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ВВЕДЕНИЕ

Микробиология − фундаментальная наука, которая дина-
мично развивается и способствует решению проблем, имеющих 
важное стратегическое значение для развития экономики страны. 
Она дала импульс развитию таких современных наук, как био-
технология, генетическая инженерия, молекулярная биология, 
геномика, транскриптомика, протеомика, метаболомика.

Еще Луи Пастер предсказывал: «Gentlemen, it is the microbes 
who will have the last word / Господа, последнее слово останется 
за микробами». И это действительно так: все более широкое 
использование микроорганизмов, их неисчерпаемый потенциал 
лежит в основе зарождения и стремительного развития на стыке 
XX–XXI вв. биотехнологической отрасли производства. Именно 
микробным технологиям принадлежит решающая роль в преодо-
лении глобальных социально-экономических проблем фармацев-
тической отрасли, сельском и лесном хозяйстве, в сфере продо-
вольственной и экологической безопасности и др. 

Определяющими направлениями структурной трансформа-
ции экономики, согласно Национальной стратегии устойчивого 
развития Республики Беларусь до 2030 года, является развитие 
науки и создание высокотехнологичного сектора экономики. Раз-
витие научной сферы направлено на усиление взаимодействия 
академической, отраслевой и вузовской науки, повышение эффек-
тивности деятельности научных организаций, создание условий 
для проведения научных исследований и разработок, расширение 
международного научно-технического сотрудничества, усиление 
интеграции науки и производства, коммерциализацию резуль-
татов научно-технической деятельности и трансфер технологий.

В Республике Беларусь ведущей организацией в области 
микробных биотехнологий является Институт микробиологии 
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НАН Беларуси (далее – Институт), который более полувека глу-
боко и всесторонне изучает микроорганизмы и создает на осно-
ве полученных знаний современные высокоэффективные био-
препараты для сельского хозяйства, промышленности, медици-
ны, ветеринарии, охраны окружающей среды и т. д. 

Деятельность Института соответствует целям и задачам На-
циональной стратегии устойчивого развития и ряду приоритет-
ных направлений научной, научно-технической и инновационной 
деятельности Республики Беларусь на 2021–2025 гг. (Указ Прези-
дента № 156 от 07.05.2020) и включает: изучение биоразнообра-
зия, физиологии, биохимии и генетики микроорганизмов; селек-
цию и генно-инженерное конструирование штаммов – продуцен-
тов практически ценных соединений, развитие ресурсной базы 
биотехнологий; разработка микробных биотехнологий для сель-
ского хозяйства, промышленности, медицины и охраны окружа-
ющей среды.

Только в течение последних лет учеными Института реализо-
ван ряд проектов, в рамках которых разработаны и осваиваются 
в производстве импортозамещающие продукты: генетические кон-
струкции для создания ДНК- и РНК-вакцин, адъюванты вакцин 
нового поколения, ферментные препараты для пчеловодства, 
обогащенные селеном кормовые дрожжи для животноводства 
и пр. Сегодня на опытно-промышленном производстве Институ-
та выпускается свыше 30 микробных препаратов различного прак-
тического назначения, которые пользуются спросом как в Респуб-
лике Беларусь, так и за рубежом.

Институт обладает широкими компетенциями для решения 
самых сложных задач в области микробных биотехнологий. 
Однако современные реалии требуют развития новых подходов 
и направлений в научно-исследовательской деятельности. С этой 
целью проводится работа по усилению кооперации в рамках до-
говоров о научно-техническом сотрудничестве с научными, отрас-
левыми организациями сельскохозяйственного и промышленно-
го профиля, осуществляется научное сопровождение отдельных 
биотехнологических производств страны. 

Планомерно совершенствуется материально-техническая база 
Института: созданы отраслевая лаборатория молекулярных био- 



Введение 5

и нанотехнологий; участок по выделению и очистке внутри- и вне-
клеточных ферментов; завершаются монтаж и наладка оборудова-
ния опытно-промышленного участка по производству молочной 
кислоты; проектируется экспериментальная установка для моде-
лирования режимов работы биологических очистных сооруже-
ний и участок имитации процессов взаимодействия микробно-
растительных сообществ в различных природно-климатических 
системах.

Кроме традиционных, Институт разрабатывает новые направ-
ления научно-исследовательской работы, среди которых:

разработка инновационных высокоэффективных органиче-
ских и неорганических носителей для иммобилизации;

создание нового класса высокочувствительных электрохи-
мических устройств (биосенсоров) и биотопливных элементов 
на основе микроорганизмов и ферментов;

применение генноинженерных технологий для получения 
промышленно ценных микробных метаболитов;

получение микробных препаратов направленного действия 
(таргетные препараты);

конструирование высокоэффективных бесклеточных систем 
биосинтеза хозяйственно ценных метаболитов;

создание модельных систем «искусственной» прокариотиче-
ской клетки;

разработка научных подходов синтеза нанозимов с антими-
кробной активностью как альтернативы антибиотическим пре-
паратам.

Фундаментальные и прикладные исследования, планируемые 
и реализуемые в Институте, отвечают запросам многих отрас-
лей экономики Республики Беларусь, а также позволяют форми-
ровать научный ресурс для развития биотехнологической отрас-
ли производства на краткосрочную и долгосрочную перспективу.
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В настоящее время биотехнология наряду с микроэлектрони-
кой, информационными и нанотехнологиями относится к числу 
важнейших факторов развития мировой экономики и входит 
в число приоритетов государственной политики большинства 
стран мира, что стимулирует постоянный рост объемов науч-
ных исследований и производства биотехнологической продук-
ции. Если в 2020 г. объем мирового рынка биотехнологий со-
ставлял 670 млрд долл. США, то к 2025 г., согласно прогнозным 
оценкам, он достигнет 2,3 трлн долл. США, то есть вырастет за 
пятилетие более чем в три раза [1]. 

В соответствии с географией распределения рынка биотехно-
логий 45 % принадлежит США; вторым по размерам биотехноло-
гическим рынком является Азиатско-Тихоокеанский регион, где 
наиболее динамично развивают биотехнологии Австралия, Китай, 
Индия и Япония. Замыкают тройку лидеров страны Европейского 
союза, реализующие масштабные программы развития по всем 
направлениям биотехнологии [2].
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В отраслевой сегментации мирового рынка основную его долю 
занимает в терминах принятой международной классификации 
«красная» биотехнология (биофармацевтические препараты и био-
медицина), на которую приходится порядка 60 %; 35 % относит-
ся к «белой» биотехнологии (биоматериалы промышленного на-
значения и биоэнергетика), остальное – экологические и агро-
биотехнологии («зеленая» биотехнология) [1].

Характерная для последних лет глобальная тенденция повы-
шения спроса на биотехнологические разработки при создании 
новых лекарственных препаратов и высокий рост числа биотех-
нологических компаний, работающих в сфере фармакологии, 
во многом были обусловлены пандемией COVID-19. Экстренная 
ситуация вокруг роста числа заболевших вызвала необходимость 
уcкоренной разработки эффективных тест-систем, технологий ле-
чения, препаратов и вакцин. По результатам исследования ана-
литического агентства Global Market Insights, объем рынка только 
диагностики COVID-19 к 2026 г. превысит 8 млрд долл. США [3].

В Республике Беларусь состояние и динамика производства 
биотехнологической продукции во многом определяются обще-
мировыми тенденциями и основными положениями реализу- 
емой на государственном уровне научно-технической политики, 
в соответствии с которой биотехнологии практически с начала 
текущего века были отнесены к числу приоритетных направ- 
лений развития [4]. За два неполных десятилетия в стране наря-
ду с интенсификацией традиционных биотехнологий (пивова- 
рение, хлебопечение, производство кисломолочной продукции, 
спирта и пр.) осуществлен ввод в эксплуатацию новых произ-
водственных мощностей и освоен выпуск инновационной био-
технологической продукции прежде всего в сфере сельского  
хозяйства и медицины. Получила дальнейшее развитие произ-
водственная база промышленной биотехнологии, в том числе 
по выпуску аминокислот, биопестицидов, сухих и заморожен-
ных бакконцентратов для молочной промышленности, заквасок 
в различных препаративных формах и новых видов пищевой 
продукции, включая ее компоненты (лимонная кислота, уксус-
ная кислота, крахмал и его модифицированные формы). Налажен 
выпуск инновационных товарных форм биопрепаратов – наряду 
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с жидкими выпускаются сухие, концентрированные и гранули-
рованные формы.

В табл. 1 представлены основные сегменты производства био-
технологической продукции, сформированные в республике к на-
стоящему времени.

Т а б л и ц а  1.  Отраслевая классификация биотехнологического 
производства в Республике Беларусь

Отрасль биотехнологии Основные виды продукции, услуг

Биофармацевтика Лекарственные препараты и биологически активные 
добавки, вакцины нового поколения 

Биомедицина ДНК-биотехнологии, диагностикумы, клеточные био-
медицинские технологии и продукты, биосовмести-
мые материалы 

Промышленная 
биотехнология

Ферменты, аминокислоты, полисахариды, спирты, 
фруктовые дистилляты 

Сельскохозяйственная 
биотехнология

Биологические средства защиты растений, биоудоб-
рения, сорта растений, созданные биотехнологиче-
скими методами, биотехнология почв, технологии 
молекулярной селекции животных и птицы, кормо-
вой белок, биологические компоненты кормов и пре-
миксов, в том числе для прудового рыбоводства 

Пищевая 
биотехнология

Пищевой белок, ферментные препараты, пребиотики, 
пробиотики, синбиотики, функциональные пищевые 
продукты (лечебные, профилактические, детские), 
пищевые ингредиенты 

Лесная биотехнология Управление лесонасаждениями, сохранение и вос-
производство лесных генетических ресурсов, созда-
ние биотехнологических форм деревьев с заданными 
признаками, биологические средства защиты леса

Природоохранная 
(экологическая)

Биоремедиация, биосредства для поддержания среды 
экологически чистого жилья, создание биологиче-
ских коллекций и биоресурсных центров

На ближайшую перспективу важнейшими задачами биотех-
нологической отрасли республики является дальнейшее развитие 
следующих направлений: 

биофармацевтика (лекарственные препараты, вакцины, моле-
кулярные маркеры, молекулярная диагностика); 
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биосервисы (персонализированная медицина, биочипы и био-
сенсоры); 

агробиотехнологии (молекулярная диагностика фитопатоген-
ных микроорганизмов, биологические средства защиты расте-
ний и животных нового поколения, биоудобрения комплексного 
действия, ДНК-технологии создания высокопродуктивных сор-
тов растений и пород животных и др.); 

биоиндустрия (секвенирование ДНК, технологии ПЦР, ре-
комбинантные технологии, клеточные биотехнологии, нанобио-
технологии, ферментация, хроматография, клеточный анализ); 

природоохранные биотехнологии (биоремедиация почв, вод 
и воздуха, биотехнологическая переработка отходов, биодегра-
дируемые полимеры, биотопливо); 

биоинформатика (проектирование и разработка алгоритмов 
для эффективного хранения и управления геномной и протоге-
номной информацией). 

Для развития этих направлений в республике создан и функ-
ционирует на системной основе научно-производственный потен-
циал биотехнологической отрасли, представленный исследова-
тельскими и опытно-производственными структурами НАН Бе-
ларуси, Минздрава, Минобразования, холдинга «Белфармпром» 
и др. На нужды биотехнологии ориентирован ряд ведущих учреж-
дений высшего образования страны, где осуществляется подго-
товка по специальностям «биология», «микробиология», «биохи-
мия», «биотехнология», «бионанотехнология».

Одновременно с модернизацией производства и выпуском но-
вых видов биотехнологической продукции ведется активный поиск 
и внедрение новых способов организации и управления разви-
тием биотехнологического сектора экономики. В целях освоения 
эффективных форм интеграции науки и производства, ускоре-
ния процессов коммерциализации инновационных разработок 
организованы профильные научно-производственные центры, 
объединения и ассоциации, кластерные структуры, инициатора-
ми создания которых в большинстве случаев выступают науч-
ные учреждения НАН Беларуси. Лидером в числе таких струк-
тур является государственное научно-производственное объеди-
нение (ГНПО) «Химический синтез и биотехнологии», которое 
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функционирует в системе НАН Беларуси как крупный кластер 
в сфере био- и химических технологий (в состав объединения вхо-
дит 9 юридических лиц), выступает координатором деятельности 
по разработке и внедрению новых видов наукоемкой продукции, 
вносит предложения по формированию целевых государственных 
научных и научно-технических программ. По принципу отрасле-
вого в составе НАН Беларуси функционируют также «Респуб-
ликанский научно-практический биотехнологический кластер», 
«Фармакологический кластер» и ряд других. Наряду с ними в рес-
публике действуют региональные биотехнологические объеди-
нения: инновационно-промышленный кластер биотехнологий 
и зеленой экономики «Полесье», ассоциация «ВитБиоТехноГрад» 
(Витебская область) по производству новых биологических ле-
карственных средств для ветеринарного и медицинского при- 
менения. 

Наиболее крупной организационно-управленческой иннова-
цией в сфере отечественной биотехнологии, способной оказать 
мощное влияние на развитие сельскохозяйственной отрасли, стала 
реализация с 2016 г. масштабного экспортно ориентированного 
и импортозамещающего инвестиционного проекта «Организа-
ция высокотехнологичного агропромышленного производства 
полного цикла на 2016–2032 годы». В рамках данного проекта 
в стране создано закрытое акционерное общество «Белорусская 
национальная биотехнологическая компания» (ЗАО «БНБК»), ко-
торое с использованием современных методов биотехнологии 
осуществляет глубокую переработку зерна в целях получения 
ряда незаменимых аминокислот (лизин, триптофан, треонин), не-
обходимых для изготовления высокопродуктивных сбалансиро-
ванных кормов и кормовых добавок [5].

Вместе с тем в Беларуси, как и во многих странах, еще не сфор-
мировано целостное понимание отраслевой специфики биотех-
нологий и доминирует фрагментарное видение, которое не пред-
полагает обособленного учета в каждом производственном сек-
торе и системного накопления агрегированной статистической 
информации как об объемах выпуска биотехнологической про-
дукции, так и о размерах доходов, полученных от услуг, связан-
ных с развитием биотехнологий. Официальная статистика приво-
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дит сведения о динамике объемов производства только некоторых 
отдельных видов биотехнологической продукции (относимых 
к продукции сельскохозяйственного и фармацевтического на-
значения), а сводная статистическая информация о состоянии 
и развитии биотехнологического производства отсутствует.

По поручению Главы государства ежегодный систематиче-
ский мониторинг и научное сопровождение биотехнологическо-
го сектора экономики возложены на НАН Беларуси. Непосред-
ственно весь комплекс мониторинговых мероприятий осущест-
вляет ГНПО «Химический синтез и биотехнологии». В 2022 г. 
мониторингом была охвачена 61 организация республики, заня-
тая производством продукции и оказанием услуг в разных сег-
ментах биотехнологической отрасли. В их числе предприятия 
государственной и частной формы собственности, разной органи-
зационно-правовой формы (общества, унитарные предприятия, 
кооперативы, иностранные и совместные предприятия) и ведом-
ственной подчиненности. Основную долю организаций (54 %) 
составили производственные предприятия. Существенная часть 
относится к научно-практическим центрам и исследовательским 
учреждениям в составе НАН Беларуси (25 %), к другим органи-
зационным системам – 13 %. Оставшиеся 8 % представлены ла-
бораториями и другими структурами учреждений высшего обра-
зования республики. 

Результаты мониторинга состояния и развития биотехнологи-
ческой отрасли республики свидетельствуют о ее опережающем 
росте по сравнению с традиционно функционирующими отрасля-
ми экономики. Общий объем выпуска биотехнологической продук-
ции и услуг по исследуемой выборке достиг в 2022 г. 626,7 млн руб-
лей и вырос по сравнению с 2021 г. на 159,4 % (табл. 2). Столь 
высокий темп роста привел к заметному повышению (на 0,11 %) 
в структуре валового внутреннего продукта страны доли био-
технологической продукции и услуг – с 0,22 % ВВП в 2021 г. 
до 0,33 % ВВП в 2022 г.

