образцов 
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Из отобранных образцов с поверхности магистральных тру-
бопроводов были выделены сульфатредуцирующие бактерии, 
являющиеся активными участниками процесса анаэробной ста-
дии коррозии. Для получения накопительных культур суль- 
фатредуцирующих бактерий использовали среду Постгейта.  
О развитии сульфатредуцирующих бактерий судили по почер-
нению осадка в пробирках вследствие образования сернистого 
железа (рис. 4). Учет количества колоний сульфатредуцирую-
щих бактерий на агаризованной среде Постгейта проводили че-
рез 3–4 нед. Содержание сульфатредуцирующих бактерий нахо-
дилось на уровне 0,7–6,3 × 102 клеток в 1г образца. Выявлена за-
кономерность: чем больше срок эксплуатации трубопроводов, 
тем больше численность сульфатредуцирующих микроорга- 
низмов. 

а б

гв



Биотехнологии для контроля окружающей среды	 535

 
А, Б, – Gallionella, В – crenothrix, Г – leptothrix 

Рис. 3. Окрашенные препараты железобактерий, выделенных из исследуемых образцов 
 

Из отобранных образцов с поверхности магистральных трубопроводов 

были выделены сульфатредуцирующие бактерии, являющиеся активными 

участниками процесса анаэробной стадии коррозии. Для получения накопи-

тельных культур сульфатредуцирующих бактерий использовали среду Пост-

гейта. О развитии сульфатредуцирующих бактерий судили по почернению 

осадка в пробирках вследствие образования сернистого железа (рис. 4). Учет 

количества колоний сульфатредуцирующих бактерий на агаризованной среде 

Постгейта проводили через 3-4 недели. Содержание сульфатредуцирующих 

бактерий находилось на уровне 0,7-6,3×102 клеток в 1г образца. Выявлена зако-

номерность: чем больше срок эксплуатации трубопроводов, тем больше чис-

ленность сульфатредуцирующих микроорганизмов.  

 

А Б 

В Г 

 

Рис. 3. Окрашенные препараты железобактерий, выделенных из исследуемых 
образцов: а, б, – Gallionella; в – Crenothrix; г – Leptothrix

Из отобранных образцов с поверхности магистральных тру-
бопроводов были выделены сульфатредуцирующие бактерии, 
являющиеся активными участниками процесса анаэробной ста-
дии коррозии. Для получения накопительных культур суль- 
фатредуцирующих бактерий использовали среду Постгейта.  
О развитии сульфатредуцирующих бактерий судили по почер-
нению осадка в пробирках вследствие образования сернистого 
железа (рис. 4). Учет количества колоний сульфатредуцирую-
щих бактерий на агаризованной среде Постгейта проводили че-
рез 3–4 нед. Содержание сульфатредуцирующих бактерий нахо-
дилось на уровне 0,7–6,3 × 102 клеток в 1г образца. Выявлена за-
кономерность: чем больше срок эксплуатации трубопроводов, 
тем больше численность сульфатредуцирующих микроорга- 
низмов. 

 
Риc. 4. Развитие сульфатредуцирующих бактерий на среде Постгейта 

 

Сульфатредуцирующие бактерии восстанавливают окисное железо, в том 

числе и образованное в результате деятельности железобактерий. Это особенно 

наглядно проявляется в образцах, отобранных с трубопроводов со сроком экс-

плуатации 12-15 лет (шурф №2, 4), где под массой железобактерий (охристая 

окраска) развиваются черные сульфатредуцирующие бактерии (рис. 5). В об-

разце №3 (шурф №3, трубопровод со сроком эксплуатацией 7 лет) этот процесс 

менее выражен.  

В образцах, отобранных непосредственно с поверхности магистральных 

трубопроводов, обнаружены также тионовые бактерии. Данные микроорганиз-

мы являются коррозионно-опасными, так как они осуществляют окисление раз-

личных соединений серы до сульфатов и серной кислоты и вызывают сильное 

подкисление среды, что и отмечалось в данных пробах (рН сдвигалось с 7 до 4-

5). О развитии тионовых бактерий также свидетельствовало наличие сульфатов 

в селективной среде – при обработке ее 5%–ным раствором BaCl2 в 2н. НС1 

выпадал белый осадок. 

 

 

Риc. 4. Развитие сульфатредуцирующих бактерий на среде Постгейта

Сульфатредуцирующие бактерии восстанавливают окисное 
железо, в том числе и образованное в результате деятельности 
железобактерий. Это особенно наглядно проявляется в образцах, 
отобранных с трубопроводов со сроком эксплуатации 12–15 лет 
(шурфы № 2, 4), где под массой железобактерий (охристая окра-
ска) развиваются черные сульфатредуцирующие бактерии (рис. 5). 
В образце № 3 (шурф № 3, трубопровод со сроком эксплуатации 
7 лет) этот процесс менее выражен. 

В образцах, отобранных непосредственно с поверхности ма-
гистральных трубопроводов, обнаружены также тионовые бак-
терии. Данные микроорганизмы являются коррозионно-опас-
ными, так как осуществляют окисление различных соединений 
серы до сульфатов и серной кислоты и вызывают сильное под-
кисление среды, что и отмечалось в данных пробах (рН сдвига-
лось с 7 до 4–5). О развитии тионовых бактерий также свиде-
тельствовало наличие сульфатов в селективной среде – при об-
работке ее 5%-ным раствором BaCl2 в 2 н НС1 выпадал белый 
осадок.

Выявлено, что основным фактором почвенной биокоррозии 
магистральных трубопроводов является коррозионно-активное 
сообщество микроорганизмов. В коррозионном процессе уча-
ствуют бактерии многих видов, которые тесно связаны между со-
бой; условия для существования анаэробных бактерий создаются 
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благодаря деятельности аэробных бактерий. Доминирующим 
агентом анаэробной микробной коррозии подземных трубопро-
водов являются сульфатредуцирующие бактерии.

Заключение. Анализ отобранных образцов свидетельствует 
о присутствии в них микроорганизмов, способных вызывать 
коррозию металла. Почвенная микрофлора, участвующая в про-
цессах биокоррозии магистральных трубопроводов, представле-
на, в основном, бактериальными формами. Во всех образцах об-
наружены гетеротрофные бактерии, использующие органиче-
ские формы азота и серы и действующие как коррозионные 
агенты путем создания коррозионно-активных сред. 

Биоповреждающий процесс усиливается по направлению от 
почвы, окружающей магистральные трубопроводные сети, через 
изоляционные материалы к поверхности трубопровода. Уста-
новлено, что в условиях Беларуси магистральные трубопроводы 
подвергаются микробиологической коррозии, где наиболее ак-
тивными коррозионными агентами выступают сульфатредуци-
рующие и железобактерии. 

 
Рис. 5. Развитие сульфатредуцирующих бактерий под массой железобактерий  

в исследуемых образцах 
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It was found that in Belarusian environment main pipelines are exposed to 
microbial corrosion induced by most active bacterial agents, namely sulfate-
reducing and ferrobacteria. The revealed correlations in development of microbial 
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species indicate the ability of line-encircling soil biocenosis to provoke biodete
rioration process. The corrosive pattern is augmented in the following direction: 
from circumadjacent soil via insulation materials to the pipeline surface.
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АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
БИОПРЕПАРАТА «ЦБО-ИНТЕНС» ДЛЯ ОЧИСТКИ 

СТОЧНЫХ ВОД ЦЕЛЛЮЛОЗНО-БУМАЖНЫХ  
ПРЕДПРИЯТИЙ 

Д. И. КЕЛЬНИК, Е. М. ГЛУШЕНЬ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
gem@mbio.bas-net.by

Разработан высокоэффективный микробный препарат «ЦБО-интенс», ко
торый с успехом может быть использован для интродукции в активный ил 
биологических очистных сооружений с целью интенсификации очистки сточ
ных вод целлюлозно-бумажных предприятий. Производственные испытания 
препарата показали его высокую эффективность: степень очистки составила 
71–92 % по ХПК, 90–99 % по фенолу и 63–96 % по формальдегиду. Препарат 
«ЦБО-интенс» может с успехом использоваться для борьбы с нитчатым вспу-
ханием активного ила. 

Введение. Целлюлозно-бумажная и деревообрабатывающая 
промышленность является одной из ведущих отраслей народно-
го хозяйства и одной из самых экологически опасных из-за боль-
шого разнообразия токсичных выбросов и сбросов, а также вы-
соких концентраций ксенобиотиков в атмосфере и гидросфере 
вблизи предприятий данного профиля [1, 2].

С целью снижения негативного влияния на окружающую 
среду вредных выбросов производств необходима не только мо-
дернизация очистных сооружений, но и совершенствование тех-
нологического процесса производств, а также разработка эколо-
гически безопасных технологий очистки сточных вод, а именно 
глубокой очистки от растворенных органических веществ. Из 
применяемых методов очистки биологический наиболее пер-
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спективен, так как он основан на использовании микроорганиз-
мами содержащихся в сточных водах различных соединений  
в качестве ростовых субстратов. Несомненными преимущества-
ми биологического способа очистки сточных вод являются воз-
можность удаления из стоков органических и неорганических 
веществ различного химического строения, простота аппара-
турного оформления и протекания процесса, а также относи-
тельно невысокие эксплуатационные расходы [3, 4]. 

Основополагающим фактором при очистке сточных вод яв-
ляется стабильность работы очистных сооружений. На всех цел-
люлозно-бумажных и деревообрабатывающих предприятий Бела-
руси, а также большинстве предприятий за рубежом для очистки 
сточных вод перед сбросом в водоем применяются именно био-
логические методы. 

В настоящее время с целью интенсификации биоочистки 
промышленных стоков активно используется метод усиления 
микробной популяции активного ила. Для интенсификации 
очистки сточных вод применяют микроорганизмы различной 
таксономической принадлежности и, как правило, узкоспециа-
лизированные – на утилизацию конкретных загрязнителей. Так, 
для очистки сточных вод от фенола используются бактерии рода 
Pseudomonas, Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus и Sphingomonas. 
Микроорганизмы родов Pseudomonas, Halomonas, Methylotropha 
Debariomyces и Trichosporon, Hansenula, Candida и Gliocladium 
способны осуществлять утилизацию формальдегида [5–7]. И лишь 
единичные исследования посвящены микробной деструкции 
смесей органических соединений, содержащихся в сточных во-
дах целлюлозно-бумажных и деревообрабатывающих пред- 
приятий [8]. 

На территории Республики Беларусь и стран СНГ до недав-
него времени отсутствовали технологии биоинтенсификации 
очистки сточных вод предприятий деревообрабатывающего  
и целлюлозно-бумажного профиля. Сотрудниками Института 
микробиологии НАН Беларуси разработан новый высокоэффек-
тивный биопрепарат «ЦБО-интенс» для дополнения биологиче-
ской популяции активного ила с целью интенсификации очистки 
сточных вод предприятий деревообрабатывающей и целлюлоз-
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но-бумажной отрасли. В состав препарата входят высокоактив-
ные штаммы-деструкторы основных загрязняющих веществ, при
сущих предприятиям данной отрасли. Широкий спектр окисля-
емых органических соединений и возможность использования 
препарата на основе микроорганизмов в технологиях очистки 
производственных сточных вод обеспечат ему высокий уровень 
востребованности как в Республике Беларусь, так и за ее преде-
лами.

Цель исследования – оценка эффективности применения 
биопрепарата «ЦБО-интенс» для интенсификации очистки сточ
ных вод предприятий целлюлозно-бумажной и деревообрабаты-
вающей промышленности.

Материалы и методы. Объектами исследования являлись 
микробный препарат «ЦБО-интенс», а также модельные и про-
изводственные сточные воды предприятий деревообрабатываю-
щей и целлюлозно-бумажной промышленности.

Проверка эффективности очистки производственных сточ-
ных вод деревообрабатывающих и целлюлозно-бумажных пред-
приятий выделенными и музейными культурами позволила 
отобрать 6 штаммов, перспективных для очистки сточных вод 
предприятий данной отрасли. С использованием отобранных 
штаммов были получены 30 вариантов микробных ассоциаций, 
проявивших эффективность очистки модельных стоков по ХПК 
свыше 70 % на 7-е сутки. Наиболее эффективно очистку модель-
ных стоков осуществляла ассоциация, в состав которой входили 
4 штамма – Rhodococcus ruber 88Ф, Rhodococcus ruber P1, Sar
cina sp. ЦБ-2, Rhodococcus sp. ЦБ-4, – ставшие основой препара-
та «ЦБО-интенс». 

Исследование деструктивной активности созданного препа-
рата проводили на модельной и производственной сточных во-
дах РУП «Завод газетной бумаги». Значение химического потре-
бления кислорода (ХПК) модельных сточных вод составляло 
2000 мг О2/л, производственных – 4180 мг О2/л.

Процесс очистки модельных сточных вод проводили в сле-
дующих условиях: колбы Эрленмейера объемом 250 мл со 100 мл 
сточных вод, температура – 26–32 °С, перемешивание в условиях 
качалки – 120 об/мин. Очистку производственных сточных вод 
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проводили в условиях опытной лабораторной установки с при-
нудительной аэрацией (0,5 л воздуха/л среды/мин) при комнатной 
температуре. Лабораторный образец биопрепарата «ЦБО-ин-
тенс» с титром 1,7 × 1010 КОЕ/мл вносили в сточную воду в каче-
стве биозагрузки из расчета 0,5 мл на 1 л сточных вод.

Степень очистки сточных вод определяли по ХПК в течение 
168 ч. Отбор проб для проведения анализов осуществляли каж-
дые 24  ч. Химическое потребление кислорода определяли фо- 
тометрически с использованием анализатора «Эксперт-003-
ХПК» [9].

Производственные испытания опытно-промышленной пар-
тии препарата «ЦБО-интенс» проводили в условиях очистных 
сооружений предприятия концерна «Беллесбумпром». 

Характеристика поступающих сточных вод на биологические 
очистные сооружения предприятия: ХПК – 1900–4200 мг О2/л; 
фенол – 1,50–20,81 мг/л; формальдегид – 1,07–19,20 мг/л; рНср – 
5,6; температураср – 42 °С.

Опытная партия микробного препарата «ЦБО-интенс» с ти-
тром жезнеспособных клеток 1,4 × 1010  КОЕ/мл внесена в аэро-
тенк очистных сооружений с интервалом в 4 нед. Препарат вно-
сился из расчета 0,05 л на 1 м3 рабочего объема аэротенка. 

Сроки исследования – 2 мес. с еженедельным отбором проб. 
Содержание фенолов в сточных водах определяли флуори-

метрическим методом согласно методике ПНД Ф 14.1:2:4.182-02 
«Определение фенолов в воде» [10]. Концентрацию формальде-
гида в исследуемых пробах определяли одновременно фотоме-
трическим и хроматографическим методами согласно ГОСТ Р 
55227-2012 «Вода. Методы определения содержания формальде-
гида» [11].

Оценку состояния и структурных особенностей биоценоза 
активного ила проводили методом микроскопирования согласно 
методическому пособию [12]. Для исследования микрофауны 
активного ила использовали метод «живой» капли под покров-
ным стеклом.

Результаты и обсуждение. Испытания эффективности пре-
парата «ЦБО-интенс» проводили на модельной и производствен-
ной сточных водах. Варианты модельной сточной воды создавали 
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с начальным уровнем загрязнения по ХПК, равным 2000 мг О2/л. 
Контроль очистки модельных стоков осуществляли каждые 24 ч. 
Результаты исследований представлены на рис. 1. Эффектив-
ность очистки модельного стока составила 77,5 и 98,5 % на 1-е  
и 7-е сут соответственно. 
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Рис. 1. Эффективность очистки модельной сточной воды препаратом ЦБО-интенс 
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Рис. 1. Эффективность очистки модельной сточной воды препаратом 

«ЦБО-интенс»

Лабораторный образец препарата использовали в качестве 
биозагрузки в экспериментальную установку по очистке сточ-
ных вод. Испытания эффективности очистки проводили на сточ
ной воде предприятия целлюлозно-бумажного профиля с исход-
ным ХПК, равным 4180 мг О2/л. Результаты исследований пока-
зали, что уже на 1-е сут эффективность очистки по ХПК 
составляла 28 % (рис. 2). Кроме того, в течение суток в анализи-
руемой сточной воде отмечалось снижение концентрации фенола 
на 14 %, а формальдегида – на 11 %. Эффективность очистки сточ
ных вод РУП «Завод газетной бумаги» к концу исследований со-
ставила 87,6 % по ХПК; фенол и формальдегид не обнаруживался. 

Проведены лабораторные исследования влияния микробного 
препарата «ЦБО-интенс» на биоценоз активного ила очистных 
сооружений РУП «Завод газетной бумаги», характеризующего-
ся высоким видовым разнообразием. Проведение гидробиологи-
ческого анализа показало, что антагонистических взаимоотно-
шений с биоценозом активного ила не наблюдалось. Микробный 
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препарат «ЦБО-интенс» не вызывал вспухания активного ила  
и оказывал положительное влияние на его биоценоз. Под влия-
нием интродуцированного препарата улучшались седиментаци-
онные свойства ила. Адаптация культур, составляющих биопре-
парат «ЦБО-интенс», происходила быстро, что подтверждалось 
увеличением количества интродуцированных микроорганиз-
мов в составе активного ила с 2,8 × 105 до 1,7 × 107 КОЕ/мл на  
3-и сут наблюдений. 

Проведены производственные испытания опытно-промыш-
ленной партии биопрепарата на биологических очистных соору-
жениях одного из целлюлозно-бумажных предприятий концер-
на «Беллесбумпром». 

Анализ эффективности биологической очистки сточных вод 
проводили еженедельно. В качестве нормируемых показателей 
при контроле параметров очистки при внесении в биоценоз ак-
тивного ила микробного препарата «ЦБО-интенс» использовали 
значения ХПК, концентрацию фенола и формальдегида.

Производственные испытания эффективности действия пре-
парата «ЦБО-интенс» в условиях очистных сооружений цел-
люлозно-бумажного предприятия показали, что степень очист-
ки сточных вод на протяжении всего времени исследований 

Рис. 2. Эффективность очистки сточной воды БОС РУП «Завод газетной бумаги» препаратом 

ЦБО-интенс 
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составляла 71–92 % по ХПК (таблица). Эффективность очистки 
по фенолу и формальдегиду зависела от концентраций токси-
кантов, поступающих на очистные сооружения, и составляла 
90–99 % по фенолу, 63–96 % – по формальдегиду. 