Поступательный рост в течение анализируемого периода демон-
стрировали большинство сегментов биотехнологической отрасли 
республики. Наиболее высокие темпы сложились в индустрии био-
технологий для сельского хозяйства, пищевой промышленности 



12	 Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

и здравоохранения. Значительное увеличение (более чем в 3 раза) 
объемов производства биотехнологической продукции и услуг 
для животноводства (с 92,2 млн рублей в 2021 г. до 279,2 млн руб-
лей в 2022 г.) вызвано прежде всего вводом в действие мощно-
стей по промышленному выпуску кормовых аминокислот, высо-
котехнологичных премиксов, зерновых и белковых продуктов 
в ЗАО «БНБК». Это обстоятельство привело к некоторому пере-
распределению долевого участия отдельных подотраслей био-
технологии в общем объеме ее производства.

За рассматриваемый период более чем в 2 раза выросла 
и экспортная составляющая биотехнологического производства – 
до 54,8 млн долларов США в 2022 г. против 23,4 млн долларов 
США в 2021 г. (темп роста 234,2 %). При этом для структуры бе-
лорусского экспорта биотехнологий характерно еще более ярко 
выраженное доминирование сельскохозяйственного сегмента (ри-
сунок), который составляет по итогам 2022 г. немногим менее 
2/3 общего объема экспортных поставок (33,1 млн долларов США). 
Оставшаяся часть экспортной продукции практически полностью 
приходится на пищевую промышленность (20,2 млн долларов 
США). Кроме того, около 1,5 млн долларов США составил экспорт 
в сфере здравоохранения.

Т а б л и ц а  2.  Динамика объема и структуры биотехнологического 
производства и услуг Республики Беларусь за 2021–2022 гг.

Отрасль биотехнологии
2021 г. 2022 г. в 2022 г. 

в % к 2021 г.тыс. руб. % к итогу тыс. руб. % к итогу

Биофармацевтика и биоме-
дицина

61449,1 15,5 64763,5 10,3 105,4

Пищевая и промышленная 
биотехнология

206008,5 52,4 244576,6 39,0 118,7

Сельскохозяйственная био-
технология, в т. ч.

125206,5 31,9 316793,6 50,6 253,0

для животноводства 92182,1 23,5 279213,3 44,6 302,9
для растениеводства 33024,4 8,4 37580,3 6,0 113,8

Биотехнологии для ЖКХ, 
природоохранные, лесные 

244,9 0,1 400,1 0,08 163,4

Биоэнергетика 205,8 0,1 123,6 0,02 60,1
Итого 393114,8 100,0 626657,4 100,0 159,4
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В области биофармацевтики и биомедицины в республике ди-
намично развивалось производство препаратов из плазмы кро-
ви, биена, производных кислот и продуктов пептидного синтеза, 
лекарственных средств на основе креатинфосфата для лечения 
заболеваний сердечно-сосудистой системы, противоопухолевых 
фармсубстанций, иммуноферментных наборов, наборов и реаген-
тов для молекулярной диагностики, многофункциональных ЭПР 
спектрометров, ДНК-праймеров, клеточных продуктов для ле-
чения заболеваний человека. Практически в 2 раза возросло ко-
личество и стоимость медицинских услуг, оказанных с приме-
нением биотехнологий (трансплантации костного мозга, генети-
ческие анализы и пр.). 

Рост объемов пищевой и промышленной биотехнологии вы-
зван, главным образом, увеличением производства биопродук-
ции, относимой к категории традиционной – уксуса пищевого, 
этилового спирта из пищевого и непищевого сырья, крахмала кар-
тофельного, лимонной кислоты, спиртных напитков на основе 
выдержанных зерновых дистиллятов. Одновременно в 2022 г. 
получили развитие новые методы практической реализации био-
технологий. Так, промышленностью республики освоена тех- 
нология получения закваски для сыроделия на основе штаммов 
и консорциумов мезофильных микроорганизмов; сухие и замо-
роженные концентрированные закваски на основе лейконосто-
ков для творога и сыров голландской группы; налажено произ-

Отраслевая структура экспорта биотехнологий 
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водство фруктовых дистиллятов и алкогольных напитков путем 
глубокой переработки вторичных сырьевых ресурсов.

Наиболее широкое видовое разнообразие продукции харак-
терно для отечественной сельскохозяйственной биотехнологии, 
которая ориентирована на получение высококачественных и эко-
логически чистых продуктов питания, переработку отходов сель-
скохозяйственного производства, восстановление плодородия почв, 
разработку и внедрение методов геномной паспортизации для по-
вышения эффективности селекционно-племенной работы, ДНК-
технологии создания высокопродуктивных трансгенных живот-
ных и пр.

В области растениеводства с использованием современных 
генетических и биотехнологических методов разрабатываются 
новые способы селекции сортов сельскохозяйственных культур 
по урожайности, качеству, устойчивости к болезням, вредителям 
и неблагоприятным условиям среды. Профильными структурами 
в составе НАН Беларуси получены устойчивый к фомозу сорт 
озимого рапса Федор и короткостебельный сорт озимой пшени-
цы Асима с высокими хлебопекарными качествами зерна; сорта 
томата черри Красуня и Золотая Лира, а также гибриды F1 тома-
та черри Артемон, Базилио, Пьеро с комплексом генов качества 
плодов и устойчивости к болезням. Расширяются посевные пло-
щади сортов и гибридов сельскохозяйственных растений, создан-
ных с помощью биотехнологических методов. 

Большое внимание уделяется разработке, внедрению и исполь-
зованию биопрепаратов для борьбы с вредителями и возбудите-
лями болезней культурных растений. Выпуск биологических 
средств защиты растений увеличен на 128,2 % (с 54,5 т в 2021 г. 
до 69,85 т в 2022 г.). На основе разработанных исследователями 
НАН Беларуси технологий произведены препараты «Корнеплюс» 
для стимуляции роста корней овощных сельскохозяйственных 
растений; «Вегетатин» для защиты капусты белокочанной от бо-
лезней; «Мультифаг-С» против бактериозов овощных культур; 
препараты на основе азотфиксирующих и фосфатмобилизующих 
микроорганизмов для повышения продуктивности рапса и клюквы 
крупноплодной. Учитывая высокий уровень применения в произ-



Состояние	и	стратегические	задачи	развития...	 15

водственных масштабах республики агрохимикатов, освоение раз-
работанных микробных технологий открывает новые возможно-
сти биологизации растениеводства, снижения пестицидной на-
грузки на агробиоценозы, позволяет обеспечить отечественный 
рынок конкурентоспособными бактериальными композициями 
с фитозащитными и ростстимулирующими свойствами. 

В интересах животноводства производятся незаменимые ами-
нокислоты, пробиотические кормовые добавки, ветеринарные био-
препараты, с использованием современных генетических и биотех-
нологических методов создаются новые породы животных. Улуч-
шению разнообразия и кормовой ценности рационов способствуют 
ферменты для кормопроизводства, силосные закваски, продук-
ты, обогащенные белком бактерий, дрожжей, грибов при пере-
работке отдельных видов отходов. В течение 2022 г. в респуб-
лике увеличены объемы производства ферментных препаратов, 
биоконсервантов для силосования растительного сырья. 

Рост практической потребности в экономичных, эффектив-
ных и безопасных методах очистки природных сред стимулиро-
вал развитие в республике природоохранной биотехнологии, осно-
ванной на способности живых организмов разлагать и усваивать 
ксенобиотики. В частности, в Институте микробиологии НАН Бе-
ларуси освоено малотоннажное производство микробных препа-
ратов для биоремедиации природных и производственных сред. 
В их числе – биоактиватор «Антойл+С» для систем автономной 
канализации; биопрепарат «БиоКиТ» для очистки водных рас-
творов от ксилола и толуола; препараты для фиторекультивации 
выработанных торфяников с целью выращивания экологически 
чистой голубики, клюквы; биоудобрение «Биотилия» для ми- 
нимизации негативного влияния противогололедных реагентов 
на городские насаждения. Темп роста объемов их выпуска соста-
вил в 2022 г. 129 % (6,16 т против 4,78 т в 2021 г.). В то же время, 
несмотря на экологическую безопасность и эффективность био-
ремедиации, она не нашла широкого применения и требует бо-
лее эффективной маркетинговой проработки.

Лесные биотехнологии используются для защиты лесов, созда-
ния новых форм древесных растений с заданными свойствами, 
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производства посадочного материала, оценки фитосанитарного 
состояния питомников и лесных насаждений, качества семенного 
материала, организации промышленного производства съедоб-
ных и лекарственных грибов. 

Относительно большие запасы возобновляемого древесного 
сырья и различных органических отходов, которыми располагает 
республика, могут быть в перспективе задействованы для целей 
биоэнергетики. В настоящее время переработка этого ресурса со-
временными биотехнологическими методами не осуществляется. 

Важнейшим стратегическим приоритетом развития отече-
ственной биотехнологии является не только удовлетворение 
внутренних потребностей страны в наукоемкой и высокотехно-
логичной биотехнологической продукции, но и достижение высо-
кого уровня конкурентоспособности последней, увеличение доли 
ее экспорта в общем объеме белорусского экспорта [6]. Между 
тем удельный вес Республики Беларусь на мировом рынке био-
технологий в настоящее время весьма незначителен, и преодо-
леть отставание от ведущих стран пока не удается. К примеру, 
биотехнологическая отрасль Европейского союза в формате ЕС-27 
обеспечила, по последним имеющимся официальным данным 
за 2017 г., прирост в 614 млрд евро добавленной стоимости в годо-
вом исчислении в таких секторах экономики, как сельское хо-
зяйство, лесная, пищевая и химическая промышленность, а также 
в производстве экологически чистой энергии. Это составляет 
4,7 % валового внутреннего продукта экономики ЕС-27 (при обо-
роте в 2,2 трлн евро) [1] и вносит заметный вклад в мировой оборот 
биотехнологической продукции.

Несоответствие сложившейся ситуации интеллектуальным, 
кадровым, научно-организационным возможностям отечествен-
ной биотехнологии в значительной степени обусловлено недоста-
точным финансированием научно-практических разработок этой 
сферы. Основным его источником сегодня являются бюджетные 
средства, размеры которых существенно уступают и в абсолют-
ном, и в относительном выражении расходам на исследования 
и разработки стран – лидеров рынка биотехнологической про-
дукции. Что же касается представителей белорусского бизнеса, 
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то объемы и качество расходов на биотехнологические иннова-
ции с их стороны остаются на весьма низком уровне. Эксперимен-
тальный рисковый характер многих биотехнологий и биопродук-
тов, их более высокая стоимость, чем традиционных химических, 
а также сложность производства и регистрации ограничивают 
заинтересованность белорусских предприятий к этой сфере дея-
тельности. В итоге при наличии исследовательского интереса 
со стороны научных учреждений и вузов республики судьба 
и рыночный потенциал перспективных идей и апробированных 
разработок становятся заложниками отсутствия мотивирован-
ной системы промышленного «масштабирования».

Достаточно весомой проблемой для белорусской биотехно-
логической индустрии остается высокая степень зависимости 
от импорта оборудования, реагентов и материалов. В республике 
практически отсутствует выпуск фармацевтических субстанций, 
ингредиентов для пищевой промышленности, других необходи-
мых составляющих для производства биопродукции с высоким 
экспортным потенциалом. По этой причине слабо внедряются со-
временные биотехнологии в сферу здравоохранения, в отечествен-
ной фармацевтической промышленности преобладает производ-
ство лекарственных препаратов-дженериков на основе импорт-
ных субстанций, Заметно отстают от мировых трендов такие 
динамично растущие сегменты биомедицины, как клеточные 
и геномные технологии, биосовместимые материалы и техноло-
гии молекулярно-генетической диагностики.

Не налажен выпуск химических веществ из возобновляемых 
источников сырья, не освоены в массовом производстве техно-
логии получения экологически безопасных биополимеров.

Потребность в импорте сдерживает и возможности наращи-
вания объемов отдельных видов продукции для животновод-
ства. Так, белорусские производители импортируют необходи-
мые для производства премиксов витамины и микроэлементы, 
на импортируемых субстанциях основано производство фермент-
ных препаратов. Весьма актуальной остается задача организа-
ции крупнотоннажного производства витаминов и антибиоти-
ков широкого ассортимента. 
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Не развита в республике собственная промышленная база 
производства ферментов. Основной объем промышленного вы-
пуска приходится на ферментные препараты для спиртовой про-
мышленности, выпуск которых преимущественно производится 
из импортных субстанций или налажен на спиртовых производ-
ствах, использующих ферменты для собственных нужд.

В определенной степени неспособность отечественной сферы 
биотехнологий на равных конкурировать с мировыми лидерами 
вызвана несоответствием процессов разработки и производства 
инновационной продукции мировым стандартам. Устаревшая про-
мышленная база многих производств, большая часть из которых 
все еще не сертифицирована по стандартам GMP, существенно 
ограничивает выпуск новых биопрепаратов и их вывод на зару-
бежные рынки. Нередко бизнес отдает предпочтение продукции 
химического производства, опираясь исключительно на цели 
максимизации экономического эффекта без оценки ущерба, на-
носимого экологическим системам. В ряде случаев на производ-
ственных предприятиях имеет место недостаток квалифициро-
ванных кадров, подготовленных по образовательным программам, 
отвечающим требованиям современных технологий производства.

Таким образом, основные препятствия на пути освоения бело-
русскими предприятиями рынка инновационных продуктов био-
технологии носят системный характер. В этой связи резервы по-
вышения эффективности научно-производственного потенциала 
биотехнологической отрасли республики сопряжены с решением 
многоуровневого комплекса задач, направленных на поиск и освое-
ние новых технологий управления отраслью и совершенствова-
ние ее технологической инфраструктуры; наращивание объемов 
производства и повышение уровня конкурентоспособности био-
технологической продукции; организацию и развитие профиль-
ных научно-производственных центров, объединений, ассоциаций 
и кластерных структур, призванных обеспечить консолидацию 
усилий всех участников процесса создания и коммерциализации 
биотехнологической продукции; устранение барьеров в области 
инвестиционного, таможенного и технического регулирования; 
введение налоговых льгот и других стимулов для развития отрас-
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ли; формирование внутреннего спроса на отечественную био-
технологическую продукцию; повышение качества подготовки 
кадров соответствующей квалификации. 

Объединение возможностей государства и потенциала науч-
ных, производственных, образовательных организаций на пути 
укрепления биотехнологической отрасли страны позволит вовлечь 
в эти процессы крупные международные научно-промышленные 
структуры, что станет залогом повышения конкурентоспособно-
сти отечественных биотехнологий и биопродуктов на внутрен-
нем и внешних рынках. 
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БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ МЕЛАНИНА 
ЭНДОФИТНОГО ГРИБА CLADOSPORIUM SP. HT207
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Определена антиоксидантная, противовоспалительная и цитотоксическая 
активность меланина эндофитного гриба Cladosporium sp. HT207, выделенного 
из клубня произрастающего в предгорьях Чаткальского заповедника топинам-
бура (Helianthus tuberosus). Наибольший антиоксидатный эффект, оцениваемый 
по отношению аскорбиновой кислоты (207 ЭAК/мг) и пероксида водорода (64,7 %), 
установлен при концентрации пигмента 500 мкг/мл. Эффективность детоксика-
ции 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила (ДФПГ) и противовоспалительная актив-
ность меланина той же концентрации достигала 81,2 и 84,4 ± 2,3 % соответ-
ственно. Его цитолитическая активность, выявленная на линиях раковых клеток 
HEp-2, HeLa, HBL-100, составила, соответственно, 34, 35 и 50 %. Благодаря вы-
сокой биологической эффективности действия, меланин Cladosporium sp. HT207 
может найти применение при создании новых терапевтических лекарствен-
ных средств.