Исследован по основным гидробиологическим показателям 
активный ил биологических очистных сооружений предприя-
тия целлюлозно-бумажного профиля до и после внесения препа-
рата. Сравнительный анализ биоценозов активного ила пред-
ставлен на рис. 3. По совокупности всех изученных физико-хи-
мических, микро- и гидробиологических параметров исходный 
активный ил очистных сооружений характеризовался как дегра-
дированный, вспухший, находящийся в кризисном состоянии. 
Хлопья активного ила были плохо сформированы. Биоценоз ха-
рактеризовался низким видовым разнообразием и оценивался 
как чрезвычайно бедный. Доминировали в большом количестве 
нитчатые микроорганизмы (рис. 4). Обнаружены лишь свободно-
плавающие инфузории и единичные раковинные амебы (рис. 5).

Эффективность очистки производственных сточных вод  
при внесении микробного препарата «ЦБО-интенс» в биологические 

очистные сооружения целлюлозно-бумажного предприятия

Время 
очистки

Контролируемый показатель

ХПК Фенол Формальдегид, мг/л

Т1,
мг О2/л

Т3,
мг О2/л

степень  
очистки,  

%

Т1,  
мг/л

Т3,  
мг/л

степень 
очистки,  

%

Т1, 
мг/л

Т3,  
мг/л

степень 
очистки,  

%

1-е внесение препарата «ЦБО-интенс»
1 нед. 2656 248 90,70 10,30 0,0987 99,04 2,32 0,312 86,6
2 нед. 2820 800 71,60 17,95 0,0724 99,60 18,08 0,695 96,2
3 нед. 1512 342 77,30 3,18 0,298 90,60 2,46 0,599 75,6

2-е внесение препарата «ЦБО-интенс»
5 нед. 1976 164 91,70 2,80 0,0361 98,70 2,0 0,217 89,2
6 нед. 2040 328 83,92 3,15 0,0227 99,20 1,07 0,394 63,2
7 нед. 3000 464 88,20 1,57 0,0324 97,90 1,86 0,324 82,5
8 нед. 1928 286 85,0 1,50 0,0184 98,80 1,62 0,242 85,0

П р и м е ч а н и е. Т1 – вход на очистные сооружения; Т3 – выход с БОС.
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Рис. 3. Соотношение основных индикаторных групп организмов в составе активного ила аэротенка до (А) и через месяц (Б)  
после внесения микробного препарата ЦБО-интенс 
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Рис. 3. Соотношение основных индикаторных групп организмов в составе 

активного ила аэротенка до (а) и через месяц (б) после внесения микробного 
препарата «ЦБО-интенс»

Внесение препарата «ЦБО-интенс» являлось необходимой 
мерой для нормализации состояния активного ила очистных со-
оружений предприятия в связи с низким видовым разнообразием 
активного ила, а также неполной очисткой сточной воды в био-
логических очистных сооружениях. 

Гидробиологический анализ показал, что внесение препара-
та «ЦБО-интенс» оказывало положительное влияние на биоце-
ноз активного ила. Адаптация культур, входящих в состав пре-
парата «ЦБО-интенс», происходила быстро, что подтверждается 
увеличением количества интродуцированных микроорганизмов 
в составе активного ила с 1,4 × 104 до 2,3 × 106  КОЕ/мл.
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Внесение препарата ЦБО-интенс являлось необходимой мерой для нор-

мализации состояния активного ила очистных сооружений предприятия в связи 
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Значительно снизилась концентрация нитчатых микроорга-
низмов, в биоценозе активного ила отмечалось достаточное ко-
личество свободноплавающих инфузорий, раковинных амеб и ко
ловраток (рис. 6). Улучшились седиментационные свойства ила. 

Испытания опытной партии микробного препарата «ЦБО- 
интенс» показали, что он может с успехом быть использован 
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Рис. 6. Типичные представители активного ила 
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нием его окислительного потенциала. Интродуцированные микроорганизмы 

позволяют достичь стабильности в работе системы биологической очистки, в 

том числе при шоковых нагрузках и высоких концентрациях таких токсикан-

тов, как формальдегид и фенол, увеличить окислительную мощность активного 

ила и в дальнейшем эффективность работы очистных сооружений в целом.  

Заключение. Испытания эффективности действия микробного препарата 
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люлозно-бумажной и деревообрабатывающей промышленности, 
в частности, для борьбы с нитчатым вспуханием и восстановле-
нием его окислительного потенциала. Интродуцированные ми-
кроорганизмы позволяют достичь стабильности в работе систе-
мы биологической очистки, в том числе при шоковых нагрузках 
и высоких концентрациях таких токсикантов, как формальдегид 
и фенол, увеличить окислительную мощность активного ила  
и в дальнейшем эффективность работы очистных сооружений  
в целом. 

Заключение. Испытания эффективности действия микроб-
ного препарата «ЦБО-интенс» показали, что он с успехом может 
быть использован для интродукции в активный ил биологиче-
ских очистных сооружений с целью интенсификации очистки 
сточных вод. Эффективность очистки сточных вод в производ-
ственных условиях целлюлозно-бумажного предприятия кон-
церна «Беллесбумпром» на протяжении всего времени исследо-
ваний составляла 71–92 % по ХПК. Степень очистки сточных 
вод от фенола и формальдегида зависела от концентраций ток-
сикантов, поступающих на очистные сооружения, и составляла 
90–99 % по фенолу, 63–96 % – по формальдегиду. Препарат «ЦБО- 
интенс» может использоваться для борьбы с нитчатым вспуха-
нием активного ила. Интродуцированные микроорганизмы по-
зволяют достичь стабильности в работе системы биологической 
очистки, в том числе при шоковых нагрузках и высоких концен-
трациях таких токсикантов, как формальдегид и фенол, увели-
чить окислительную мощность активного ила и эффективность 
работы очистных сооружений в целом. 
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EFFICIENCY EVALUATION OF BIOPREPARATION  
“CBO-INTENSE” APPLIED FOR TREATMENT OF EFFLUENTS  

FROM PULP-AND-PAPER PLANTS
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The developed microbial product «CBO-intense» may be effectively introduced 
as biopromoter and activator of sludge mixture for operating decontamination 
network of wood-processing and pulp-and-paper industries. Production trials of the 
biopreparation demonstrated its high efficiency: detoxification degree equaled 71–
92 % in COD, 90–99 % for phenol, 63–96 % for formaldehyde. «CBO-intense» 
could be successfully used to control filamentous swelling of activated sludge.
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БАКТЕРИИ-ДЕСТРУКТОРЫ ГЕРБИЦИДОВ КЛАССОВ 
СУЛЬФОНИЛМОЧЕВИНЫ И ИМИДАЗОЛИНОНОВ

П. И. ОРЛОВСКАЯ, М. Н. МАНДРИК-ЛИТВИНКОВИЧ,  
Н. И. ГИРИЛОВИЧ, Т. Л. СТЕПАНОВА,  
О. В. ЕВДОКИМОВА, Э. И. КОЛОМИЕЦ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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Выделены штаммы бактерий Rahnella aquatilis 27 и Rhodococcus erythro
polis  212, способные к росту на высоких концентрациях действующих ве-
ществ широкого спектра гербицидов классов сульфонилмочевины и имида-
золинонов. Степень деструкции гербицидов хлоримурон-этила, метсульфу-
рон-метила и имазамокса отобранными штаммами составляет 40–72  %. 
Показано, что в микробном разложении гербицидов участвуют ферменты 
карбоксилэстеразы, катехол-2,3-диоксигеназы и катехол-1,2-диоксигеназы. 
Установлено, что бактерии Rh. erythropolis  212 и R. aquatilis  27 эффективно 
снижают фитотоксичность гербицидов и повышают всхожесть семян тест- 
объекта (редиса сорта Жара) в 2,1–2,6 раза по сравнению с контролем.

Введение. Гербициды группы сульфонилмочевины и имида-
золинонов используются для борьбы с сорной растительностью 
на посевах различных сельскохозяйственных культур, включая 
пшеницу, овес, рис, кукурузу, сою, рапс, лен, сахарную свеклу  
и картофель. Благодаря низкой норме внесения (от 2 до 70 г/га), 
низкой токсичности в отношении млекопитающих и высокой 
эффективности действия данные гербициды используются во 
всем мире [1]. В настоящее время известно около 30 различных 
активных ингредиентов гербицидов классов сульфонилмочеви-
ны и имидазолинонов, являющихся основой нескольких сотен 
коммерческих препаратов. Только в Беларуси на основе 17 дей-
ствующих веществ данных классов гербицидов зарегистрировано 
около 100 коммерческих препаратов [2]. Такое широкомасштаб-
ное использование гербицидов приводит к накоплению фито-
токсичных остаточных количеств в почве. Так, учеными отдела 
гербологии ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский 
институт фитопатологии» (Россия) было показано, что на почвах, 
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загрязненных остаточными количествами гербицидов, действу-
ющими веществами которых являются хлорсульфурон, триа-
сульфурон, метсульфурон-метил, даже в дозе менее 0,2 г/га  
недоборы урожая таких культур, как свекла, рапс, гречиха и под-
солнечник, составляют 15–20 %. Характер отрицательных по-
следствий использования гербицидов может отличаться в зави-
симости от типа почвы, гидротермического режима среды, сорта 
растений и характера антропогенного воздействия на агроэкоси-
стему [3]. Поэтому применение гербицидов должно сопрово-
ждаться мониторингом их остатков в почве и мероприятиями по 
предотвращению отрицательного действия на чувствительные 
культуры севооборотов [4].

Одним из способов снижения негативного воздействия гер-
бицидов на почвенные экосистемы является использование ме-
тода биоремедиации загрязненных почв. Данный метод подразу-
мевает интродукцию активных микроорганизмов-деструкторов  
в почвы, загрязненные остаточными количествами гербицидов 
[5]. Причем определенный интерес представляют бактерии, спо-
собные воздействовать на широкий спектр соединений. В лите-
ратуре приведены данные об участии бактерий родов Methylopi-
la, Pseudomonas, Ancylobacter, Hansschlegelia, Klebsiella и Rhodo-
ccocus в разложении гербицидов класса сульфонилмочевины, 
бактерий родов Arthrobacter, Pseudomonas – имидазолинонов 
[6–13]. Кроме того, запатентован препарат на основе штамма 
Acinetobacter baumannii IB5, используемый для снижения коли-
чества гербицида имазамокс [14]. 

К настоящему времени описано несколько путей деградации 
гербицидов класса сульфонилмочевины и имидазолинонов ми-
кроорганизмами. Так, двумя группами исследователей пока- 
зано, что разложение метсульфурон-метила (МСМ) бактериями 
происходит путем расщепления сульфонилмочевинового фраг-
мента [15–16]. Бактерии Ancylobacter sp. продуцируют карбок-
силэстеразы и деэтерифицируют метсульфурон-метил, тифен-
сульфурон-метил, бенсульфурон-метил до менее токсичных 
соединений [8]. В. Н. Леонтьевым с соавторами предложен меха-
низм деградации метсульфурон-метила почвенными бактерия-
ми, основными процессами которого являются гидроксилирова-
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ние бензольного кольца, расщепление сульфонилмочевинового 
фрагмента и деметилирование метилового эфира бензольного 
кольца [17]. Также был изучен механизм микробной деградации 
имазамокса с участием Acinetobacter baumannii IB5. Трансфор-
мация гербицида в данном случае происходит путем открытия 
имидазольного кольца. В результате микробной деструкции обра-
зуется продукт 5-гидроксиметил-3-альдегидпиридин (C7H7NO2), 
который по сравнению с исходным имазамоксом (C15H19N3O4) 
имеет более простое строение и меньшую токсичность [18]. Та-
ким образом, бактерии различных систематических групп могут 
эффективно трансформировать гербициды в менее токсичные 
формы и снижать их отрицательное действие на агробиоценоз.

Цель исследования – выделение и изучение микроорганиз-
мов, способных к деструкции гербицидов в почве и защите рас-
тений от их негативного воздействия.

Материалы и методы. Выделение штаммов-деструкторов 
гербицидов осуществляли из различных почвенных образцов 
методом накопительных культур в жидкой среде Е-8 с гербици-
дами имазамокс (ИМ), хлоримурон-этил (ХМЭ), метсульфу-
рон-метил в качестве единственных источников углерода с воз-
растающей концентрацией 150–1500, 10–100 и 10–100 мг/л соот-
ветственно. После 30-суточного инкубирования накопительных 
культур при 28 °С проводили серию пассажей на плотные элек-
тивные среды с возрастающей концентрацией гербицидов от 10 
до 1500 мг/л, в состав которых в качестве индикатора дегидроге-
назной активности бактерий вносили 0,01 % 2,3,5-трифенилтет-
разолия хлорида (ТТХ). Посевы культивировали в термостате при 
температуре 28 °С. Оценку дегидрогеназной активности проводи-
ли по диаметру зоны красного цвета, образующейся за счет цвет-
ной реакции с реактивом ТТХ, восстанавливающегося из бес-
цветной соли в соединении трифенилформазана красного цвета 
при действии фермента дегидрогеназы, катализирующей окис-
лительно-восстановительные реакции микробного разложения 
ксенобиотиков. Наличие окрашенной зоны свидетельствует о де
гидрогеназной активности микроорганизмов-деструкторов и, сле
довательно, о деструкции ксенобиотика [19].
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Для исследования способности отобранных штаммов исполь-
зовать в качестве источников углерода гербициды «Линтур» 
(действующее вещество (д. в.) – триасульфурон и дикамба), «Али-
стер Гранд» (д. в. – йодосульфурон, мезосульфурон, дифлюфе-
никан), «Ковбой супер» (д. в. дикамба, хлорсульфурон (диэтилэ-
таноламмониевые соли)), «Концепт» (д. в. – имазамокс, хлориму-
рон-этил), «Гермес» (д. в. – имазамокс, хизалофоп-П-этил), «Зингер» 
(д. в. – метсульфурон-метил), «Пульсар» (д. в. – имазамокс) и «Пи
вот» (д. в. – имазетапир) штаммы культивировались на агаризо-
ванных средах с гербицидами в концентрации 10–1500 мг/л. 

Для идентификации бактерий применили метод времяпро-
летной масс-спектрометрии MALDI-TOF MS, основанный на 
сравнительном анализе рибосомных белков. Экстракцию белков 
из клеток бактерий проводили с использованием 96%-ного эта-
нола и 70%-ного водного раствора муравьиной кислоты по стан-
дартной методике [20]. В качестве матрицы использовали α-циа-
но-4-гидроксикоричную кислоту (α-HCCA). Снятие спектров 
проводили в автоматическом режиме на масс-спектрометре 
«MALDI Biotyper MicroFlex» («Bruker Daltonics», Германия), ди-
апазон спектра – 2000–20 000 Да.

Биодеструкция гербицидов в модельных растворах анализи-
ровалась с использованием хроматографического метода. Мо-
дельный раствор включал жидкую среду Е-8, гербициды ИМ 
(150 мг/л) или ХМЭ (10 мг/л), или МСМ (10 мг/л). В модельный 
раствор вносили жидкую культуру бактерий (титр 1 × 109) в коли-
честве 10  % от объема раствора и помещали в термостатируе-
мый шейкер (180 ± 20 об/мин) на 7 сут при 28 °С. В качестве кон-
троля использовали модельный раствор без бактерий. Степень 
деструкции оценивали по проценту убыли количества действу-
ющего вещества гербицида по отношению к контролю. Экстрак-
цию гербицидов из модельных растворов (рН доводили до 2,5) 
осуществляли 3 объемами хлороформа, полученные экстракты 
выпаривали на вакуумном испарителе («IKA RV 10 basic», 
Германия) и растворяли в 1 мл 50%-ного ацетонитрила. Анализ 
деструкции гербицидов проводили на высокоэффективном жид-
костном хроматографе («Shimadzu 30А», Япония). Масс-спек-
трометрический анализ продуктов распада проводили на масс- 
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спектрометре «Accurate-Mass Q-TOF LC/MS System» («Agilent 
Technologies 6530», США). 

Для оценки фитотоксичности модельных растворов семена 
редиса (сорт Жара) в течение 2 ч замачивали в модельном рас-
творе, содержащем жидкую среду Е-8 с 10 мг/л ХМЭ и 150 мг/л 
ИМ и жидкую культуру бактерий. Затем семена раскладывали  
в чашки Петри с увлажненными бумажными фильтрами и поме-
щали в термостат при 24–25 °С. Через 3–4 сут определяли всхо-
жесть семян. В качестве контроля семена замачивали в стериль-
ной дистиллированной воде и в модельном растворе, содержащем 
среду Е-8, с ИМ в концентрации 150 мг/л или ХМЭ в концентра-
ции 10 мг/л.

Определение активностей ферментов катехол-2,3- и кате-
хол-1,2-диоксигеназ, а также карбоксилэстеразы осуществляли 
по общепринятым методикам [21–23]. Удельную активность 
ферментов выражали в микромолях потребленного субстрата 
(или образующегося продукта) в минуту на 1 мг общего бакте-
риального белка, концентрацию которого определяли спектро-
фотометрически по методу Варбурга и Кристиана.

Статистическую обработку полученных данных проводили 
в программном пакете Microsoft Excell.

Результаты и обсуждение. Несмотря на высокое разнообразие 
почвенных микроорганизмов, частота встречаемости отдельных 
штаммов деструкторов в почве относительно невелика. Поэтому 
выделение активных микроорганизмов-деструкторов с высокой 
резистентностью к трансформируемым веществам целесообраз-
но проводить из почвы, содержащей ксенобиотики, путем полу-
чения накопительной культуры доминирующих штаммов на по-
вышенных концентрациях исследуемых веществ. Так, из почвы, 
загрязненной гербицидами группы сульфонилмочевины и ими-
дазолинонов, методом накопительной культуры на концентра-
циях гербицидов 10–1500 мг/л нами выделены 150 изолятов бак-
терий, в различной степени способных к росту на среде, содер-
жащей в качестве единственного источника углерода ХМЭ 
(10–100 мг/л), МСМ (10–100 мг/л) и ИМ (150–1500 мг/л). В связи  
с тем, что в биодеградации ксенобиотиков задействован ряд фер-
ментативных реакций, катализируемых различными оксидоре-
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дуктазами, наиболее простым способом оценки ферментативно-
го потенциала культур-деструкторов является контроль их де-
гидрогеназной активности. При использовании данного метода 
из 150 изолятов бактерий были отобраны 6 с наибольшей дегидро-
геназной активностью (зоны окрашивания достигают 10–14 мм). 