Ключевые слова: эндофитный гриб, Cladosporium sp. HT207, меланин, 
синтез, выделение, свойства, антиоксидатная активность, противовоспали-
тельная активность, цитотоксическая активность.

Введение. Меланин (универсальный пигмент высокой моле-
кулярной массы и сложной структуры, устойчивый к кристалли-
зации) присутствует во всех биологических системах. Образует-
ся в результате полимеризации индольных и фенольных соеди-
нений [1–4]. 
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Известно, что меланин обладает разноплановой биологиче-
ской активностью, включая антиоксидантную, радиозащитную, 
терморегулирующую, химиопротекторную, противоопухолевую, 
противовирусную, противомикробную, иммуностимулирующую, 
противовоспалительную [5–10]. 

Несмотря на то, что меланин отвечает за широкий спектр био-
логических функций, его химический состав и структура тре- 
буют изучения. Это связано с плохой растворимостью мелани-
на, серьезно ограничивающей диапазон применяемых методов 
исследования. Имеющаяся в настоящее время информация о струк-
туре получена, в основном, благодаря исследованию продуктов 
его химической деградации [11–13]. 

Наиболее ценным источником меланина являются микроско-
пические грибы, в том числе эндофитные, синтезирующие значи-
тельное количество пигмента при выращивании в дешевой пита-
тельной среде. Это делает процесс легко реализуемым в промыш-
ленном масштабе, экономически и экологически состоятельным. 
Продуцентами меланина являются грибы родов Alternaria, 
Armillaria, Aspergillus, Auricularia, Cladosporium, Epicoccum, Euro-
tium, Magnaporte, Ochroconis, Penicillium, Phomopsis, Sporothrix, 
Stachybotrys [14–16]. Несмотря на то, что микробиота растений 
широко представлена синтезирующими меланин эндофитами, 
сам процесс у этой группы микроорганизмов мало исследован. 

Цель работы – изучение биологических свойств меланина 
эндофитного гриба Cladosporium sp. HT207. 

Материалы и методы. Объект исследования – меланин эндо-
фитного гриба Cladosporium sp. HT207. Микроорганизм выделен 
из клубня топинамбура (Helianthus tuberosus), произрастающего 
в предгорьях Чаткальского заповедника.

Для получения меланинсодержащей биомассы эндофит выра-
щивали глубинным способом в картофельно-декстрозном бульоне 
в колбах Эрленмейера на качалке (180 об/мин) при температуре 
26 °С в течение 10 сут. 

В качестве посевного материала использовали 5 об. % суспен-
зии спор гриба (1 × 107 спор/мл) в 0,85%-ном растворе NaCl, содер-
жащем 2 % Tween-20. Подсчет спор проводили в камере Горяева.
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Отделение биомассы гриба от культуральной жидкости про-
водили центрифугированием при 6000 об/мин в течение 20 мин, 
сушку – при температуре 60 °C в течение 48 ч. Биомассу храни-
ли при температуре 4 °C.

Для экстракции пигмента 1 г сухой биомассы промывали 
в дистиллированной воде, ресуспензировали в 0,5 н NaOH и авто-
клавировали при 1 атм в течение 15 мин. Полученный экстракт 
центрифугировали, супернатант подкисляли концентрированной 
HCl до выпадения хлопьевидного осадка от темно-бурого до чер-
ного цвета. Осадок собирали центрифугированием, промывали 
дистиллированной водой, высушивали при комнатной темпера-
туре до постоянного веса. 

Активность раствора меланина (100–500 мкг/мл) в отношении 
свободных радикалов оценивали с использованием 2,2-дифенил-
1-пикрилгидразила (ДФПГ-активность). Раствор ДФПГ в этаноле 
готовили в соответствии с методикой, описанной Blois et al. [17]. 
Пробирки, содержащие 1 мл раствора меланина определенной кон-
центрации и 1 мл 0,2 мМ ДФПГ, закрывали фольгой и инкуби-
ровали в темноте при комнатной температуре в течение 30 мин 
(опыт). В качестве контроля использовали смесь 1 мл дистилли-
рованной воды и 1 мл раствора ДФФГ, в качестве стандарта – 
аскорбиновую кислоту. Определение оптической плотности (А) 
проводили при 517 нм. Активность улавливания свободных ра-
дикалов (ДФПГ-активность, %) рассчитывали по формуле 1:

ДФПГ-активность = (Ac – As)/Ac × 100, (1)

где Ac – поглощение контрольного образца; As – поглощение 
опытного образца; 100 – перевод результатов в проценты.

Способность меланина поглощать пероксид водорода (H2O2) 
оценивали методом Ruch et al. [18]. Для этого готовили раствор 
пероксида водорода (40 ммоль/л) в фосфатном буфере (50 ммоль/л, 
рН 7,4), концентрацию которого определяли спектрофотомет- 
рически при 230 нм. Растворы меланина (100–500 мкг/мл) и пе-
роксида водорода смешивали, инкубировали в течение 10 мин, 
измеряли их оптическую плотность при 230 нм против фосфат-
ного буфера. 
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Активность поглощения пероксида водорода (H2O2, %) рас-
считывали по формуле 2: 

H2O2 = [(Ai – At ) / Аi ] × 100, (2)

где Аi – поглощение контрольной пробы; At – поглощение опыт-
ной пробы; 100 – перевод результатов в проценты.

Противовоспалительную активность определяли методом инги-
бирования денатурации альбумина. Для этого реакционную смесь, 
состоящую из меланина различной концентрации, и 1%-ного вод-
ного раствора бычьего альбумина инкубировали при 37 °С в те-
чение 20 мин, а затем нагревали до 51 °С в течение 20 мин. Кис-
лотность (рН) реакционной смеси регулировали 1%-ным рас-
твором HCl. После охлаждения измеряли оптическую плотность 
контрольного и опытного образцов (А) при 660 нм. 

Активность ингибирования денатурации белка рассчитыва-
ли по формуле 3: 

Активность ингибирования = (Aк – Aо )/Aо× 100, (3)

где Aк – абсорбция контрольного образца, Aо – абсорбция опыт-
ного образца, 100 – перевод результатов в проценты.

Первичный скрининг цитотоксичности проводили методом 
МТТ-тестирования [19] с применением верифицированных куль-
тур раковых клеток эпителиальной карциномы шейки матки HeLa, 
аденокарциномы молочной железы HBL-100 (АТСС НТВ 124), аде-
нокарциномы гортани НEр-2 (ATCC:CCL-23), Т-лимфобластной 
лейкемии CCRF-CEM (ATCC:CCL-19). Культуры раковых клеток 
получены из Центрального банка Коллекции клеточных культур 
ИНЦ РАН и Гайдельбергского университета (Германия). Клеточ-
ные линии культивировали в средах RPMI-1640 и DMEM/F12 
(Capricorn scientific, Германия) с добавлением 10%-ной бычьей 
фетальной сыворотки (Gibco, США) и 1× раствора антибиотика-
антимикотика (Lonza, Бельгия). 

Образцы меланина растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО, 
0,8 об. %) и вносили в культуры клеток в конечной концентра-
ции 100 мгк/мл. После инкубации в течение 24 ч добавляли 
20 мкл раствора МТТ (5 мг/мл) (Acros organics, Бельгия) и остав-
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ляли на 3–4 ч. Затем в лунки вносили по 50 мкл ДМСО. Оптиче-
скую плотность определяли при 630 нм. 

Жизнеспособность раковых клеток определяли отношением 
их количества после и до воздействия меланина. В качестве пре-
парата сравнения использовали противоопухолевый препарат 
«Cisplatin» (Индия) алкилирующего действия (производное пла-
тины – цис-дихлородиаминоплатина – соль Пейроне). 

Результаты и обсуждение. Меланиновая природа пигмен- 
та черного цвета, полученного из биомассы эндофитного гриба 
Cladosporium sp. HT207, ранее подтверждена его качественными 
реакциями, способностью к растворению и спектрофотометри-
ческим анализом [20]. 

Для определения антиоксидантной, противовоспалительной 
и цитотоксической активности меланина Cladosporium sp. HT207 
использовали фосфорно-молибденовый метод, которым обыч- 
но оценивают общую антиоксидантную активность различных 
соединений [21]. В настоящей работе сравнивали антиоксидант-
ную активность меланина и аскорбиновой кислоты, результа- 
ты выражали в эквиваленте аскорбиновой кислоты в 1 мл пиг-
мента (ЭАК/мл). 

Установлена зависимость общей антиоксидантной активности 
меланина Cladosporium sp. HT207 от его концентрации. Макси-
мальный антиоксидантный эффект, составляющий 207,2 ЭAК/мг, 
проявлялся при концентрации пигмента 500 мгк/мл, что сравнимо 
с активностью аскорбиновой кислоты в концентрации 400 мгк/мл 
(табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Оценка общей антиоксидантной активности 
экстрактов меланина по фосфомолибдату (n = 3)

Концентрация 
(мкг/мл)

Общая антиоксидантная активность (ЭАК/мг)

меланин Cladosporium sp. HT207 аскорбиновая кислота

100 47,2 ± 0,5 57,9 ± 2,5
200 65,5 ± 1,5 100,9 ± 0,4
300 128,1 ± 1,7 151,9 ± 1,2
400 177,2 ± 0,8 210,2 ± 1,4
500 207,2 ± 0,5 239,6 ± 2,3
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Другой метод оценки антиоксидантной активности веществ, 
оцениваемый по способности восстанавливать стабильный ради-
кал 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил (ДФПГ-тест), широко приме-
няется в фармакологической и пищевой химии. 

Как видно из данных табл. 2, активность нейтрализации сво-
бодных радикалов, определяемая методом ДФПГ, находится в пря-
мой линейной зависимости от концентрации антиоксиданта (как 
стандарта (аскорбиновой кислоты), так и меланина). Наиболь-
шую эффективность детоксикации радикалов (81,2 %) меланин 
Cladosporium sp. HT207 проявляет в концентрации 500 мкг/мл. 
Сходные результаты получены Arun G. с коллегами, установив-
шими, что ДФПГ-активность меланина Schizophyllum commune воз-
растала до 96 % при увеличении его концентрации до 500 мкг/мл. 
Сообщается также о высоком анти-ДФПГ эффекте меланина, про-
дуцируемого Ophiocordyceps sinensis [22, 23]. 

Следует отметить, что активность удаления свободных ра-
дикалов ДФПГ у меланина Cladosporium sp. HT207 была почти 
в 2 раза выше, чем у пигмента черного кунжута (47,7 %) [24].

Т а б л и ц а  2.  Удаление свободных радикалов ДФПГ экстрактами 
меланина (n = 3)

Концентрация (мкг/мл)
Активность удаления свободных радикалов (%)*

Cladosporium sp. HT207 аскорбиновая кислота

100 70,7 ± 0,5 91,5 ± 1,3
200 71,4 ± 0,7 93,4 ± 1,5
300 75,7 ± 1,7 94,8 ± 1,7
400 79,0 ± 1,3 96,0 ± 1,3
500 81,2 ± 0,7 97,5 ± 1,5

П р и м е ч а н и е:  *ДФПГ-активность (среднее ± стандартное отклонение).

Развитие сердечно-сосудистых заболеваний, злокачественных 
новообразований, воспалений различной этиологии сопровож-
дается активацией процесса свободнорадикального пероксидного 
окисления липидов. Пероксид водорода легко проникает через 
клеточные мембраны, вступает в реакцию с ионами Fe2+, иногда 
с Cu2+, образуя гидроксильные радикалы. Это приводит к воз-
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никновению многих токсических эффектов, серьезным повреж-
дениям функций клетки и другим негативным последствиям 
для организма. Сообщается о важной роли меланина, содержа-
щегося в меланоцитах и кератиноцитах, в репарации повреж-
денной пероксидом водорода ДНК, что указывает на важную 
антиоксидантную роль пигмента в коже [25, 26]. 

В табл. 3 представлены данные, касающиеся детоксикации ра-
дикалов пероксида водорода меланином Cladosporium sp. HT207. 
Наибольшая активность (64,7 %) обнаружена при концентрации 
антиоксиданта 500 мкг/мл, что сравнимо с активностью аскор-
биновой кислоты концентрацией 400 мгк/мл. 

Т а б л и ц а  3.  Активность детоксикации Н2О2 меланином 
Cladosporium sp. HT207

Концентрация 
(мкг/мл)

Активность удаления свободных радикалов (%)*

Cladosporium sp. HT207 аскорбиновая кислота

100 29,7 44,5 ± 0,9
200 35,0 51,7 ± 1,3
300 49,5 61,2 ± 0,7
400 56,0 64,7 ± 1,5
500 64,7 70,5 ± 1,7

Сравнительно новым направлением является исследование 
окислительной модификации белков (ОМБ), возникающей при раз-
личных патологических состояниях. В качестве основных индук-
торов ОМБ в первую очередь рассматриваются активные формы 
кислорода, которые способны нарушать структуру белковых мо-
лекул [27, 28]. Вещества, способные ингибировать изменения кон-
фигурации белка при воспалении, обладают потенциалом про-
тивовоспалительной активности. 

Обнаружен дозозависимый ингибирующий эффект меланина 
Cladosporium sp. HT207 по отношению к альбумину, максимум 
которого (84,4 ± 2,3 %) отмечается при концентрации пигмента 
500 мкг/мл. При этом препараты сравнения (ацетилсалициловая 
кислота и диклофенак) проявляли относительно более высокую 
ингибирующую способность – 94,0 и 98,4 % соответственно. 
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Меланин используется также для лечения различных типов 
злокачественных раковых опухолей [29]. Как видно из данных 
табл. 4, относительно высокую эффективность подавления роста 
раковых клеток, контролируемую через 24 ч, меланин Cladospo-
rium sp. HT207 показал на линиях HEp-2 и HeLa (35 %), HBL-100 
(50 %), что почти в 2 раза меньше активности препарата сравне-
ния «Cisplatin». 

Т а б л и ц а  4.  Цитотоксическая активность меланина 
Cladosporium sp. HT207 (в концентрации 100 мгк/мл)

Цитостатик
Подавление роста линий раковых клеток, %

HEp-2 HeLa HBL-100 CCRF-CEM

Меланин Cladosporium sp. HT207 34,6 ± 0,8 35,4 ± 0,5 50,3 ± 1,3 17,6 ± 0,3
«Cisplatin» (препарат сравнения) 50,7 ± 0,7 70,0 ± 0,3 97,9 ± 2,9 58,7 ± 0,6

Заключение. Меланин эндофитного гриба Cladosporium sp. 
HT207, выделенного из клубня произрастающего в предгорьях Чат-
кальского заповедника топинамбура (Helianthus tuberosus), имеет 
высокий потенциал в качестве антиоксидантного, противовоспали-
тельного и цитотоксического соединения и может найти примене-
ние при создании новых терапевтических лекарственных средств.
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF MELANIN ENDOPHYTIC FUNGUS 
CLADOSPORIUM sp. HT207

L. I. ABDULMYANOVA, S. M. NASMETOVA, D. M. RUZIEVA, 
T. G. GULYAMOVA

Institute of Microbiology of the Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan, 
Tashkent, Uzbekistan, a_l_i_2020@mail.ru

The antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activity of melanin from 
the endophytic fungus Cladosporium sp. HT207, isolated from a club of Jerusalem 
artichoke (Helianthus tuberosus) growing in the foothills of the Chatkal Nature 
Reserve, was determined. The greatest antioxidant effect, measured with the use 
of ascorbic acid (207 EAA/mg) and hydrogen peroxide (64.7%), was established 
at a pigment concentration of 500 mg/ml. The detoxification efficiency of 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) and the anti-inflammatory activity of melanin at the same 
concentration reached 81.2 and 84.4 ± 2.3 %, respectively. Its cytotoxic activity 
detected on the HEp-2, HeLa, HBL-100 cancer cell lines was 34, 35 and 50 %. 
Due to high biological effectiveness, melanin from Cladosporium sp. HT207 may 
find application in the development of new therapeutic drugs.