Проанализирована способность отобранных бактерий расти 
на высоких концентрациях (10–1500 мг/л) различных действую-
щих веществ гербицидов ряда сульфонилмочевины (метсульфу-
рон-метил, хлоримурон-этил, триасульфурон, йодосульфурон, 
хлорсульфурон, мезосульфурон) и имидазолинонов (имазамокс, 
имазетапир) в составе моно- («Зингер,» «Пульсар» и «Пивот»)  
и поликомпонентных коммерческих препаратов («Линтур», 
«Алистер Гранд», «Ковбой супер», «Концепт», «Гермес»). Уста-
новлено, что 2 штамма способны к росту и продукции дегидро-
геназ (зоны окрашивания 10–14 мм) на средах с высокими кон-
центрациями всех коммерческих гербицидов. С помощью мето-
да MALDI-TOF MS выделенные бактерии идентифицированы 
до видов Rahnella aquatilis 27 и Rhodococcus erythropolis 212.

При изучении степени деструкции гербицидов в условиях 
модельных растворов в течение 7 сут показано, что штамм 
Rh. erythropolis 212 способен разлагать гербициды ХМЭ, МСМ  
и ИМ на 51–72 %, а штамм R. aquatilis 27 – на 40–43 % (табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Степень деструкции гербицидов ХМЭ и ИМ штаммами 
R. aquatilis 27 и Rh. erythropolis 212

Гербицид, мг/л
Степень деструкции, %

R. aquatilis 27 Rh. erythropolis 212

ХМЭ, 10 40 72
МСМ, 10 42 68
ИМ, 150 43 51

Согласно литературным данным, одним из начальных этапов 
разложения МСМ является деметилирование метилового эфира 
бензольного кольца, катализируемое карбоксилэстеразами [17]. 
Нами показано, что штаммы Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 
способны при росте на гербицидах продуцировать карбокси- 
эстеразу в количестве 3,727–27,391 ед/мг белка (табл. 2). 
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Т а б л и ц а  2.  Ферментативная активность штаммов  
Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27

Штамм

Активность ферментов, ед /мг белка

Катехол-2,3- 
диоксигеназа

Катехол-1,2- 
диоксигеназа

Карбоксил- 
эстераза 

ХМЭ
R. aquatilis 27 0 1,04 ± 0,03 9,31 ± 0,5
Rh. erythropolis 212 1,0 ± 0,04 1,04 ± 0,02 4,92 ± 0,2

МСМ
R. aquatilis 27 0,66 ± 0,02 1,30 ± 0,03 27,39 ± 0,8
Rh. erythropolis 212 0,59 ± 0,01 0,60 ± 0,01 3,73 ± 0,3

ИМ
R. aquatilis 27 1,44 ± 0,04 0 8,94 ± 0,5
Rh. erythropolis 212 0,48 ± 0,02 0,95 ± 0,02 23,32 ± 0,7

При росте на среде с МСМ продукция эстераз у R. aquatilis 27 
в 3 раза выше, чем на ХМЭ и ИМ, а у Rh. erythropolis 212 наибо-
лее высокая степень продукции эстераз зафиксирована на сре-
дах с ИМ и составляет 23,32 ед/мг белка, что в 4,7–6,0 раз пре-
вышает показатели ХМЭ и МСМ. 

Под действием карбоксилэстераз происходит расщепление 
сложноэфирной связи в структуре МСМ и ХМЭ с образованием 
деэтерифицированных продуктов: метсульфуроновой кислоты 
и десметил хлоримурона, растворимых и менее токсичных по 
сравнению с исходным веществом (рис. 1) [8, 24].

В результате анализа продуктов распада МСМ в модельных 
растворах, содержащих Rh.  erythropolis  212 и R.  aquatilis  27, 
установлено наличие метсульфуроновой кислоты (рис. 2). Исхо-
дя из вышеизложенного, основным из начальных путей разло-
жения МСМ бактериями Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 яв-
ляется деметилирование метилового эфира бензольного кольца. 
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Кроме того, в исследованиях Е. Занардини показано, что поч-
ти у всех штаммов, выделенных из природных консорциумов, 
разлагающих ХМЭ и МСМ, присутствуют гены, кодирующие 
синтез фермента катехол-2,3-диоксигеназы (участвует в раскры-
тии бензольного кольца таких ароматических соединений, как 
бензойная кислота, хлорокатехол, бифенил, катехол и т. д.) [15]. 
Нами установлено, что в модельных растворах, содержащих 
гербициды ХМЭ, МСМ и ИМ, бактерии Rh. erythropolis  212  

Таблица 2. Ферментативная активность штаммов rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 
 

Штаммы Активность ферментов, ед /мг белка 
катехол-2,3-диоксигеназа катехол-1,2-диоксигеназа карбоксилэстераза  

ХМЭ 
R. aquatilis 27 0 1,04±0,03 9,31±0,5 
Rh. erythropolis 
212 1,00±0,04 1,04±0,02 4,92±0,2 

МСМ 
R. aquatilis 27 0,66±0,02 1,30±0,03 27,39±0,8 
Rh. erythropolis 
212 0,59±0,01 0,60±0,01 3,73±0,3 

ИМ 
R. aquatilis 27 1,44±0,04 0 8,94±0,5 
Rh. erythropolis 
212 0,48±0,02 0,95±0,02 23,32±0,7 

 

При росте на среде с МСМ продукция эстераз у R. aquatilis 27 в 3 раза 

выше, чем на ХМЭ и ИМ, а у Rh. erythropolis 212 наиболее высокая степень 

продукции эстераз зафиксирована на средах с ИМ и составляет 23,32 ед /мг 

белка, что в 4,7-6,0 раз превышает показатели ХМЭ и МСМ.  

Под действием карбоксилэстераз происходит расщепление сложноэфир-

ной связи в структуре МСМ и ХМЭ с образованием деэтерифицированных 

продуктов: метсульфуроновой кислоты и десметил хлоримурона, растворимых 

и менее токсичных по сравнению с исходным веществом [8, 24] (рис. 1). 

 

 
Рис. 1. Деэтерификация МСМ и ХМЭ [8, 24] 
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В результате анализа продуктов распада МСМ в модельных растворах, 

содержащих Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27, установлено наличие 

метсульфуроновой кислоты (рис. 2). Исходя из вышеизложенного, основным из 

начальных путей разложения МСМ бактериями Rh. erythropolis 212 и 

R. aquatilis 27 является деметилирование метилового эфира бензольного коль-

ца.  

 
 

 
  

 

 

 

 
 

Рис. 2. Хроматографический анализ содержания метсульфуроновой кислоты –  
продукта микробной деградации МСМ штаммом Rh. erythropolis 212 
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ХМЭ, МСМ и ИМ, бактерии Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 продуцируют 

ферменты катехол-2,3-диоксигеназы и катехол-1,2-диоксигеназы (табл. 2). 

Причем синтез ферментов является индуцибельным – зависит от наличия в сре-
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стие ферментов в разложении изучаемых гербицидов. 
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и R. aquatilis  27 продуцируют ферменты катехол-2,3-диоксиге-
назы и катехол-1,2-диоксигеназы (табл. 2). Причем синтез фер-
ментов является индуцибельным – зависит от наличия в среде 
индуктора (ХМЭ, МСМ или ИМ). Полученные данные подтвер-
ждают участие ферментов в разложении изучаемых гербицидов.

Одним из методов анализа фитотоксичности образуемых ме-
таболитов при разложении гербицидов является биотестирование 
на чувствительных тест-культурах. Для этого анализировалась 
всхожесть семян редиса (сорта Жара), обработанных модельны-
ми растворами, содержащими гербициды и бактериальные 
культуры (табл. 3).

Т а б л и ц а  3.  Фитотоксичность модельных растворов 

Вариант Количество проросших семян, %

Контроль (вода) 75
Контроль (ИМ 150 мг/л) 35
R. aquatilis 27 + ИМ 150 мг/л 90
Rh. erythropolis 212 + ИМ 150 мг/л 78
Контроль (ХМЭ 10 мг/л) 40
Rh. erythropolis 212+ ХМЭ 10 мг/л 87
R. aquatilis 27 + ХМЭ 10 мг/л 85

В результате было установлено, что в присутствии бактерий 
Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 эффективно снижается фи-
тотоксичность модельных растворов с гербицидами и повыша-
ется всхожесть семян в 2,1–2,6 раза по сравнению с контролем.

Заключение. Выделены 2 штамма бактерий (R. aquatilis 27  
и Rh. erythropolis 212), способных к росту на высоких концентра-
циях действующих веществ широкого спектра гербицидов клас-
сов сульфонилмочевины и имидазолинонов. Степень деструк-
ции гербицидов ХМЭ (10 мг/л), МСМ (10 мг/л) и ИМ (150 мг/л) 
штаммами R. aquatilis 27 и Rh. erythropolis 212 через 7 сут куль-
тивирования составляет 40–43 и 68–72 % соответственно.

Установлено, что отобранные штаммы продуцируют карбо
ксилэстеразы, которые катализируют расщепление сложноэфир
ной связи МСМ с образованием деэтерифицированого продукта – 
метсульфуроновой кислоты. Кроме того, выявлена способность 
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бактерий продуцировать в присутствии гербицидов в среде фер-
менты катехол-2,3-диоксигеназы и катехол-1,2-диоксигеназы, 
участвующие в раскрытии бензольного кольца. 