Keywords: endophytic fungus, Cladosporium sp. HT207, melanin, synthesis, 
isolation, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, cytotoxic activity.
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РЕПРЕССОР TetR И ОПЕРАТОР tetO ГЕНА 
БАКТЕРИАЛЬНОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 

К ТЕТРАЦИКЛИНУ: ПОЛУЧЕНИЕ ОЧИЩЕННЫХ 
БИОРЕАГЕНТОВ И ВЛИЯНИЕ АНТИБИОТИКА 

НА ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ В СИСТЕМАХ IN VITRO

О. В. ЕВДОКИМОВА2, Е. В. ОХРЕМЧУК2, А. А. МУРАТОВА2, 
Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ2, К. И. МИХАЙЛОПУЛО1, 

И. И. ВАШКЕВИЧ1, О. В. СВИРИДОВ1

1Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
vashkevich@iboch.by 

2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
valentovich@mbio.bas-net.by

Создан рекомбинантный штамм – Escherichia coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] – 
продуцент рецептора тетрациклиновых антибиотиков (репрессора гена бак-
териальной устойчивости к тетрациклинам TetR), и подтвержден синтез дан-
ного белка полученным штаммом. Показано, что при индукции изопропил-β-
D-1-тиогалактопиранозидом образуется рекомбинантный белок с молекулярной 
массой ≈ 24 кДа, который накапливается в растворимой и нерастворимой 
формах. Чистый TetR, включающий С-концевую последовательность из 8 остат-
ков гистидина, выделен из клеточного лизата с использованием метода металл-
аффинной хроматографии в градиенте концентраций имидазола. Олигонуклео-
тидные партнеры TetR получены в виде двух биотинилированных фрагмен-
тов ДНК (tetO1 и tetO1/О2). Биоспецифический сорбент для TetR приготовлен 
путем иммобилизации биотинил-tetO1 или биотинил-tetO1/О2 в лунках по-
листирольных микропланшетов, покрытых стрептавидином. Показано, что тет-
рациклин оказывает зависимый от концентрации антибиотика ингибирующий 
эффект на комплексообразование между TetR и фрагментами ДНК.

Ключевые слова: рецептор тетрациклина TetR, рекомбинантный белок, 
операторы tetО1 и tetО2, биотинилированные олигонуклеотиды, биоаналити-
ческие системы.

Введение. Антибиотики широко используются не только 
для лечения инфекционных заболеваний человека, но и в вете-
ринарии, а также сельском хозяйстве как стимуляторы роста 
и продуктивности животных. Остаточные количества этих ве-
ществ могут присутствовать в пищевом сырье и продуктах пита-
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ния. Это приводит к неконтролируемому потреблению антибио-
тиков людьми, что может отрицательно влиять на их здоровье [1]. 
Другая проблема заключается в том, что нарушение ветеринар-
ных технологий и правил применения лекарственных противо-
микробных препаратов приводит к их распространению в сфере 
агрохозяйственной деятельности и объектах окружающей среды, 
создавая постоянный селектирующий фактор для отбора устой-
чивых к антибиотикам микроорганизмов [2].

Сегодня проблема антибиотикоустойчивости патогенных мик-
роорганизмов является настоящим вызовом науке и обществу. 
Поэтому в октябре 2022 г. принят план совместных действий 
стран – участниц СНГ по противодействию устойчивости к про-
тивомикробным препаратам [3]. План направлен, в частности, 
на развитие в период 2022–2026 гг. научных исследований и со-
держит ряд практических мероприятий по системному анализу 
и мониторингу антибиотикоустойчивости, выявлению генетиче-
ских детерминант резистентности, а также предполагает совер-
шенствование методов и средств лабораторного контроля содер-
жания остаточных количеств противомикробных лекарств в пи-
щевых матриксах.

Выявленные к настоящему времени механизмы лекарствен-
ной устойчивости микроорганизмов на молекулярном уровне 
включают нековалентные взаимодействия и химические реакции 
между бактериальными нуклеиновыми кислотами и белками 
и экзогенными противомикробными соединениями. В качестве 
базовых компонентов таких механизмов in vivo идентифициро-
ваны и охарактеризованы белки, играющие роль рецепторов анти-
бактериальных веществ классов аминогликозидов, бета-лактамов, 
сульфаниламидов, тетрациклинов, фениколов, хинолонов и др. 
Важно отметить, что благодаря своей природной рецепторной 
функции такие белки нашли важное практическое применение 
в тест-системах различных форматов, основанных на распознава-
нии и специфическом связывании ряда антибиотиков в пробах 
пищевой продукции [4].

Тетрациклины являются самыми широко используемыми 
лекарствами в ветеринарии и массово производятся химико-
фармацевтической промышленностью. В Государственный реестр 
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ветеринарных препаратов, зарегистрированных в Республике Бе-
ларусь, включены лекарства отечественного и зарубежного произ-
водства на основе следующих антибиотиков тетрациклинового 
ряда: тетрациклин (Тс), окси-Тс, хлор-Тс и доксициклин, для ко-
торых в Беларуси, как и во многих странах мира, установлены 
максимальные допустимые уровни содержания в мясной и мо-
лочной продукции. Эти уровни и обязательные правила их конт-
роля указаны в регламентирующих документах, выпущенных 
в нашей стране, Таможенном и Европейском союзах. В мировой 
практике для скрининговых исследований содержания Тс и его 
аналогов в продовольственном сырье и пищевых продуктах жи-
вотного происхождения широко используются методы иммуно-
анализа, основанные на реакциях связывания с антителами [5]. 
Однако часто такие методы не удовлетворяют требованиям 
групповой специфичности и чувствительности определения ан-
тибиотиков этого класса [6]. Как уже упоминалось выше, бакте-
риальные рецепторы могут служить альтернативой антителам  
в тест-системах связывания антибиотиков. Особенно интересны-
ми по конструкции и эффективными по применению in vitro могут 
быть биоаналитические системы, включающие олигонуклеотид-
ные и белковые элементы, обеспечивающие устойчивость бак-
терий к Тс in vivo.

Биохимическую основу таких систем составляет реакция не-
ковалентного специфического связывания всех известных анти-
биотиков тетрациклинового ряда с Тс-связывающим центром при-
родного или рекомбинантного белка-рецептора TetR [7]. Резуль-
татом такого лиганд-белкового связывания в биоаналитической 
системе in vitro является высокочувствительная детекция Тс, 
а в клетках микроорганизмов, обладающих подобной системой, 
происходит снятие блокировки генов устойчивости, индуцирует-
ся процесс удаления антибиотика из клетки.

Таким образом TetR – это бифункциональный (ДНК- и Тс-
связывающий) белок, который является регулятором транскрип-
ции и рецептором Тс в устойчивых к Тс бактериях. В мономер-
ной форме TetR связывает по одной молекуле Тс в присутствии 
одного иона Mg2+. Два домена в полноразмерном TetR находят- 
ся в аллостерическом взаимодействии, так что удаление ДНК-
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связывающего домена или аминокислотные замены в нем резко 
снижают сродство С-концевого домена к Тс. В свою очередь, свя-
зывание антибиотика этим доменом стабилизирует N-концевой 
домен путем фолдинга его развернутой структуры [8].

Генетические детерминанты устойчивости к Тс в грамотрица-
тельных бактериях представлены двумя противоположно ориенти-
рованными генами tetR и tetА, которые отвечают, соответственно, 
за синтез белка-репрессора TetR и транспортного белка (транс-
мембранного насоса), который удаляет комплекс [Mg-Тс]+ из клет-
ки в обмен на приток ионов Н+. В отсутствие антибиотика в бак-
териальной клетке, гомодимерный белок-репрессор TetR через 
свой ДНК-связывающий участок высокоаффинно (Ка ~ 1011 М–1) 
связывается с двумя операторами (tetО1 и tetО2) в области между 
генами tetR и tetА, блокируя взаимодействие с РНК-полимеразой 
и выключая тем самым экспрессию этих генов. Хелатный комплекс 
[Mg-Тс]+, действуя как эффектор, связывается с TetR (Ка ~ 109 М–1), 
при этом за счет аллостерического эффекта изменяется конфор-
мация ДНК-связывающего сайта, отдаленного более чем на 30 Å 
от центра рецепции антибиотика в белке. В силу этих конформа-
ционных изменений TetR теряет сродство к оператору tetО, что 
снимает супрессию генов tetR и tetА, приводит к синтезу белка 
TetА и его накоплению в клеточной мембране, что и обуславли-
вает последующее выведение Тс из клетки [9].

Описанные выше характеристики ДНК- и Тс-связывающих 
активностей получены в системах in vitro, включающих реком-
бинантный или природный репрессор/рецептор TetR, синтети-
ческий tetО и тетрациклины различной структуры. Белок TetR 
способен связывать Тс и в отсутствие своего ДНК-партнера tetО, 
поэтому комплексообразование можно регистрировать в двухком-
понентной системе методами флуориметрии и кругового дихроиз-
ма или путем разделения свободного и белковосвязанного лиганда 
равновесным диализом, ультрафильтрацией, гель-хроматографией 
или биоспецифической адсорбцией [10, 11].

К настоящему времени в научных исследованиях, биотехно-
логических разработках и биоаналитическом применении систем 
оператор-репрессор/рецептор-эффектор, в том числе тетрацикли-
новых, пройден путь от выделения природных компонентов [12] 
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до получения синтетических аналогов [11, 13, 14] и их использова-
ния для анализа продуктов на содержание антибиотиков [14–16]. 
Показано также, что в пищевой биоаналитике для определения 
тетрациклинов можно применять и упрощенные системы конку-
рентного связывания, включающие иммобилизованный на твердой 
фазе химерный TetR и Тс, химически модифицированный фермен-
том [17] или флуоресцентной меткой [18] в растворе. Таким обра-
зом, белок TetR и олигонуклеотиды с последовательностями опера-
торов tetO являются востребованными продуктами микробных 
биотехнологий в качестве компонентов биоаналитических систем.

Цель исследования – получение чистого белка TetR, специ-
фически связывающего ДНК и антибиотики тетрациклиновой 
структуры, и синтеза биотинилированных олигонуклеотидов, 
содержащих последовательности операторов гена устойчивости 
к тетрациклинам tetO1 и tetO1/tetO2, для применения в констру-
ировании биоаналитических систем для детекции тетрацикли-
нов в пищевой продукции.

Материалы и методы. Использованные в работе штаммы 
микроорганизмов и плазмиды перечислены в табл. 1. Бактерии 
Escherichia coli культивировали при 37 °С в жидкой среде LB 
(X964.1, Carl Roth) в течение 12–14 ч с перемешиванием 180 об/мин 
либо на плотной питательной среде LB (1083.00, CONDA).

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

Штаммы, плазмиды Характеристика Источник

Escherichia coli

XL1-Blue F′proAB lacI q lacZΔM15 Tn10(TetR)/recA1 endA1 
gyrA96(NalR) thi-1 hsdR17(r–

k m+
k ) supE44 relA1 lac [19]

BL21(DE3) F– dcm ompT hsdSB(rB
–, mB

–) gal lon λ(DE3) [20]

BL21(DE3)
[pET-42a-TetR]

Штамм BL21(DE3), несущий плазмиду
pET-42a-tetR

Получен 
в данной 
работе

Плазмиды
pET-42a(+) KmR, PT7, oriVColE1, f1 ori Merck

pET-42a-tetR Плазмида pET-42a(+) со вставкой гена tetR
Получена 
в данной 
работе



36	 Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

ДНК выделяли из ночной культуры бактерий с помощью ком-
мерческих наборов в соответствии с рекомендациями производи-
телей: геномную ДНК – «Нуклеосорб А» (005а.2, ОДО «Праймтех»), 
плазмидную – «Plasmid Mini-Prep Kit» (PP-204, Jena Bioscience). 
Фрагменты ДНК из агарозного геля выделяли с использованием 
коммерческого набора «Agarose Gel Extraction Kit» (PP-202, Jena 
Bioscience). Определение концентрации ДНК проводили флуори-
метрически с помощью прибора QFX Fluorometer (DeNovix, США) 
и/или на спектрофотометре NanoPhotometer (Implen P330, Гер-
мания). Электрофоретический анализ нуклеиновых кислот ос у-
ще ствлялив 0,8%-ном агарозном геле с бромистым этидием  
(0,5 мкг/мл) при напряженности электрического поля 8–10 В/см.

Целевые фрагменты ДНК (ген tetR и линеаризованная форма 
плазмиды pET-42a(+)) получены с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с использованием реактивов фирмы АртБиоТех 
(Республика Беларусь). Реакционная смесь (40 мкл) содержала ~ 10 нг 
ДНК матрицы, 0,2 мМ дНТФ, 0,3 мкмоль праймеров, 0,02 ед/мкл 
ДНК-полимеразы iProof в 1 × iProof HF Buffer (172-5301, Bio-Rad). 
Используемые праймеры и режимы ПЦР приведены в табл. 2. 

Метод гибридизации олигонуклеотидов использован для по-
лучения tetO1-тетрациклинового оператора: взаимокомплемен-
тарные олигонуклеотиды tetO1-F-BN и tetO1-R (см. табл. 2) смеши-
вали в эквимолярном количестве и выдерживали в соответствии 
с параметрами, приведенными в табл. 2. Метод ПЦР также при-
меняли для получения полного tetO-тетрациклинового оперона, 
включающего участки tetO1 и tetO2-операторов. Состав реак- 
ционной смеси (100 мкл): 180 нг тотальной ДНК E. coli XL1-Blue 
либо 25 нг целевого очищенного фрагмента, 0,2 мМ дНТФ,  
по 0,4 мкмоль праймеров tetOall-BN и tetOall-R (см. табл. 2),  
0,02 ед/мкл Taq-полимеразы (EP0404, Thermo Fisher Scientific),  
1 × буфер AM (0012.2, Праймтех), деионизированная вода (до 
конечного объема реакции).

Состав реакционной смеси для продолжительно перекрыва-
ющейся ПЦР (30 мкл): 45 нг линеаризованной плазмиды, 15 нг фраг-
мента для вставки, 0,02 ед/мкл ДНК-полимеразы Flash в 1 × Flash 
buffer (FL-01/01, ООО «АртБиоТех»), деионизированная вода 
(до конечного объема реакции). Программа реакции: 1) первичная 
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денатурация – 98 °C, 30 с; 2) денатурация – 98 °C, 10 с, отжиг – 
55 °C, 10 с, элонгация – 72 °C, 3 мин; 9 циклов 3) финальная элон-
гация – 72 °C, 5 мин. Удаление метилированной ДНК (исходных 
матриц) из смеси после продолжительно перекрывающейся ПЦР 
осуществляли с помощью рестриктазы DpnI (ER1701, Thermo Fisher 
Scientific), продукт концентрировали переосаждением в присут-
ствии 8 М ацетата аммония и 96 % этанола. Трансформацию 
бактерий E. coli конструкцией pET-42a-tetR осуществляли со-
гласно методическим рекомендациям, изложенным в руковод-
стве Дж. Сэмбрука с соавт. [21].

Определение нуклеотидной последовательности фрагмента tetR 
в составе плазмиды pET-42a-TetR осуществляли путем секвени-
рования по Сенгеру [22]. Построение карт плазмидных векто- 
ров и генетических локусов выполняли с помощью программы 
SnapGene Viewer 5.2.

Индукцию экспрессии гена tetR осуществляли в клетках 
E. coli BL21(DE3) с использованием изопропил-β-D-1-тиогалакто-
пиранозида (ИПТГ) в концентрации 0,2–1,6 ммоль/л (в соответ-
ствии с инструкцией к штамму-продуценту) [23]. Накопление 
целевого белка определяли с помощью электрофореза в денатури-
рующем 10%-ном полиакриламидном геле (ДСН-ПААГ) по ме-
тоду Лэммли [24] с последующим вестерн-блоттингом с использова-
нием антигистидиновых моноклональных антител. Для этого куль -
туры клеток осаждали путем центрифугирования (6000 g, 5 мин), 
клеточный осадок промывали дистиллированной водой, повтор-
но осаждали и ресуспендировали в 200 мкл дистиллированной 
воды. Для разделения клеточных лизатов на растворимую и не-
растворимую фракции осадок из 2 мл клеточной суспензии про-
мывали и ресуспендировали в 750 мкл фосфатно-солевого буфе-
ра (ФСБ, рН 7,4). Клетки разрушали с помощью ультразвукового 
дезинтегратора (5 циклов по 2 мин озвучивания и 3 мин охлаж-
дения в ледяной бане). Фракции разделяли центрифугированием 
(30 мин, 20 000 g при 4 °С). Электрофоретическое разделение 
белков проводили при постоянном токе 10–20 мА с напряжением 
100–250 В. Гели окрашивали в растворе Кумасси бриллиантово-
го синего R-250. Разделенные в ходе ДСН-ПААГ электрофореза 
белки переносили на поливинилидендифторидную мембрану, 
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предварительно активированную в метиловом спирте. Перенос 
проводили методом электроблоттинга в течение 30 мин при по-
стоянном напряжении 25 В, сила тока до 1 А с использованием бу-
фера Таубина (25 мМ Трис, 192 мМ глицин, 20%-ный метанол,  
pH 8,3). По окончании переноса блокировали неспецифические 
сайты связывания путем инкубации мембраны с 5%-ным обе-
зжиренным молоком в буфере ФСБ-T (ФСБ с 0,1%-ным Твин 20), 
далее мембрану в течение одного часа инкубировали с первич-
ными мышиными антителами HIS.H8 (6x-His Tag MA1-21315, 
Thermo Fisher Scientific), разбавленными тем же раствором в со-
отношении 1:2000. После отмывки в буфере ФСБ-T (дважды по 
10 мин) мембрану в течение одного часа инкубировали с вторич-
ными антимышиными антителами, конъюгированными с пе-
роксидазой хрена (Anti-Mouse IgG, A9044 Sigma-Aldrich), раз-
бавленными в соотношении 1:10 000. После отмывки в буфере 
ФСБ-T (трижды по 10 мин) мембрану инкубировали в свежепри-
готовленном растворе для проявления пероксидазной реакции 
Clarity Western ECL Substrate (70-5060, Bio-Rad).

Для препаративного микробного синтеза чистого TetR исполь-
зовали клеточную массу из 200 мл индуцированной 0,4 ммоль/л 
ИПТГ культуры Е. coli BL21(DE3) pET-42a-TetR. Культивирование 
проводили при постоянном перемешивании (180 об/мин, 37 °С, 3 ч) 
в питательной среде LB с добавлением 30 мкг/мл канамицина. 
Очистку химерного TetR с полигистидиновой меткой осуществля-
ли металл-хелатной хроматографией. Для проведения аффинной 
хроматографии использовали колонку 0,9 × 2,5 см (2 мл) с сорбен-
том HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (Thermo Scientific, США). 
Для получения бесклеточной фракции культуры Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR] после культивирования, клетки осаждали центри-
фугированием (1000 g, 10 мин при 4 °С). К клеточному осадку до-
бавляли эквивалентный объем свежеприготовленного 20 мM трис-
HCl буфера pH 8,2 содержащего 0,5 M NaCl (ТСБ), с добавлением 
5 мM имидазола и 2 мM фенилметилсульфонилфторида. Затем 
клетки ресуспендировали при помощи вихревого смесителя типа 
«Вортекс» до получения гомогенной суспензии, которую обраба-
тывали ультразвуком на ледяной бане четыре раза по 20 с. Полу-
ченный лизат доводили до 10 мл ТСБ с добавлением 20 мM ими-
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дазола и центрифугировали (22 000 g, 30 мин при 4 °С). Полу-
ченный супернатант (бесклеточная фракция) отделяли от осадка 
и наносили с использованием жидкостного хроматографа ÄKTA 
pure (GE, США) на колонку для металл-хелатной аффинной хро-
матографии со скоростью 0,5 мл/мин. После нанесения колон- 
ку отмывали десятью объемами (20 мл) ТСБ с добавлением 
20 мM имидазола при той же скорости. Элюцию связавшихся 
с сорбентом колонки полипептидов проводили с использованием 
градиента имидазола 20–500 мМ в ТСБ при той же скорости. Па-
раметры градиента имидазола, скорость потока и другие усло-
вия хроматографии задавались и контролировались при помощи 
программного обеспечения хроматографа Unicorn 7.0 (GE, США). 
Элюат собирали фракциями по 1 мл и анализировали электрофо-
резом в 10%-ном ДСН-ПААГ. Фракции, содержащие исследуемый 
белок, объединяли и подвергали эксклюзионной хроматографии 
на колонке HiPrep 26/10 (GE, США), предварительно уравнове-
шенной ТСБ, со скоростью 1 мл/мин. Элюцию полипептидов про-
водили при той же скорости. Все фракции, выходящие в свобод-
ном объеме колонки (полипептиды с молекулярной массой более 
5 кДа), собирали, объединяли и концентрировали с использова-
нием ультрафильтрационного центрифужного картриджа с мем-
браной из полиэфирсульфона и отсечкой по молекулярной массе 
10 кДа.

Спектры поглощения препаратов TetR снимали в кювете с дли-
ной оптического пути 1 см на приборе Tecan Infiniti 200 (Австрия). 
Для установления концентрации выделенного продукта исполь-
зовали коэффициент экстинкции, рассчитанный по содержанию 
ароматических аминокислот в составе белка. Для раствора TetR 
с концентрацией 1 мг/мл поглощение при 280 нм составляет 
0,62 оптические единицы (о. е.). Масс-спектры матрично-активи-
рованной лазерной деcорбционно/ионизационной времяпролетной 
масс-спектрометрии (МАЛДИ ВП МС) регистрировали на при-
боре Microflex LRF (Bruker, Германия).

При проведении репрессор-рецепторного иммунофермент-
ного анализа (далее – биоанализ) в качестве твердофазных носи-
телей использовали разборные полистирольные микропланшеты 
с 96 лунками фирмы ООО «Хема-медика» (Россия), в которых 
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биоспецифически адсорбировали стрептавидин. Для изготов- 
ления функционализированных планшетов в лунки вносили 
по 100 мкл раствора 5 мкг/мл биотинилированного бычьего сыво-
роточного альбумина (БСА) в 0,1 М NaHCO3, рН 8,3. Инкубировали 
планшеты 16 ч при 4 °С, затем содержимое лунок аспирировали, 
дважды промывали 200 мкл моющего буфера (10 мM натрий-
фосфатный буфер, 0,138 M NaCl, 0,0027 М KCl, 0,02 % Твин 20, 
рН 7,2). Далее в лунки вносили по 100 мкл раствора стрептавидина 
(ИБОХ НАН Беларуси) в концентрации 20 мкг/мл в 50 мМ трис-HCl, 
содержащем 0,15 М NaCl, 1 мг/мл БСА и 0,02 % Твин 20 (ТСБ-T, 
рН 7,6), и снова инкубировали 16 ч при 4 °С. Раствор аспириро-
вали, промывали лунки моющим буфером (дважды по 200 мкл) 
и вносили 200 мкл блокирующего раствора, приготовленного 
на основе ТСБ-T с добавлением сахарозы и сорбита до 3 и 2 %, 
соответственно, и снова инкубировали 16 ч при 4 °С. Далее уда-
ляли раствор из лунок и высушивали планшеты при комнатной 
температуре с последующей герметизацией в металлизирован-
ных пакетах под вакуумом. Аналогичным образом изготовлен 
и стабилизирован планшет с адсорбированной в концентрации 
10 мкг/мл ДНК из тимуса теленка (ИБОХ НАН Беларуси).

Посадку биотинилированных фрагментов ДНК с последова-
тельностями тетрациклиновых операторов осуществляли на стреп-
тавидинированных планшетах из объема 100 мкл ТСБ-T с добав-
лением в буфер 5 мМ ЭДТА в течение 1 ч при 20–25 °С. После 
удаления реагентов и промывки (дважды по 200 мкл), планшет 
с иммобилизованными фрагментами ДНК сразу использовали 
в биоанализе. Для этого в лунки с иммобилизоваными tetO вно-
сили по 50 мкл растворов Тс с возрастающими концентрациями 
антибиотика и по 50 мкл TetR в исследуемой концентрации, 
предварительно разведенных буферным раствором ТСБ-T с до-
бавлением MgCl2 до концентрации 50 мМ. Инкубацию прово-
дили при 20–25 °С в течение 1 ч при перемешивании 100 об/мин. 
Далее удаляли непрореагировавшие компоненты и промывали 
планшет трижды по 200 мкл моющего буфера. Для выявления 
связанного с твердой фазой TetR использовали последовательно 
анти-His-Tag моноклональные антитела (E-AB-20009, Elabscience 
Biotechnology Inc.) в концентрации 0,125 мкг/мл в ТСБ-T и вто-



42	 Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

ричные антивидовые антитела, конъюгированные с пероксида-
зой хрена (Anti-Mouse IgG, A9044 Sigma-Aldrich), разбавленные 
в соотношении 1:10 000 тем же буфером. После каждой инкубации 
при 25 °С в течение 30 мин содержимое лунок удаляли и промы-
вали планшет трижды по 200 мкл моющим буфером. В промы-
тые лунки вносили по 100 мкл хромоген-субстратного раствора, 
содержащего 1 мМ 3,3′,5,5′-тетраметилбензидин (Sigma, Т 2875) 
и 3 мМ H2O2 в 0,1 М натрий-цитратном буфере, pH 4,2, и инку-
бировали 15–20 мин при 20–25 °С. Ферментативную реакцию 
останавливали добавлением в лунки по 100 мкл 5 % H2SO4. Изме-
ряли оптическую плотность при 450 нм в о. е. в планшетном 
спектрофотометре Infinity M 200 Tecan (Австрия).

Результаты и обсуждение. В качестве источника гена tetR 
выбран штамм E. coli XL1-Blue, устойчивость к тетрациклину 
которого обеспечивается наличием в хромосоме кластера tet-генов 
(в составе транспозона Tn10). Кроме того, последовательность 
генома данного штамма общедоступна и депонирована в базе 
данных ГенБанк (CP081007). Для получения гена tetR выделяли 
тотальную ДНК из клеток E. coli XL1-Blue. Затем к последова-
тельности tetR в составе хромосомы E. coli XL1-Blue были скон-
струированы специфичные праймеры tetR-S и tetR-E, которые 
позволяли при встраивании продукта амплификации в вектор 
pET-42a (+) получить 8×-гистидиновую метку на С-конце белка 
TetR. С помощью ПЦР с праймерами tetR-E и tetR-S на матрице 
тДНК штамма E. coli XL1-Blue получен ампликон, по размеру 
соответствующий целевому ДНК-фрагменту (≈ 650 п. н.). Для по-
лучения экспрессионной конструкции pET-42a-TetR плазмида 
pET-42a (+) была приведена в линейную форму с помощью ПЦР 
и праймеров pET42lin-H и pET42linF, что позволило получить 
ампликон фрагмента плазмиды без участка размером 921 п. н., 
не существенного для функционирования экспрессионной кон-
струкции. Затем методом продолжительно перекрывающейся ПЦР 
с линеаризированной формой pET42a (+) и ампликоном гена tetR 
получена экспрессионная конструкция pET-42a-TetR, которая 
после обработки эндонуклеазой DpnI (стадия удаления матрич-
ной ДНК) введена в клетки E. coli XL1-Blue. Присутствие вставки 
в составе плазмид, выделенных из отобранных трансформантов, 
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проверено методом ПЦР с праймерами T7-Pro-Seq и T7-Ter-Seq 
по наличию продукта амплификации размером ≈ 800 п. н. На-
личие гена tetR, идентичного исходной матрице, и 8×-гистиди-
нового участка в рамке считывания целевой кодирующей после-
довательности в составе вектора pET-42a-TetR подтверждено 
секвенированием по Сенгеру. Карта конструкции pET-42a-TetR 
представлена на рис. 1.

Для экспрессии целевого белка TetR использован штамм 
Е. coli BL21(DE3), геном которого содержит λ-DE3-профаг, несущий 

Рис. 1. Фрагмент плазмиды pET-42a-TetR, кодирующий 8×-гистидиновую метку 
после гена tetR (А) и карта плазмиды pET-42a-TetR (Б)
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ген РНК-полимеразы Т7 под контролем промотора PlacUV5, что 
позволяет индуцировать экспрессию РНК-полимеразы Т7 с по-
мощью ИПТГ [23]. Экспрессионная конструкция pET-42a-TetR 
была введена в клетки E. coli BL21(DE3), наличие целевой кон-
струкции в бактериальных клетках проверено путем выделения 
плазмидной ДНК с последующим рестрикционным анализом. 
Для контроля экспрессии таким же образом были получены 
клетки E. coli BL21(DE3), несущие исходную плазмиду pET-42a(+). 
Подтверждение синтеза рекомбинантного белка TetR бактерия-
ми осуществляли методами белкового электрофореза и иммуно-
блоттинга с антителами, специфичными к полигистидиновой 
последовательности С-концевой области химерного белка TetR. 
Результаты электрофоретического анализа суммарных клеточных 
белков после индукции экспрессии целевого гена с помощью 
добавления ИПТГ в концентрации 0,2–1,6 ммоль/л представле-
ны на рис. 2.

Из рис. 2 следует, что клетки E. coli BL21(DE3), несущие кон-
струкцию pET-42a-TetR, после индукции экспрессии накапливают 
белок, соответствующий по массе ожидаемому продукту – реком-
бинантному белку TetR с полигистидиновой последовательностью 
(23,4 + 1,1 кДа) (рис. 2, дорожки 5–8). Добавление 0,2 мM ИПТГ 
в среду культивирования приводило к накоплению рекомбинант-
ного белка, увеличение концентрации ИПТГ в среде культиви-
рования от 0,2 мM до 1,6 мМ незначительно влияло на уровень 
накопления белка. В качестве контролей экспрессии использо-
вали безплазмидные клетки Е. coli BL21(DE3) и клетки, содер-
жащие плазмиду pET-42a(+) (рис. 2, дорожки 1–3). В клетках 
Е. coli BL21(DE3) [pET-42a(+)] при индукции также наблюдает- 
ся накопление белка массой около 30 кДа, предположительно, 
глутатион-S-трансферазы с полигистидиновой меткой. Ген данно-
го белка расположен на плазмиде pET-42a(+) за T7 промотором, 
но отсутствует в экспрессионной конструкции pET-42a-TetR, так 
как при сборке pET-42a-TetR этот фрагмент был исключен из це-
левой конструкции. Для идентификации рекомбинантного белка 
TetR был использован иммуноблоттинг с антителами, специфич-
ными к полигистидиновой последовательности. Результаты имму-
ноблоттинга представлены на рис. 3.
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Установлено, что антитела, специфически связывающиеся 
с 8×-гистидин-меченными белками, обнаруживаются в области 
накопленного рекомбинантного белка клеток E. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR] (рис. 3, дорожки 4–8), а также в контрольных 
образцах клеток, несущих рекомбинантные белки с полигисти-
диновой последовательностью (рис. 3, дорожка 3). Следует отме-
тить, что клетки E. coli BL21(DE3), содержащие pET-42a-TetR, 
продуцируют небольшое количество рекомбинантного белка 
и без внесения в среду ИПТГ (рис. 3, дорожка 4), вероятно за счет 
экспрессии с других промоторов плазмиды.