Показано, что бактерии Rh. erythropolis 212 и R. aquatilis 27 
эффективно снижают фитотоксичность гербицидов и повыша-
ется всхожесть семян чувствительного тест-объекта (редиса со-
рта Жара) в 2,1–2,6 раза по сравнению с контролем.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют  
о высоком деструктивном и фитопротекторном потенциале ото-
бранных штаммов и перспективах их использования для биоре-
медиации загрязненных почв.
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Bacterial strains Rahnella aquatilis and Rhodococcus erythropolis capable to 
growth on high concentrations of active ingredients of wide range sulfonylurea and 
imidazolinone herbicides were isolated. The destruction degree of herbicides chlori
muron-ethyl, metsulfuron-methyl and imazamox by selected strains is 40–72 %. It 
has been shown that the enzymes of carboxyl esterase, catechol-2,3-dioxygenase 
and catechol-1,2-dioxygenase are involved in the microbial decomposition of 
herbicides. It has been established that R. erythropolis and R. aquatilis effectively 
reduce the phytotoxicity of the residual amounts of herbicides and increase the 
germination of the test object seeds (radish g. Heat) in 2.1–2.6 times as compared 
with the control.
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БИОИНТЕНСИФИКАЦИЯ ОЧИСТКИ  
КОММУНАЛЬНО-БЫТОВЫХ СТОЧНЫХ ВОД,  

ОСЛОЖНЕННЫХ ВЫСОКИМ СОДЕРЖАНИЕМ  
ЖИРОВЫХ ВЕЩЕСТВ
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Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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Применение микробного препарата «Антойл» для интенсификации очи
стки сточных вод от жировых веществ на биологических очистных сооруже-
ниях г. Копыля способствовало не только повышению эффективности очист-
ки сточных вод от жировых веществ на 35,5 %, но и обеспечивало увеличение 
эффективности очистки по таким показателям, как ХПК – на 10,3 %, БПК – на 
7,8, аммонийный азот – на 31,7, СПАВ – 29,5 и нефтепродукты – 17,6 %.

Введение. Бурное развитие промышленности сопровождает-
ся глобальными, порой необратимыми нарушениями баланса 
естественных процессов в биосфере.
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В Беларуси широко развита сеть молочных производств, сто-
ки которых характеризуются повышенным содержанием жиро-
вых веществ. Жиры в сточных водах могут находиться в 4 со-
стояниях: грубодисперсном, тонкодисперсном, эмульгированном 
и растворенном. Загрязненность сточных вод растворенными  
и эмульгированными жирами является доминирующей и изме-
няется в зависимости от характера технологического процесса  
и наличия залповых сбросов [1, 2].

Наличие в сточных водах жировых веществ в больших кон-
центрациях создает трудности в эксплуатации канализацион-
ных систем и дальнейшей очистке сточных вод на городских 
очистных сооружениях. Перед спуском в городскую канализа-
цию сточные воды обязательно должны проходить предвари-
тельную локальную очистку и после смешивания с городскими 
сточными водами совместную биологическую на городских 
очистных сооружениях [3].

Показано, что наличие жировых веществ в высоких концен-
трациях в сточных водах вызывает сложности не только в рабо-
те очистных сооружений, но и отрицательно влияет на жизнеде-
ятельность микроорганизмов активного ила [4, 5]. Одним из 
перспективных способов решения данной проблемы является 
использование высокоэффективных микроорганизмов-деструк-
торов жировых веществ и созданных на их основе биопрепара-
тов. Преимущество этого метода состоит в том, что активные 
штаммы микроорганизмов-деструкторов селекционируются до-
вольно легко, культивировать их можно в больших объемах на 
сравнительно дешевых средах, к тому же среди микроорганиз-
мов встречаются штаммы, выделяющие в среду сразу несколько 
ферментов, что увеличивает практическую ценность таких про-
дуцентов. Основой биопрепаратов могут служить как отдельные 
штаммы микроорганизмов, так и селекционированные консор-
циумы [6]. Анализ литературных данных показал, что такое на-
правление, как разработка биопрепаратов для очистки сточных 
вод от жировых веществ, остается актуальным в течение по-
следних 20 лет. Спектр систематической принадлежности ми-
кроорганизмов-деструкторов жировых веществ очень разно- 
образен и представлен штаммами бактерий различных родов  
и видов [7–13].
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Ранее нами был создан микробный препарат «Антойл», пред
назначенный для интенсификации процесса очистки сточных 
вод от жировых веществ. Изучено влияние микроорганизмов-де-
структоров, составляющих основу препарата, на численность 
бактерий основных эколого-трофических групп в активном иле, 
а также на состав и окислительный потенциал биоценоза по-
следнего [14]. 

Цель исследования – разработка технологии применения 
микробного препарата «Антойл» и оценка эффективности его 
использования для очистки коммунально-бытовых сточных вод, 
осложненных высоким содержанием жировых веществ, в усло-
виях биологических очистных сооружений КУП «Копыльское 
ЖКХ».

Объекты и методы исследования. Объектами исследова-
ния являлись:

микробный препарат «Антойл» (ТУ BY 100289066.103-2012), 
основу которого составляют микроорганизмы-деструкторы жи-
ровых веществ: Rhodococcus ruber 2B, Rhodococcus sp. Р1-3ФН, 
Bacillus subtilis 6/2-АПФ1 и Pseudomonas putida 10 АП;

сточные воды КУП «Копыльское ЖКХ».
Наработку микробного препарата «Антойл» осуществляли  

в условиях Биотехнологического центра Института микробио-
логии НАН Беларуси. Титр жизнеспособных клеток в готовом 
препарате составлял 2,4 × 109  КОЕ/мл.

Технологию применения препарата «Антойл» для интенси-
фикации очистки городских коммунально-бытовых сточных 
вод, осложненных высоким содержанием жировых веществ, от-
рабатывали на БОС КУП «Копыльское ЖКХ». Данные очист-
ные сооружения были использованы нами в связи с тем, что  
в них происходили систематические залповые сбросы неочи-
щенных жиросодержащих сточных вод ОАО «Копыльский мас-
лосырзавод». При этом концентрация жировых веществ в стоках 
БОС достигала 500–680 мг/л при средней загрязненности ком-
мунально-бытовых стоков жировыми веществами 150–300 мг/л. 
Наличие жиров в высоких концентрациях приводило к сложно-
стям при очистке сточных вод из-за снижения деструктивного 
потенциала активного ила, а также к проблемам в эксплуатации 
очистных сооружений.
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Поскольку назначение препарата «Антойл» заключается  
в интенсификации процесса очистки сточных вод от жировых 
веществ путем микробной деструкции жиров и масел, в каче-
стве основного контролируемого показателя эффективности 
очистки была взята концентрация жировых веществ [15]. Неза-
висимую оценку эффективности работы очистных сооружений 
осуществляли сотрудники лаборатории КУП «Копыльское ЖКХ» 
путем мониторинга таких показателей, как химическое потре-
бление кислорода (ХПК), биологическое потребление кислорода 
(БПК), азот аммонийный, СПАВ и нефтепродукты. 

Контроль процесса очистки сточных вод проводили каждые 
30 дней на протяжении 8 мес. (с марта по октябрь).

Результаты и обсуждение. Ранее нами в лабораторных ус-
ловиях был изучен процесс стабилизации микроорганизмов- 
деструкторов жировых веществ, составляющих препарат  
«Антойл», в активном иле БОС КУП «Копыльское ЖКХ». Про-
веденные исследования показали, что для достижения опти-
мального количества микроорганизмов-деструкторов их внесе-
ние необходимо производить дискретно равными количествами 
с интервалом в 2 нед. [14]. Также экспериментально установлена 
оптимальная доза внесения: 0,5 л препарата на 1 м3 сточных вод. 
Данное количество препарата позволяет достигнуть необходи-
мого уровня очистки сточных вод по жировым веществам при 
их содержании не выше 1000 мг/л. Внесение большей дозы целе-
сообразно только в случае, если количество жировых веществ  
в сточных водах превышает данные значения. Такие ситуации 
наблюдаются чаще всего на локальных очистных сооружениях 
предприятий мясной и молочной промышленности.

Процесс биологической очистки поступающих на БОС КУП 
«Копыльское ЖКХ» сточных вод осуществляется в двух аэро-
тенках коридорного типа. Для исследования использовали один 
аэротенк объемом 864 м3. Препарат «Антойл» вносили в состав 
активного ила в первый коридор аэротенка дискретно 2 раза  
(в марте и апреле) по 400 л с интервалом в 3 нед. (сроки повтор-
ного внесения были увеличены по производственным причи-
нам). Во время внесения препарата и в течение 24 ч после внесе-
ния проток и аэрация были отключены с целью быстрого  
и эффективного протекания процесса стабилизации микроорга-
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низмов-деструкторов в составе активного ила. После окончания 
периода стабилизации в аэротенке подача воздуха и проток 
были возобновлены на прежнем уровне.

Анализ результатов, полученных в процессе исследования, 
выявил высокий уровень эффективности очистки по всем кон-
тролируемым показателям. Установлено, что через 24 ч после 
первого внесения препарата наблюдалось повышение эффектив-
ности очистки сточных вод от жировых веществ на 22,2  %  
(с 58,3 до 80,5 %). После второго внесения препарата эффектив-
ность очистки от жировых веществ повысилась с 67,0 до 92,9 % − 
на 25,9 %. Измерение количества жировых веществ в сточной 
воде на протяжении последующих 6 мес. показало, что эффектив-
ность очистки сточных вод от жировых веществ установилась на 
уровне 92–97 % уже после второго внесения препарата (рис. 1), 
поэтому третье внесение в данном случае нецелесообразно. 