Для определения растворимой и нерастворимой фракций ре-
комбинантного белка TetR супернатант и осадок клеточного лизата 

М – белки-стандарты молекулярных масс Precision Plus Protein Standarts 
(161-0363, Bio-Rad); 1 – Е. coli BL21(DE3); 2 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a(+)]; 

3 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a(+)] 0,8 мM ИПТГ; 4 – Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR]; 5 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 0,2 мM ИПТГ; 

6 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 0,4 мM ИПТГ; 7 – Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR] 0,8 мM ИПТГ; 8 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 1,6 мM ИПТГ; 

*, ** – рекомбинантные белки
Рис. 2. Электрофореграмма клеточных белков штаммов E. coli без индукции 

и через 3 ч после индукции
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Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] подвергали электрофоретиче-
скому анализу. Результаты разделения суммарных клеточных 
белков, растворимой и нерастворимой фракций представлены 
на рис. 4. В качестве контроля использовали лизаты клеток, ин-
кубируемых при тех же условиях, но без добавления индуктора. 
Установлено, что рекомбинантный белок TetR накапливается 
главным образом в растворимой фракции лизата, но присут-
ствует и в осадке (рис. 4, дорожки 4 и 6).

Таким образом, в клетках штамма Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-
TetR], несущих последовательность гена tetR в составе плазми-
ды, спустя 3 ч после индукции экспрессии накапливается ре-
комбинантный белок, соответствующий по массе ожидаемому 
продукту и содержащий гистидиновую метку.

Проведен препаративный микробный синтез TetR. Оптими-
зации процесса получения рекомбинантного рецептора по таким 
параметрам, как время индукции и температура культивирова-
ния, не потребовалось, так как основная масса белка, доступного 
для выделения, накапливалась в растворимой форме. Очищен-
ный белок выделен из клеточного лизата в нативных условиях 
после дезинтеграции клеток ультразвуком с использованием ме-
тода металл-аффинной хроматографии. Конечный продукт очищен 

М – белки-стандарты молекулярных масс Precision Plus Protein Standarts 
(161-0363, Bio-Rad); 1 – Е. coli BL21(DE3); 2 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a(+)]; 

3 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a(+)] 0,8 мM ИПТГ; 4 – Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR]; 5 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 0,2 мM ИПТГ; 

6 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 0,4 мM ИПТГ; 7 – Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR] 0,8 мM ИПТГ; 8 – Е. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] 1,6 мM ИПТГ
Рис. 3. Результат идентификации белков с полигистидиновой последователь-

ностью методом иммуноблоттинга
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за одну стадию хроматографии с высоким выходом, около 16 мг 
в расчете на 1 г сырой клеточной массы, и характеризуется сте-
пенью чистоты более 95 % по данным гель-электрофореза (рис. 5). 
Молекулярная масса продуцируемого TetR находится в пределах 
24–25 кДа, что соответствует результатам MALDI-TOF, согласно 
которым эта величина составляет 24,341 кДа (см. рис. 5). Для 
предотвращения агрегации и сохранения функциональных 
свойств в конечный препарат при хранении добавляли дитиотре-
ит в концентрации 1 мМ, поскольку в составе первичной струк-
туры белка присутствуют 6 остатков цистеина.

Обозначенные пики (m/z) соответствуют: 24341,582 – молеку-
лярному иону TetR, 12105,019 – двухзарядному иону TetR, 48682,090 
и 72957,408 – димеру и тримеру TetR соответственно. На элек-
трофореграмме дорожка (а) соответствует бесклеточной фракции, 

М – белки-стандарты молекулярных масс Precision Plus Protein Standarts 
(161-0363, Bio-Rad); 1 – суммарные клеточные белки; 2 – суммарные 

клеточные белки после индукции; 3 – супернатант; 4 – супернатант после 
индукции; 5 – осадок; 6 – осадок после индукции

Рис. 4. Электрофореграмма белков различных фракций клеток Е. coli BL21(DE3) 
[pET-42a-TetR] без индукции и через 3 ч после индукции 0,4 мM ИПТГ
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(б) – той же фракции после прохождения металл-хелатной аффин-
ной колонки, (в) – препарату TetR с нагрузкой 12 мкг на дорожку, 
(г) – смеси белков – стандартов молекулярных масс, (д) – препа-
рату TetR с нагрузкой 3 мкг на дорожку.

Далее для получения ДНК-компонента системы ДНК-TetR-Tс 
были сконструированы олигонуклеотидные праймеры с биотино-
вой меткой, позволяющие продуцировать различные варианты 
биотинилированных фрагментов тетрациклинового оператора 
tetO. Олигонуклеотиды tetO1-F-BN и tetO1-R обеспечивают син-
тез биотинилированного фрагмента tetO1-оператора tet-генов 
(5ʹ-actctatca-a-tgatagagt-3ʹ) с коротким линкером (6 п. н.) до био-
тиновой метки. Олигонуклеотиды tetOall-BN и tetOall-R позво-
ляют синтезировать весь tetR/tetA-промотер, включающий tetO1- 
и tetO2-оператор (5ʹ-tccctatca-g-tgatagaga-3ʹ) с длинным линкером 
(≈ 80 п. н.) до биотиновой метки (рис. 6). Методом гибридизации 
олигонуклеотидов tetO1-F-BN и tetO1-R получен биотинилиро-
ванный фрагмент ДНК tetO1 (рис. 7, А). Исчезновение полосы, 
соответствующей tetO1-F-BN, и усиление интенсивности свече-
ния полос на дорожках 3 и 4 по сравнению с дорожкой 2 под-
тверждают гибридизацию олигонуклеотидов.

Методом ПЦР с праймерами tetOall-BN и tetOall-R получен 
биотинилированный фрагмент ДНК tetO1/О2 (рис. 7, Б).

Таким образом, были получены биотинилированные олиго-
нуклеотиды, содержащие последовательности операторов гена 
устойчивости к тетрациклинам tetO1 и tetO1/tetO2, которые 
предназначены для апробации системы ДНК-TetR-Tс.

Ранее было найдено, что TetR, как и многие другие белки, 
может неспецифически связываться с остовом ДНК любой при-
роды [25]. Действительно, на примере использования ДНК из ти-
муса теленка, пассивно адсорбированных в лунках планшета, 
нами были обнаружены существенные неспецифические эффек-
ты связывания TetR, для устранения которых был подобран спе-
циальный состав буферного раствора для проведения анализа. 
Так, увеличение ионной силы раствора с помощью NaCl до 0,45 М 
и концентрации белкового наполнителя БСА до 10 мг/мл, а также 
использование неионных детергентов в буферном растворе ТСБ-T 
препятствовали протеканию неспецифических взаимодействий. 
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На рис. 8 представлена зависимость связывания различных ко-
личеств TetR с иммобилизованным tetO1/О2 от концентрации Тс 
в лунках микропланшета. Как видно из представленных резуль-
татов, комплексообразование TetR с оператором возрастает при 
повышении концентрации TetR, и при этом существенно умень-
шается ингибирующий эффект Тс. При сравнительном исследо-
вании одинаковых концентраций двух различных по размерам 
и структуре биотинилированных фрагментов ДНК обнаружено, 
что TetR связывается в большей степени с оператором tetO1, чем 
с полноразмерным tetO1/О2-опероном: найденные значения В0 со-
ставили соответственно 1,55 о. е. и 0,71 о. е. Возможно, это обуслов-
лено стерическими препятствиями связыванию из-за большей мо-
лекулярной массы tetO1/О2. Однако при использовании одинако-
вых концентраций белка чувствительность биоанализа снижается, 

1 – олигонуклеотид tetO1-F-BN; 2 – олигонуклеотид tetO1-R; 3, 4 – продукты 
гибридизации олигонуклеотидов tetO1-F-BN и tetO1-R; М – маркер молеку-
лярной массы; 5 – продукт амплификации полного tetO-тетрациклинового 

оперона на матрице тотальной ДНК E. coli XL1-Blue с праймерами tetOall-BN 
и tetOall-R

Рис. 7. Электрофореграмма продуктов гибридизации tetO1-F-BN и tetO1-R (А) 
и полного tetO-тетрациклинового оперона, включающего участки tetO1- 

и tetO2-операторов (Б)
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о чем свидетельствуют расчетные величины 50%-ного ингиби-
рования связывания, равные 7 и 5 нг/мл тетрациклина соответ-
ственно. В табл. 3 приведены результаты связывания TetR с раз-
личными тетрациклиновыми операторами и показан ингибирую-
щий эффект Тс на это взаимодействие.

Т а б л и ц а  3.  Связывание TetR в концентрации 0,5 мкг/мл 
с тетрациклиновыми операторами tetO и ингибирующий эффект Тс 

на взаимодействие

Тетрациклин, нг/мл
tetO1/О2, 3 нМ tetO1, 3 нМ

Вi /В0, % Вi /В0, %

0,00 100 100
0,62 89 92
1,25 82 85
2,50 71 81
5,00 52 58
10,00 34 16
20,00 22 10

П р и м е ч а н и е:  Вi и В0 (в о. е.) – связывание TetR с tetO соответственно 
в присутствии и в отсутствие Тс.

Рис. 8. Гистограмма с указанием среднеквадратического отклонения, 
отражающая комплексообразование TetR в различных концентрациях 

с биотинил-tetO1/О2 в отсутствие и в присутствии различных количеств 
тетрациклина
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Заключение. В результате работы получена гибридная вектор-
ная конструкция pET-42a-TetR, несущая ген рецептора тетрацикли-
новых антибиотиков (tetR) и последовательность 8×-гистидиновой 
метки перед стоп-кодоном целевого гена. Создан рекомбинант-
ный штамм – Esherichia coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] – проду-
цент белка TetR. Методами белкового электрофореза и иммуно-
блоттинга с антителами, специфичными к полигистидиновой по-
следовательности, подтвержден синтез рекомбинантного белка 
TetR штаммом бактерий E. coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR]. Пока-
зано, что в клетках штамма-продуцента после индукции ИПТГ 
рекомбинантный белок накапливается преимущественно в рас-
творимой и частично в нерастворимой форме. Чистый рекомби-
нантный белок выделен из бесклеточной фракции с высоким 
выходом за одну стадию металл-хелатной хроматографии в на-
тивных условиях. Получены биотинилированные фрагменты 
tetO1 (40 п. н.) и tetO1/О2 (150 п. н.), содержащие последователь-
ности тетрациклинового оператора. С использованием синтези-
рованных олигонуклеотидных партнеров с последовательностя-
ми операторов tetO подтверждены ДНК- и Тс-связывающие актив-
ности химерного TetR.
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TetR REPRESSOR AND tetO OPERATOR OF THE BACTERIAL  
TETRACYCLINE RESISTANCE GENE: PREPARATION 
OF THE PURIFIED BIOREAGENTS AND THE IMPACT 

OF THE ANTIBIOTIC ON THEIR INTERACTION 
IN IN VITRO SYSTEMS

О. V. EVDOKIMOVA2, K. U. AKHREMCHUK2, A. A. MURATOVA2, 
L. N. VALENTOVICH2, K. I. MIKHAYLOPULO1, I. I. VASHKEVICH1, 

О. V. SVIRIDOV1

1Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, 
Minsk, Belarus, vashkevich@iboch.by 

2Institute of Microbiology, National Academy of Sciences of Belarus, 
Minsk, Belarus, valentovich@mbio.bas-net.by

In this study, we created Escherichia coli BL21(DE3) [pET-42a-TetR] strain 
for the expression of tetracycline antibiotics receptor/gene repressor TetR. Protein 
electrophoresis and Western blotting confirmed the production of the TetR protein. 
Expression induced by the addition of isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside resulted 
in the accumulation of the protein with a molecular mass about 24 kDa primarily 
in soluble and also in insoluble forms. Pure 8× His-tagged TetR was extracted 
from the cell lysate by metal-affinity chromatography using imidazole concentration 
gradient for column elution. TetR oligonucleotide partners were obtained as two bio-
tinylated DNA fragments (tetO1 and tetO1/O2). A biospecific sorbent for TetR 
was prepared by immobilizing biotinyl-tetO1 or biotinyl-tetO1/O2 onto streptavidin 
coated microplates wells. It was shown that tetracycline exerted a concentration-
dependent inhibitory effect on TetR specific binding to the DNA fragments.

Keywords: receptor protein TetR, recombinant protein, operator tetO1 and tetO2, 
biotin labeled oligonucleotide, bioanalytical assays.
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В настоящее время микробиологический мониторинг обязателен при про-
ведении пилотируемых космических миссий. Его целью является описание 
видового разнообразия обитаемой части космических станций и своевремен-
ное обнаружение потенциально опасных микроорганизмов, способных вызы-
вать заболевания экипажа или неисправность оборудования. В данном обзоре 
рассмотрены основные методы микробиологического мониторинга среды оби-
тания космических аппаратов, приведены данные о видовом составе, биологи-
ческих особенностях и биотехнологическом потенциале выявляемых микро-
организмов, описаны возможные механизмы их адаптации к таким неблаго-
приятным факторам среды, как космические излучения и микрогравитация.

Ключевые слова: микробиом, космический полет, адаптации, вторич-
ные метаболиты, антибиотикорезистентность, вирулентность.

Введение. Микроорганизмы вездесущи на космических ко-
раблях так же, как и на Земле. Опыт пилотируемых космических 
миссий в США и России показывает, что увеличение продолжи-
тельности полета приводит к значительному повышению количе-
ства микроорганизмов на борту космического корабля. Микро-
организмы, присутствующие в воздушной среде и на различных 
поверхностях космических аппаратов, могут влиять на здоровье 
космонавтов, вызывая инфекционные и аллергические заболева-
ния, а также разрушать материалы и нарушать стабильность ра-
боты аппаратуры [1]. Одной из основных целей пилотируемых 
миссий является длительное пребывание в космосе, что возмож-
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но только при обеспечении здоровья экипажа, а также целостно-
сти и исправности оборудования [2]. Для этого осуществляется 
микробиологический мониторинг среды обитания космических 
кораблей, позволяющий контролировать уровень микробной на-
грузки и своевременно выявлять потенциально опасные микро-
организмы [2–4]. 

Микробиологический мониторинг поверхностей космических 
аппаратов проводился еще на заре космонавтики, во времена 
первых роботизированных миссий [5]. В то время основной при-
чиной строгого контроля за обсемененностью было стремление 
к минимизации риска внесения «земных» микроорганизмов в кос-
мическое пространство [5, 6]. Однако уже при работе над пилоти-
руемыми космическими кораблями, такими как «Мир», «Шаттл» 
и «Скайлаб», исследования сфокусировались на микроорганиз-
мах, способных повлиять на здоровье космонавтов. Известно, 
что в условиях космического полета иммунный статус человека 
снижен [7–9]. Поэтому даже те микроорганизмы, которые в на-
земных условиях относятся к условным патогенам, способны вы-
зывать различные заболевания космонавтов, что представляет 
серьезную опасность, учитывая ограниченный доступ к меди-
цинской помощи и лекарственным средствам во время космиче-
ских миссий. Кроме того, целостность самого космического ко-
рабля может быть нарушена микроорганизмами. Так называе-
мые технофильные микроорганизмы, в частности, грибы родов 
Aspergillus и Penicillium способны разрушать сплавы и полиме-
ры, используемые при сборке космических аппаратов [10]. С за-
пуском Международной космической станции (МКС) стало по-
нятно, что в этой новой замкнутой среде со специфическими 
условиями вместе с человеком будут постоянно присутствовать 
микроорганизмы. Это стимулировало интерес к изучению ди-
намики микробиоты, а также взаимодействия микробных сооб-
ществ, человека и систем жизнеобеспечения во время длитель-
ного пребывания в космосе [11, 12]. Были предприняты первые 
попытки описания видового состава и количественного содер-
жания микроорганизмов в воздушной среде и на различных по-
верхностях МКС [2, 13–15]. В настоящее время все международ-
ные партнеры по МКС признают необходимость постоянного 
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и оперативного контроля микробиологического состояния среды 
обитания космической станции для обеспечения ее биобезопас-
ности и длительного пребывания в космосе.

Данный обзор посвящен описанию методических подходов, 
используемых для микробиологического мониторинга среды оби-
тания космических аппаратов, а также видового состава и биоло-
гических особенностей микроорганизмов, выявляемых на МКС.