Установление степени очистки на постоянном уровне после 
повторного внесения препарата объясняется тем, что микроор-
ганизмы-деструкторы, входящие в состав препарата «Антойл», 
прошли адаптацию к условиям аэротенка. Численность внесен-
ных и аборигенных микроорганизмов-деструкторов при высеве 
на минеральную среду Е-8, содержащую в качестве источника 

Рис. 1. Динамика изменения эффективности очистки сточных вод БОС  
КУП «Копыльское ЖКХ» от жировых веществ
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жировых веществ подсолнечное масло, после второго внесе- 
ния находилась на постоянном уровне и в среднем составляла 
6,4 × 106   КОЕ/мл. Следует отметить, что исходное количество 
аборигенных микроорганизмов-деструкторов жировых веществ 
в сточной воде составляло 2,8 × 105   КОЕ/мл, а после первого 
внесения препарата численность таких микроорганизмов увели-
чилась до 5,7 × 105   КОЕ/мл. Данные результаты согласуются  
с результатами, полученными при изучении стабилизации ми-
кроорганизмов-деструкторов в составе активного ила в лабора-
торных условиях.

В таблице представлены результаты, характеризующие эф-
фективность очистки сточных вод БОС КУП «Копыльское ЖКХ» 
при применении микробного препарата «Антойл».

Эффективность очистки сточных вод БОС КУП «Копыльское ЖКХ» 
при применении препарата «Антойл»

Отбор проб

Эффективность очистки, %

ХПК БПК аммоний-
ный азот СПАВ нефте-

продукты жиры

Февраль 
(до внесения) 82,6 88,6 50,6 68,2 69,9 58,3

Март 
(1-е внесение ) 87,3 92,8 65,8 75,9 72,8 80,5

Апрель 
(2-е внесение) 91,2 96,2 58,6 79,2 76,0 92,9

Май – октябрь, 
среднее значение 92,9 96,4 82,3 97,7 87,5 93,8

Увеличение 
степени очистки, 
среднее значение (%)

+ 10,3 + 7,8 + 31,7 + 29,5 + 17,6 + 35,5

До применения препарата эффективность очистки по ХПК 
составляла 82,6  %. Первое внесение партии препарата способ-
ствовало увеличению эффективности очистки по ХПК на 4,7 %. 
Повторное внесение следующей партии препарата привело  
к увеличению эффективности очистки по ХПК еще на 3,9  %.  
В последующие 6 мес. уровень эффективности очистки сточных 
вод по ХПК составлял 92,1–95,8 % (рис. 2). Различие в показате-
лях между исходным значением ХПК (в феврале) и средней его 
величиной с мая по октябрь составило + 10,3 % (таблица).
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Рис. 2. Динамика эффективности очистки по ХПК

Аналогично выросла эффективность очистки сточных вод 
по такому показателю, как БПК, которая с 88,6 % в феврале вы-
росла в апреле (после двух внесений препарата) до 96,2 % (рис. 3). 
Рост эффективности очистки по БПК от показателя в феврале до 
среднего показателя за май – октябрь составил 7,8 % (таблица).

Рис. 3. Динамика эффективности очистки по БПК 

Особую проблему почти для всех очистных сооружений 
представляют показатели качества очистки воды по аммонийно-
му азоту. Анализ полученных при проведении испытаний ре-
зультатов показал, что применение препарата «Антойл» оказало 
положительное влияние на эффективность очистки сточных вод 
от аммонийного азота, которая через месяц после двух внесений 
препарата составила 82,6 % при исходном значении 50,6 % (рис. 4). 
Рост эффективности от февраля до средней величины показате-
ля за май – октябрь составил 31,7 % (таблица).

 Февраль      Март       Апрель        Май          Июнь       Июль       Август    Сентябрь  Октябрь  Месяц

 Февраль      Март       Апрель        Май          Июнь       Июль       Август    Сентябрь  Октябрь  Месяц
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Рис. 4. Динамика эффективности очистки от аммонийного азота 

Существенными также оказались различия в эффективно-
сти очистки сточной воды от СПАВ. Рост эффективности соста-
вил 29,5 % при сравнении показателя до внесения препарата  
и среднего значения после внесения. Как видно из рис. 5, наи-
большее увеличение эффективности очистки от СПАВ произо-
шло через месяц после двух внесений препарата. Эффектив-
ность очистки выросла с 79,2 до 96,8 % ‒ на 17,6 %.

Рис. 5. Динамика эффективности очистки от СПАВ 

Немаловажным показателем при очистке сточных вод явля-
ется содержание нефтепродуктов. Эффективность очистки сточ-
ных вод БОС КУП «Копыльское ЖКХ» по данному показателю 
до внесения препарата составила 69,9 %. После первого внесе-
ния препарата эффективность очистки от нефтепродуктов вы-
росла на 2,9 % и составила 72,8 %. После второго внесения эф-
фективность выросла до 76 %, а через месяц произошло резкое 

 Февраль     Март       Апрель        Май         Июнь       Июль       Август    Сентябрь  Октябрь  Месяц

 Февраль      Март       Апрель        Май          Июнь       Июль       Август    Сентябрь  Октябрь  Месяц
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увеличение до 90,0 % (рис. 6). Это можно объяснить адаптацией 
микроорганизмов и стабилизацией их численности в составе 
биоценоза активного ила.

Рис. 6. Динамика эффективности очистки от нефтепродуктов

Таким образом, проанализировав полученные результаты, 
можно сделать вывод о том, что при внесении препарата «Ан-
тойл» наблюдалось повышение степени очистки сточных вод по 
основным контролируемым показателям. Это связано с тем, что 
микроорганизмы-деструкторы жировых соединений, входящие 
в состав препарата, активно утилизировали жировые вещества, 
тем самым снизив нагрузку на активный ил. Это привело к его 
активизации и, соответственно, к улучшению его деструктивно-
го потенциала и повышению степени очистки сточных вод по 
всем основным контролируемым показателям.

При анализе очистки сточных вод через 6 мес. после внесе-
ния препарата наблюдалось постепенное снижение эффективно-
сти очистки по ХПК на 7,4–8,7  %. Прежде всего это связано  
с постоянными залповыми сбросами жиросодержащих стоков 
ОАО «Копыльский маслосырзавод». Таким образом, для под-
держания степени очистки сточных вод БОС КУП «Копыльское 
ЖКХ» на высоком уровне рекомендовано повторное внесение 
препарата в объеме 0,2–0,3 л на 1 м3 рабочего объема аэротенка.

Заключение. Разработана технология биоинтенсификации 
очистки коммунально-бытовых сточных вод, осложненных вы-
соким содержанием жировых веществ, с использованием ми-
кробного препарата «Антойл». Для получения наилучших ре-

 Февраль      Март       Апрель        Май          Июнь       Июль       Август    Сентябрь  Октябрь  Месяц
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зультатов очистки сточных вод необходимо соблюдение следу-
ющих требований.

1. Препарат вводят в состав активного ила в первый коридор 
аэротенка дискретно равными количествами с интервалом в 2–3 
недели. С целью быстрого и эффективного протекания процесса 
стабилизации микроорганизмов-деструкторов в составе актив-
ного ила необходимо отключение протока и аэрации в течение 
суток.

2. Рекомендуемая доза внесения составляет 0,5 л препарата 
на 1 м3 рабочего объема аэротенка. При залповых сбросах нео-
чищенных жиросодержащих сточных вод, сбоях в работе очист-
ных сооружений или снижении эффективности очистки реко-
мендовано внесение поддерживающей дозы препарата в объеме 
0,2–0,3 л на 1 м3 рабочего объема аэротенка.

Разработанная технология опробирована на КУП «Копыль-
ское ЖКХ». Использование микробного препарата позволило не 
только повысить эффективность очистки сточных вод от жиро-
вых веществ на 35,5 %, но и обеспечить увеличение эффектив-
ности очистки по следующим показателям: ХПК – на 10,3  %, 
БПК – на 7,8, аммонийный азот – на 31,7, СПАВ – на 29,5 и не-
фтепродукты – на 17,6 %.

Литература
1. Extracellular proteins, polysaccharides and enzymes impact on sludge aero-

bic digestion after ultrasonic pretreatment / G. H. Yu [et al.] // Water Res. – 2008. – 
Vol. 42 (8–9). – P. 1925–1934.

2. Сармурзина, З. С. Скрининг липолитически активных штаммов, пер-
спективных для очистки жиросодержащих сточных вод / З. С. Сармурзина // 
ЛОМОНОСОВ-2011 : материалы Междунар. молодеж. науч. форума, Москва, 
11–15 апр. 2011 г. / отв. ред. А. И. Андреев [и др.]. – М., 2011. – С. 185.

3. Hunnemeder, M. G. Enhanced degradation of fats, oils and greases in do-
mestic wastewater sewer networks and grease interception systems using peat hu-
mic substances: Master of Science / M. G. Hunnemeder ; Department of Chemical 
Engineering College of Engineering at Rowan University. –  New Jersey, 2011. –  
91 p.

4. Jung, F. Impact of enzymatic pre-hydrolysis on batch activated sludge sys-
tems dealing with oily waste waters / F. Jung, M. C. Cammarota // Biotechnol. Lett. – 
2002. – Vol. 24. – P. 1797–1802.

5. Łobos-Moysa, E. Effect of municipal wastewater containing oils on activated 
sludge under aerobic conditions / E. Łobos-Moysa // Architec. Civil engineer. envi-
ron., 2011. – № 4 – P. 147–150.