Методические подходы к анализу микробиома космических 
станций. Первым этапом микробиологического мониторинга оби-
таемой среды космических аппаратов является отбор проб: мазков 
с поверхностей увлажненными стерильными тампонами или сал-
фетками; образцов воды, отбираемых шприцами; а также проб 
воздуха, получаемых с использованием специальных сертифи-
цированных для полета в космос пробоотборников [2, 6, 16–18].

Микробиологический мониторинг космических аппаратов тра-
диционно базировался на культуральных подходах, которые пре-
дусматривают посев образцов на полуселективные, селективные 
или дифференциально-диагностические среды с последующей 
инкубацией в стандартных условиях [9]. Так, для выявления ге-
теротрофных аэробных бактерий производится высев на среду 
R2A и триптико-соевый агар и культивирование при 32–37 ℃ 
в течение 48–72 ч, для обнаружения гетеротрофных анаэробов – 
аналогичным образом в анаэробных условиях. Для выделения 
условных патогенов и бактерий со сложными питательными по-
требностями используют шоколадный и кровяной агар, для се-
лективного отбора грамотрицательных бактерий и микроорга-
низмов, способных ферментировать лактозу, – агар МакКонки, 
для ацидофилов – среду Сабуро. Кроме того, для выявления 
ряда микроорганизмов используют специфические дифферен-
циальные среды: агар Митчинсона 7Н11 и агар Миддлбрука 7Н10 
для микобактерий, солевой агар с маннитом для стафилококков, 
различные хромогенные среды для определенных видов бакте-
рий и дрожжей (например, CHROMagar для дрожжей родов Can-
dida и Malassezia). Для обнаружения мицелиальных грибов про-
изводится высев на картофельно-глюкозный агар, среду Чапека, 
агар Сабуро с последующим культивированием при 20–25 ℃  
в течение 5–7 суток [2, 19–21].
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Вместе с тем культуральные методы анализа не могут дать 
полного представления о микробном разнообразии МКС, по-
скольку используемые питательные среды и условия культиви-
рования оптимальны для конкретных групп микроорганизмов, 
а значительная часть микробиоты находится в некультивируемом 
состоянии [1]. Считается, что только 1 % микроорганизмов, при-
сутствующих в окружающей среде, может быть успешно культи-
вирован в лабораторных условиях. Поэтому в последнее время 
для изучения микробных сообществ широко применяются мо-
лекулярно-генетические методы, такие как полимеразная цепная 
реакция (ПЦР), в том числе в режиме реального времени (ПЦР-РВ), 
и метагеномный анализ [1, 13]. Методы, основанные на ампли-
фикации нуклеиновых кислот, позволяют быстро и точно иден-
тифицировать целевые виды микроорганизмов (как культивиру-
емых, так и некультивируемых), даже при их присутствии в низ-
ком количестве, легко автоматизируются и стандартизируются. 
Метагеномный анализ предполагает анализ «суммарной» ДНК 
исследуемого микробного сообщества и дает наиболее полную 
информацию о таксономическом составе и численности микро-
организмов. В широко используемом варианте данного подхода 
проводится ампликонное секвенирование определенного гена 
(например, 16S рРНК) и последующий биоинформатический ана-
лиз полученных прочтений с использованием специальных баз 
данных [13]. Однако каждый из этих методов имеет свои недо-
статки. Так, метагеномный анализ не всегда позволяет установить 
разнообразие микроорганизмов в изучаемых образцах на уров- 
не видов [13], а ПЦР-РВ может дать недостоверные результаты 
об абсолютной микробной численности из-за детекции ДНК не-
жизнеспособных микроорганизмов [6]. Во избежание этой неточ-
ности и выявления только жизнеспособных микроорганизмов 
исследуемые образцы рекомендуется предварительно обрабаты-
вать моноазидом пропидия [22] – фотореактивным красителем, 
который связывается с двухцепочечной ДНК. Образование ко-
валентной связи между моноазидом пропидия и ДНК при дей-
ствии видимого света делает нуклеиновую кислоту нераствори-
мой и приводит к утрате ее функциональности. ДНК жизнеспо-
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собных организмов не связывается с красителем, так как они 
имеют интактную клеточную мембрану. 

В ряде исследований [23, 24] отмечается некоторое расхож-
дение данных, полученных культуральными и молекулярно- 
генетическими методами. Так, в ходе изучения микробиома МКС 
с использованием культуральных методов наиболее распростра-
ненными представителями отдела Firmicutes были роды Bacillus 
и Staphylococcus, тогда как при использовании молекулярных 
методов преобладали бактерии рода Staphylococcus [9]. Изуче-
ние микробного разнообразия питьевой воды, интегрированной 
системы теплового охлаждения и обитаемого модуля МКС с по-
мощью молекулярно-генетических методов выявило присутствие 
бактерий, потенциально опасных для здоровья человека (виды 
Afipia, Propionibacterium) и/или среды обитания (например, виды 
Ralstonia), которые не обнаруживались культуральными метода-
ми [3]. Несоответствие результатов, полученных при использо-
вании разных подходов, скорее всего, связано с вносимыми ими 
систематическими ошибками, например, ограниченными возмож-
ностями культивирования, проблемами с выделением и секвени-
рованием ДНК, а также обнаружением ДНК нежизнеспособных 
организмов [24]. Следовательно, для осуществления микробио-
логического мониторинга космических аппаратов оптимальной 
является комбинация культуральных и молекулярно-генетиче-
ских методов исследования, позволяющая нивелировать недо-
статки каждого из этих подходов.

Видовое разнообразие микроорганизмов, выделяемых с кос-
мических станций. Еще со времен первых миссий космические 
аппараты перед запуском подвергаются стерилизации [5, 25]. На со-
временных космических кораблях находится очень чувствитель-
ное оборудование, и их нельзя стерилизовать целиком: некоторые 
инструменты неустойчивы к высокотемпературной стерилиза-
ции, а применение газов, ионизирующего излучения и других 
способов обеззараживания может оставить следы на оптических 
устройствах или повредить электронику [25]. Исходя из этого, 
части космических аппаратов обрабатываются отдельно непо-
средственно перед интеграцией, а процесс сборки производится 
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в чистых помещениях с контролируемой бионагрузкой [6]. Такие 
помещения подвергаются тщательной дезинфекции. Так, только 
10 % бактерий, которые были обнаружены с помощью молеку-
лярно-генетических методов во время исследования микробио-
ма чистого помещения, оказались жизнеспособными [13]. Как пра-
вило, это бактерии, выработавшие резистентность к основным 
средствам дезинфекции, или спорообразующие аэробы. Послед-
ние долгое время служили индикаторами чистоты поверхностей 
в протоколах микробиологического мониторинга Национально-
го управления по аэронавтике и исследованию космического 
пространства (НАСА), так как считалось, что только споры спо-
собны переносить длительное пребывание в условиях космиче-
ского полета [3]. Следует отметить, что с 1970-х гг. существует 
архив бактериальных изолятов, выделенных из чистых помеще-
ний, для установления механизмов их устойчивости к дезинфи-
цирующим средствам и разработки эффективных методов обезза-
раживания поверхностей [26]. 

Таким образом, некоторая часть микробной нагрузки косми-
ческих аппаратов попадает из помещений для сборки. Однако 
микробиом чистых помещений разительно отличается по видо-
вому составу от микробиома космических кораблей и характе-
ризуется меньшим разнообразием [6].

На сегодняшний день почти все исследования микробиоты 
космических аппаратов пилотируемых миссий сходятся в одном: 
члены экипажа выступают в качестве основного источника мик-
робного загрязнения [27, 28]. Преобладания микроорганизмов 
антропогенного происхождения не выявлено только в одном 
исследовании системы водоснабжения МКС, в котором боль-
шинство микроорганизмов относились к родам Methylobacterium, 
Sphingomonas, Ralstonia и Pseudomonas [9]. Помимо человеческого 
тела, другим возможным источником загрязнения в замкнутой 
среде МКС являются объекты научных экспериментов, а также 
грузы, включая продукты питания, оборудование и материалы 
[2, 4, 9, 29].

Таким образом, преобладающей частью микробиоты космиче-
ских аппаратов в случае пилотируемых миссий являются микро-
организмы, ассоциированные с человеком, а именно: бактерии 
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родов Staphylococcus, Corynebacterium, Streptococcus и др. [24]. 
Так, по результатам шестилетнего мониторинга микробиоты воз-
духа и поверхностей МКС, в 84 % исследованных образцов обна-
ружены бактерии рода Staphylococcus, 31,7 % – рода Bacillus, 
9,4 % – рода Corynebacterium [2]. Сходные результаты получены 
и при микробиологическом мониторинге орбитальной станции 
«Мир», где 55,5 % образцов поверхностей и 53,2 % проб воздуха 
были контаминированы стафилококками, 27,5 % и 34 %, соот-
ветственно, – бациллами, 36 и 16 % – коринебактериями [30]. 
Согласно другим исследованиям, наиболее распространенными 
обитателями космических аппаратов являются бактерии родов 
Staphylococcus, Bacillus и Micrococcus [17]. В недавних работах 
указывается также на наличие в составе микробиома МКС архей, 
в частности, представителей отделов Thaumarchaeota, Woesear-
chaeota и рода Methanobrevibacter. Причем частота их встреча- 
емости на различных поверхностях ожидаемо коррелировала 
с частотой контактов астронавтов с этими поверхностями [23, 24]. 
Следует отметить, что наряду с сапрофитными бактериями с по-
верхностей космических аппаратов выделяют также условные 
патогены, в норме являющиеся частью микробиома человека. 
Учитывая тот факт, что комбинированные стрессы, связанные 
с нарушением сна, микрогравитацией и повышенным уровнем ра-
диации, приводят к снижению иммунитета, присутствие таких 
микроорганизмов сопряжено с определенными рисками для здо-
ровья космонавтов [4, 31]. Так, в ряде исследований с поверх- 
ностей обитаемых отсеков МКС были изолированы бактерии 
Staphylococcus aureus, являющиеся потенциальными возбудителя-
ми ряда инфекций [32], Klebsiella pneumoniae, ассоциированные 
с развитием пневмонии у людей с ослабленным иммунитетом [33], 
Serratia marcescens, способные вызывать инфекции дыхательных 
путей и поражения глаз (конъюктивиты, кератиты и др.) [34, 35]. 

Помимо известных видов бактерий с космических аппаратов 
выделяют также новые виды. Так, в 2017 г. описан новый вид 
бактерий Solibacillus kalamii, изолированный из HEPA-фильтров 
системы фильтрации воздуха МКС [36]. 

Уникальным компонентом микробных сообществ в космиче-
ской среде являются грибы, так как их численность не пополняет-
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ся благодаря присутствию человека (за исключением некоторых 
дрожжей, входящих в состав микробиома кожи) [12]. Наиболее 
распространенными родами мицелиальных грибов, выделен- 
ных с различных космических объектов, являются Aspergillus, 
Penicillium и Cladosporium [2, 17, 30, 37–40], дрожжей – Rhodotorula, 
Candida и Malassezia [2, 30, 41]. В ряде работ на борту космиче-
ских аппаратов были обнаружены также виды грибов, не встреча-
ющиеся в других исследованиях. Так, с поверхностей МКС были 
выделены грибы Fusarium veterinarum и Fusarium annulatum [41]; 
на японском экспериментальном модуле KIBO выявили грибы 
рода Alternaria [42]. Обнаружение этих грибов на поверхностях 
космических кораблей связано, вероятнее всего, с особенностями 
микробиоты чистых помещений, в которых производили сборку, 
а также с возможной инфекцией биологических объектов на борту. 
Как и в случае с бактериями, среди грибов, обитающих в косми-
ческих аппаратах, есть условные патогены (Aspergillus versicolor, 
Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, 
Candida guilliermondii и Candida krusei), способные вызывать 
микозы, аллергии и легочные поражения [2, 40]. С развитием не-
которых видов грибов связаны также потенциальные техниче-
ские риски, обусловленные их способностью к биодеградации 
материалов, в том числе относящихся к системам подачи воздуха 
и воды, что снижает безопасность полета [2, 40]. Так, технофиль-
ные микроорганизмы привели к серьезным проблемам на бывшей 
российской космической станции «Мир», вызвав повреждения 
конструкционных материалов и выход из строя оборудования. 
В частности, виды Penicillium и Aspergillus были связаны с про-
грессирующим разрушением окна в спускаемом модуле «Мир», 
а развитие плесени на разъемах проводки привело к перебоям 
в подаче электроэнергии [2, 24, 43]. Среди грибов, выделяемых с по-
верхностей и из воздуха космических аппаратов, многие относятся 
к потенциальным биодеструкторам (A. versicolor, Cladosporium sp.) 
и агентам биокоррозии (A. flavus, Cladosporium herbarum, Penicillium 
aurantiogriseum и Penicillium expansum) [2, 30, 40, 44]. При исследо-
вании грибных изолятов, выделенных с борта МКС после 13 лет 
работы, установлено, что значительная их часть может высту-
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пать в качестве агентов биоповреждений и в лабораторных усло-
виях способна разрушать такие материалы, как полиамидные 
и полиимидные пленки, изделия из полиэтилена и каучука, поли-
винилхлоридные и хлопчатобумажные ткани, пластины из алю-
миниево-магниевого сплава [39].

Характерно, что микробная обсемененность космических аппа-
ратов неоднородна и в разных зонах может отличаться на не-
сколько порядков (от 104 до 109 КОЕ/м2 поверхности) [5, 36]. В ряде 
исследований описаны некоторые особенности, связанные с раз-
нообразием и численностью микробиоты. Например, грибы родов 
Aspergillus и Penicillium чаще встречаются в местах с избыточ-
ной влагой, за различными панелями и в прочих местах скопле-
ния пыли. Бактерии рода Propionibacterium обычно обнаружи-
ваются в раздевалках членов экипажа, Streptococcus – в образ-
цах, взятых с поверхностей обеденного стола и тренировочной 
зоны [6, 40, 44]. Однако, за исключением приведенных данных, 
никаких однозначных закономерностей распространения микро-
организмов в различных локациях не выявлено [10]. 

Динамика микробной нагрузки также не носит линейного ха-
рактера [4]. Изменение численности микроорганизмов происхо-
дит, скорее, волнообразно, нередко – со сменой доминирующих 
таксонов [30]. Такие флуктуации связаны, в первую очередь, с но-
выми рейсами [29], а также колебаниями температурно-влажност-
ного режима [44], солнечной активности и повышением уровня 
радиации [30]. В редких случаях изменение состава микробиоты 
может происходить на фоне резкого доминирования какого-либо 
таксона. Так, при изучении бактериальной обсемененности восьми 
локаций МКС после трех полетов было установлено, что микро-
биом всех исследуемых точек во время первого и второго полета 
был схож, тогда как во время третьего полета видовое разно- 
образие микроорганизмов значительно снизилось в результате 
доминирования по численности и распространенности бактерий 
рода Pantoea [22]. Приведенный пример микробной сукцессии 
в искусственных условиях свидетельствует о важности микро-
биологического мониторинга, так как несмотря на сбалансирован-
ность взаимодействия человека с микроорганизмами, в замкнутой 



64	 Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

среде возможно нарушение этого равновесия из-за накопления 
одного или нескольких доминирующих таксонов микроорганиз-
мов, что может привести к негативным последствиям [22].

Изменение свойств микроорганизмов в условиях космоса 
и их биотехнологический потенциал. Микроорганизмы на борту 
космических аппаратов находятся в специфической среде в усло-
виях непрерывного воздействия комплекса негативных факто-
ров [30], наиболее значимыми из которых являются микрогра-
витация и космические излучения [4, 31]. 