570	 Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные аспекты. Том 11

6. Harikrishna, Y. N. Studies on the potential of Bacillus subtilis in the biodeg-
radation of engine oil / Y. N. Harikrishna, N. Korrapati, M. B. Prakash // J. Chemi-
cal, Biological Physical Sci. – 2012. – Vol. 2 (3). – P. 1599–1603.

7. Биотехнологический способ очистки сточных вод от масел и жиров : 
пат. RU 2161595 / Б. Г. Мурзаков, А. И. Заикина, В. П. Зобнина, Е. Л. Листов,  
Л. В. Зорина, Р. А. Рогачева. – Опубл. 30.04.2001.

8. Mohanan, S. Biodegradation of palmarosa oil (green oil) by Serratia marc-
escens / S. Mohanan [et al.] // Int. J. Environ. Sci. Tech. – 2007. – Vol. 4 (2). –  
P. 277–281.

9. Поскрякова, Н. В. Разработка основы биопрепарата для деструкции 
жиров : автореф. дис. ... канд. биол. наук : 03.00.23 / Н. В. Поскрякова ; Ин-т 
биологии Уфимского науч. центра РАН. – Уфа, 2007. – 24 с.

10. Lauprasert, P. Effect of Selected Bacteria as Bioremediation on the Degra-
dation of fats, oils and greases in wastewater from Cafeteria Grease Traps /  
P. Lauprasert, J. Chansirirattana, J. Paengian // Eur. J. Sustain. Development. – 
2017. – Vol. 2. – P. 181–186

11. Bhumibhamon, O. Biotreatment of high fat and oil wastewater by lipase 
producing microorganisms / O. Bhumibhamon, A. Koprasertsak, S. Funthong // Ka-
setsart J. – 2002. – Vol. 36. – P. 261–267.

12. Čipinytė, V. Selection of fat-degrading microorganisms for the treatment of 
lipid-contaminated environment / V. Čipinytė, S. Grigiškis, E. Baškys // Biologija. – 
2009. – Vol. 55. – P. 84–92.

13. Silva-Bedoya, L. M. Bacterial community analysis of an industrial waste-
water treatmentplant in Colombia with screening for lipid-degrading microorgan-
isms / L. M. Silva-Bedoya [et al.] // Microbiol. Res. – 2016. ‒ № 192. – P. 313–325.

14. Чирикова, М. С. Влияние микроорганизмов-деструкторов жировых 
веществ на биоценоз активного ила / М. С. Чирикова // Изв. НАН Беларуси.
Сер. биол. наук. ‒ 2016. ‒ № 5 ‒ С. 110–114.

15. Количественный химический анализ вод. Методика измерения массо-
вой концентрации жиров и нефтепродуктов в воде на анализаторе АН-2 АИП 
2.840.056.3 : ФР.1.31.2011.11315. ‒ СПб, 2011. ‒ 16 с.

INTENSIFYING BIODECONTAMINATION OF MUNICIPAL SEWAGE 
CONTAINING HIGH LEVELS OF FATTY POLLUTANTS

M. S. CHYRYKAVA, A. M. HLUSHEN, A. S. SAMSONOVA

Institute of Microbiology, National Academy of Sciences, Minsk, Belarus, 
gem@mbio.bas-net.by

Application of microbial preparation «Antoil» to intensify disposal of fatty 
pollutants from municipal sewage at biological decontamination facilities of Kopyl 
town raised general lipid-removing efficiency by 35.5 % and pronoted treatment 
performance in such parameters as COD reduction ‒ by 10.3 %, BOD decrease by 
7.8, drop in ammonium nitrogen levels by 31.7, synthetic surfactants by 29.5, oil-
refining products by 17.6 %.

Поступила в редакцию 20.05.2019



Правила для авторов

сборника научных трудов  
«Микробные биотехнологии:  

фундаментальные и прикладные аспекты»

Статьи должны быть написаны на русском или английском 
языке в сжатой и ясной форме и содержать:

– соответствующий индекс универсальной десятичной клас-
сификации литературы (УДК);

– название работы; инициалы и фамилии авторов; полное 
название учреждения, в котором выполнялось исследование,  
с указанием города и страны; электронный адрес для коррес
понденции;

– аннотацию на русском и английском языках. Аннотация 
должна кратко излагать содержание публикации и быть пригод-
ной для опубликования отдельно от статьи;

– текст статьи (для экспериментальных статей текст должен 
быть структурирован с использованием подзаголовков «Введе-
ние», «Материалы и методы», «Результаты и обсуждение», «За-
ключение»);

– список использованных источников (оформляется в соот-
ветствии с Правилами ВАК Республики Беларусь – http://www.
vak.org.by/index.php/bibliographicDescription);

– дату поступления статьи в редакцию (заполняется после 
получения статьи от авторов).

Требования к оформлению публикации

Формат бумаги – А4.
Поля: верхнее – 2 см, нижнее – 2 см, левое – 3 см, правое – 

1,5 см.
Шрифт Times New Roman, размер 14 пт.
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Межстрочный интервал 1,5.
Индекс УДК указывается в левом верхнем углу статьи кур-

сивом.
Название статьи набирается полужирным шрифтом про-

писными буквами, выравнивание – по центру. Переносы в заго-
ловках не допускаются.

Инициалы и фамилии авторов набираются курсивным шриф
том прописными буквами, выравнивание – по центру. В случае на-
личия нескольких авторов из разных научных учреждений, ста-
вятся цифровые сноски.

Информация о месте работы автора(ов), контактная ин-
формация набирается курсивным шрифтом, выравнивание – по 
центру.

Аннотация на русском языке объемом 100–150 слов рас-
полагается перед текстом статьи (размер шрифта – 12 пт, вы-
равнивание – по ширине, абзац – 1,25 см, межстрочный интер-
вал – 1).

Текст статьи идентичного содержания представляется  
в электронном виде в формате .doc, .rtf, .docx или .odt (название 
файла – фамилия первого автора латинскими буквами – номер 
раздела сборника, например, Ivanov-2.doc) и на бумажном носи-
теле в 1 экз.

Объем статьи – не менее 14 000, но не более 40 000 печат-
ных знаков текста, включая пробелы.

Абзац – 1,25 см, выравнивание – по ширине. Не допускается 
использование табуляции или пробелов для обозначения первой 
строки абзаца.

Автоматическая расстановка переносов обязательна.
Страницы не нумеруются.
Формулы должны быть набраны в редакторе формул Word 

или Mathtape.
Таблицы, содержащиеся в документе, должны быть реали-

зованы средствами работы с таблицами текстового редактора. 
Не допускается вложение таблиц, созданных в других про-
граммах. Содержание таблиц оформляется шрифтом с разме-
ром 12 пт, интервал – 1. Название таблиц – полужирным на-
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чертанием шрифта, размер 12 пт, интервал – 1, выравнивание – 
по центру.

Таблицы должны быть пронумерованы в порядке упомина-
ния в тексте.

Пример оформления таблицы

Т а б л и ц а 1. Характеристика конструкций, содержащих различные 
комбинации мутационных изменений в rep-области IncP-8

Конструкция

Стабильность наследования в бактериях  
L. gasseri БИМ В-1912 при разных температурах 

культивирования (%) Число копий на клетку

28 °С 37 °С

pLGmob3 5,0 0 1,3
pLGmob33 100,0 98,0 17,6
pLGmob333 5,3 0,9 42,5
pLGmob4 0 0 36,0
pLG18mob444 0 0 23,9

П р и м е ч а н и е. Приведена стабильность наследования плазмид при 
культивировании бактерий L.  gasseri БИМ В-1912 в селективных условиях  
в течение 50 генераций.

Рисунки должны быть черно-белые, желательно в вектор-
ном формате. Если надписи на растровых рисунках набраны  
в текстовом редакторе, они должны быть сгруппированы с ри-
сунком. Текст на рисунках должен быть также набран шрифтом 
Times New Roman. Графики должны иметь толщину всех линий 
не менее 0,2 пункта для четкого воспроизведения. В случае не-
обходимости авторы должны предоставить редакционной кол-
легии оригиналы рисунков в электронном виде.

Названия рисунков оформляются шрифтом с размером 
12 пт, интервал – 1, выравнивание – по центру. Пояснительные 
данные помещаются между рисунком и его названием, размер 
шрифта 12 пт.

Рисунки должны быть пронумерованы в порядке упомина-
ния в тексте.
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Пример оформления рисунка

Ссылки на литературу приводятся в виде номера из списка ли-
тературы в квадратных скобках в порядке упоминания в тексте. 
Список литературы оформляется шрифтом Times New Roman раз-
мером 12 пт, интервал – 1, выравнивание – по ширине.

Вставка в текст символов (например, β, €, ⇒, ●, ×, ±) произ-
водится только через опцию «Вставка-Символ».

Латинские названия и термины выделяются курсивом (на-
пример, Aspergillus niger ВКМ F-65; исследования in vitro).

Аннотация на английском языке (аналогичная по содер-
жанию и оформлению аннотации на русском языке), которой 
предшествует название статьи, фамилии авторов и название ор-
ганизации на английском языке, располагается в конце статьи 
после списка литературы.

Редколлегия оставляет за собой право не включать в сбор-
ник статьи, не соответствующие указанным требованиям, пре-
вышающие установленный объем, поданные позже установ­
ленного срока. Статьи перед опубликованием проходят рецен­
зирование. При наличии замечаний рукопись возвращается 
автору на доработку.

Пример оформления рисунка 
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Рис. 1. Биодеградация ксенобиотика бактериями l. gasseri БИМ В-1912 
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