Микрогравитация представляет собой состояние невесомости, 
возникающее из-за уменьшения физической силы гравитации, 
когда сила тяжести не равна нулю, а колеблется от 10–3 до 10–6 g [4]. 
Действие этого стресс-фактора на физиологические процессы 
микроорганизмов чаще всего связывают со снижением массопе-
реноса внеклеточных питательных веществ и побочных продук-
тов метаболизма [20]. Результаты экспериментов в космических 
полетах или наземных моделируемых условиях демонстрируют 
влияние микрогравитации на рост, морфологию, экспрессию ге-
нов, вирулентность и образование вторичных метаболитов мик-
роорганизмов [3]. Так, при культивировании Penicillium rubens  
в условиях моделируемой микрогравитации отмечено повыше-
ние экспрессии гена, кодирующего фермент, который участвует 
в биосинтезе пенициллина [46]. Бактерии Salmonella typhimurium 
и Escherichia coli, выращенные в условиях имитации микрогра-
витации, характеризовались повышенной устойчивостью к кис-
лотному, тепловому и осмотическому стрессу [4]. Действие микро-
гравитации также может вызывать изменения фенотипа микро-
организмов. Например, оппортунистический патоген человека 
Candida albicans в моделируемых условиях микрогравитации де-
монстрировал морфогенное переключение, образуя нитчатые фор-
мы, коррелирующие с повышенной патогенностью [47, 48]. Также 
при культивировании ряда бактерий в условиях МКС наблюда-
лась стимуляция их роста и изменение его кинетики (укорочение 
лаг-фазы и удлинение экспоненциальной фазы) [49]. При этом 
влияние микрогравитации на ростовые процессы коррелировало 
с подвижностью культур и было обнаружено только у подвижных 
микроорганизмов [4]. Следует отметить, что эффекты микрограви-
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тации изучены не в полной мере. Для некоторых бактерий (напри-
мер, S. typhimurium) в условиях микрогравитации наблюдалось 
усиление вирулентности [4], тогда как у Listeria monocytogenes 
и Enterococcus faecalis вирулентность, напротив, снижалась [50]. 
Имитация микрогравитации в наземных опытах приводила к по-
вышению текучести мембран E. coli, но не оказывала подобного 
эффекта на Pseudomonas аeruginosa [4]. Для микромицета Knufia 
chersonesos в условиях искусственной микрогравитации отмече-
на дифференциальная экспрессия генов углеводного обмена, тогда 
как в клетках дрожжей C. аlbicans количество белков, участву-
ющих в метаболизме углеводов, снижалось [51].

Разные виды излучения являются наиболее сложным и мно-
госторонним фактором космической среды [52, 53]. С одной сторо-
ны, Солнце испускает УФ-излучение (неионизирующее), рентге-
новское излучение (ионизирующие электромагнитные волны) 
и солнечные вспышки (интенсивные всплески высокоэнергети-
ческого ионизирующего излучения) [52]. С другой стороны, такие 
события, как взрывы сверхновых звезд, приводят к испусканию 
галактического космического излучения. Спектр частиц такого 
излучения простирается от легких (ионы водорода и гелия) до вы-
сокозарядных и частиц высокой энергии (HZE), которые, в отли-
чие от других видов излучения, трудно экранируются и могут 
проникать в современные космические аппараты [52].

Влияние излучения как стресс-фактора обусловлено различ-
ными эффектами. Так, его воздействие приводит к прямому по-
глощению энергии биомолекулами или к их взаимодействию с ра-
диационно индуцированными радикалами, что вызывает изме-
нение обменных процессов, нарушение структуры ДНК, белков, 
липидов и приводит к возникновению соответствующих физио-
логических адаптаций. Помимо этого, мутагенные свойства ра-
диации могут быть причиной появления изменений в геноме 
микроорганизмов и увеличения скорости их биологической эво-
люции [31, 36]. Так, при изучении генома штамма Aspergillus 
niger, выделенного с МКС, были обнаружены многочисленные 
однонуклеотидные полиморфизмы (ОНП) и мутации со вставкой 
или удалением одного или нескольких нуклеотидов (ИНДЕЛ), 
большинство из которых локализовались в межгенных регионах 
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или в генах с неизвестной функцией. При последующем культи-
вировании данного штамма в лабораторных условиях отмечены 
снижение продукции песталамида B, ниграгиллина и нигерази-
на, а также повышенная на 60 % продукция антиоксиданта пира-
ногрина А. Последнее свойство, вероятнее всего, связано с нали-
чием ИНДЕЛ мутации в промоторе flbA – регуляторе продукции 
пираногрина [4]. По-видимому, пираногрин А обладает радиопро-
текторным действием, так как штаммы, не способные продуци-
ровать данное соединение, демонстрируют повышенную чувстви-
тельность к УФ-излучению [51]. Изоляты A. fumigatus, выделенные 
с МКС, демонстрировали повышенную продукцию антибиотика 
фумигаклавина А по сравнению с эталонным штаммом, что было 
вызвано мутацией со сдвигом рамки считывания в гене fgaPT1 [4]. 
Еще для двух штаммов A. fumigatus, выделенных из HEPA-фильтра 
и купола МКС, показана способность к сверхпродукции другого 
вторичного метаболита – микотоксина трипацидина. Выход про-
межуточного продукта биосинтеза трипацидина (монометилсуло-
хрина) был выше в 2–6 раз у «космических» штаммов по сравне-
нию с «наземными». Характерно, что повышенная продукция 
белков, участвующих в биосинтезе этого соединения, часто встре-
чается у штаммов Aspergillus, выделенных с поверхностей кос-
мических аппаратов. Вероятно, это связано с тем, что предше-
ственники трипацидина (эмодин и квестин) представляют собой 
пигментированные антрахиноны, а продукция пигментов является 
наиболее изученной и характерной реакцией грибов на воздействие 
радиации [37, 38]. Известно, что пигменты могут защищать клетки 
от радиационно-индуцированного стресса и действия активных 
форм кислорода, генерируемых при гидролизе внутриклеточ-
ной воды [52, 54]. Так, грибы с повышенной продукцией мелани-
на обнаруживались на объектах Чернобыльской АЭС [52, 54, 55]. 
В работах [4, 31] для штаммов A. fimigatus и A. niger, выделенных 
с борта МКС, также показан интенсивный синтез меланина. 

Повышенная продукция биологически активных метаболи-
тов и изменения в геноме микроорганизмов наблюдались также 
и в проведенных в условиях космического полета экспериментах. 
Так, в геномах штаммов Аspergillus nidulans после недели их роста 
в условиях МКС отмечали многочисленные ОНП и ИНДЕЛ, 
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большинство из которых локализовались в межгенных регионах. 
При этом многие межгенные ОНП находились рядом с генами, 
участвующими в транскрипции и трансляции, а также связанными 
с метаболизмом стеролов и липидов. Помимо этого для штаммов, 
культивируемых в условиях МКС, отмечено повышение продукции 
нидуланина и стеригматацистина, а также аспертицина (15–30 раз 
по сравнению со штаммом, выращенным на Земле) [45]. 

Штамм другого вида грибов, Humicola fuscoatra WC 5157, засе-
вали в полужидкий агар параллельно в наземных и космических 
условиях и анализировали изменения его метаболизма по про-
шествии 10 дней. Для штамма, выращенного на борту космиче-
ского корабля, отмечена повышенная продукция монордена – 
соединения, обладающего антифунгальной активностью в отно-
шении Candida sp., на 30 и 190 %, в зависимости от питательной 
среды (Т8 или PG соответственно) [56]. При анализе биосинте- 
за вторичных метаболитов энтомопатогенным грибом Beauveria 
bassiana после космического полета в сравнении с наземным кон-
тролем установлено, что некоторые соединения (в т. ч. токсины), 
такие как энниатин А2, бревианамид F, макроспорин, афидиколин 
и диацетоксисцирпенол, продуцировались только после воздей-
ствия космических условий. Кроме того, оказалось, что «космиче-
ский» штамм B. bassiana проявляет повышенную инсектицидную 
активность против трипсов (Megalurothrips usitatus) по сравнению 
с «наземным» [56]. Схожие результаты получены для штамма бак-
терий Streptomyces rochei, у которого после космического полета 
отмечено увеличение выхода актиномицина D на 15,6 и 28,5 % 
после 8 и 12 дней культивирования, соответственно, по сравне-
нию со штаммами, выращенными в наземных условиях. Макси-
мальная концентрация актиномицина D в культуральной жидко-
сти достигалась на Земле на 24-е сутки, а в условиях космоса – 
на 12-е сутки культивирования [49]. Также отмечено повышение 
продукции никкомицинов другим видом стрептомицетов, «Strep-
tomyces ansochromogenus», на 13–18 % после 15 дней космического 
полета [58, 59]. Результаты этих исследований указывают на вы-
сокий биотехнологический потенциал культур, выделенных с кос-
мических аппаратов, а также на возможность углубления знаний 
о механизмах регуляции микробного биосинтеза промышленно 
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важных соединений, что может быть полезным для практиче-
ского применения. 

Микроорганизмы выработали ряд адаптаций к действию ра-
диации, не связанных с продукцией биологически активных ве-
ществ. Так, у грибов, выделенных с космических аппаратов, часто 
отмечается повышенный синтез каталазы и индукция экспрессии 
генов, вовлеченных в устойчивость к окислительному стрессу 
[4, 31], что служит ответом на воздействие активных форм кисло-
рода. Еще одной адаптацией к действию радиации является харак-
терная для всех выделенных с МКС бактерий рода Acinetobacter 
продукция белка LexA – ключевого регулятора SOS-ответа 
на повреждения ДНК. Данный белок обнаруживается в клетках 
E. coli и многих других видов бактерий, но не найден ни у одно-
го из «земных» штаммов Acinetobacter ввиду того, что в клетках 
этих бактерий в наземных условиях работают другие механиз-
мы SOS-ответа [60]. Кроме того, штамм Acinetobacter pittii, вы-
деленный с МКС, характеризовался повышенным количеством 
транспозаз и регуляторов транскрипции, а также увеличением 
экспрессии генов, связанных с окислением сульфатов и металлов, 
что, вероятно, связано с возможностью перехода на альтерна-
тивные пути получения энергии [60]. Для многих микроорга-
низмов при действии стрессовых факторов космического полета 
характерна определенная гибкость в использовании источников 
углерода [48]. Штаммы S. marcescens после пребывания в космо-
се использовали в качестве единственного источника углерода 
D-маннитол, D-раффинозу и N-ацетилнейраминовую кислоту [61], 
а штамм E. coli LCT-EC67 показал более чем двукратную акти-
вацию периплазматического белка мальтозного регулона MalmM, 
что может объясняться потребностью в дополнительных угле-
родных субстратах при адаптации к стрессовым условиям кос-
мической среды [62]. Схожее предположение об изменении угле-
водного обмена «космических» микроорганизмов, направленного 
на удовлетворение повышенной потребности в углероде, сдела-
но и другими исследователями [63, 64]. Помимо этого, способ-
ность использовать альтернативные источники энергии может 
быть адаптацией к неблагоприятной среде МКС с низким содер-
жанием питательных веществ [60].
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Еще одной распространенной особенностью микроорганиз-
мов, изолированных с поверхностей и из воздуха космических 
аппаратов, является устойчивость к антибиотикам [4, 31, 60]. Япон-
скими исследователями показано, что 75,8 % условно патоген-
ных бактерий, выделенных с борта МКС, резистентны к одному 
или нескольким антимикробным препаратам [17]. Даже кратко-
временное пребывание бактерий рода Staphylococcus в космосе 
может спровоцировать развитие резистентности к антибиоти-
кам [23]. Так, среди изолятов S. aureus, полученных с поверхно-
стей МКС, 100 % были устойчивы к сульфаметоксазолу, 89 –  
ампициллину и эритромицину, 33 – канамицину, 11 % – тет- 
ра циклину и клиндамицину. Среди изолятов Staphylococcus 
hominis 94 % продемонстрировали устойчивость к сульфаметокса-
золу, 80 – эритромицину, 60 – ампициллину, 23 – клиндамицину, 
29 – тетрациклину, 11 – канамицину, 6 – меропенему, 3 % – тиге- 
циклину и доксициклину. Все изоляты Staphylococcus epidermidis 
были устойчивы к сульфаметоксазолу, 91 % – эритромицину, 25 – 
ампициллину и 8 % – доксициклину [65]. Следует отметить, что 
некоторые бактерии рода Staphylococcus, в частности, S. aureus, 
являются условными патогенами. В связи с этим возникновение 
у них устойчивости к антибиотикам вызывает тревогу, учиты-
вая ограниченные возможности предоставления медицинской 
помощи в космосе и пониженный иммунный статус космонав-
тов. Схожие результаты получены для бактерий E. coli, которые 
при культивировании в космосе в присутствии увеличивающих-
ся концентраций гентамицина быстрее адаптируются и приоб-
ретают резистентность по сравнению с культурами, выращивае-
мыми в наземных условиях [4, 44]. Повышенная устойчивость  
к антибиотикам, возможно, является результатом мутаций в хро-
мосомных генах, вызванных действием радиоактивного излуче-
ния в условиях космического полета. Кроме того, результаты 
ряда исследований указывают на вероятную роль горизонталь- 
ного переноса генов в приобретении микроорганизмами призна-
ка антибиотикорезистентности [4]. Так, наиболее распростра-
ненными среди бактерий, выделенных с космических объектов, 
являются гены устойчивости к эритромицину и тетрациклину,  
которые, как известно, распространяются путем горизонтального 
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переноса [4, 66]. Кроме того, показано, что у грамположитель-
ных бактерий в условиях космического полета увеличивается 
скорость обмена плазмидами по сравнению с «наземными» куль-
турами [67].

Потенциально опасной для космонавтов характеристикой, при-
обретаемой микроорганизмами в космических условиях, является 
повышенная способность к образованию биопленок. Бактерии 
в биопленках проявляют более высокую устойчивость к небла-
гоприятным условиям окружающей среды и антибиотикам. По-
этому многие вызванные ими проблемы, такие как биообраста-
ние, коррозия и инфекционные заболевания, трудно контролиро-
вать с помощью обычных антимикробных средств. Бактериальные 
биопленки были многочисленны на космической станции «Мир» 
и продолжают оставаться проблемой на МКС [68]. Поливидовые 
биопленки обнаруживаются на продуктах питания и поверхно-
стях обитаемых отсеков, в системах питьевого водоснабжения 
и циркуляции воздуха, а также на конструкционных материалах 
самих космических аппаратов [13]. 

Модельные эксперименты в наземных условиях показали, 
что коррозия, вызванная биопленками, может быть губительной 
для материалов, которые используются на МКС и других косми-
ческих кораблях [69]. Кроме того, микрогравитация может при-
водить к изменению экспрессии генов бактерий, находящихся 
в биопленках, и, как следствие, усилению их вирулентности 
и патогенности [70]. Так, повышенная вирулентность штамма 
S. typhimurium, культивируемого во время космического полета, 
сопровождалась клеточной агрегацией, слипанием и образова-
нием внеклеточного матрикса, что коррелировало с образованием 
биопленки. Штамм условно патогенных бактерий K. pneumonia 
после пребывания в космосе также проявлял повышенную склон-
ность к образованию биопленки. Ряд генов, связанных с форми-
рованием биопленок, активировался и у Bacillus subtilis во время 
культивирования на борту МКС [48]. Имеются сведения об уве-
личении продукции внеклеточных полисахаридов и усиленном 
образовании биопленки в условиях космического полета бакте-
риями Micrococcus luteus [4]. У дрожжей S. cerevisiae и C. albicans 
в модельных условиях микрогравитации вместо биполярного на-
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блюдалось случайное почкование, приводившее к образованию 
агрегатов клеток [4]. Следует отметить, что формирование микроб-
ных биопленок в условиях космического полета и молекулярные 
механизмы, лежащие в основе данного процесса, изучены все 
еще недостаточно, на небольшой выборке штаммов, и требуются 
дальнейшие исследования в этом направлении [68, 70].

Заключение. Изучение свойств микроорганизмов, выявля- 
емых при микробиологическом мониторинге космических стан-
ций, и установление механизмов их адаптаций к экстремальным 
условиям космического полета сохраняет свою актуальность в те-
чение многих десятилетий. Микроорганизмы с повышенной ви-
рулентностью или устойчивостью к лекарственным препаратам 
могут представлять угрозу для здоровья космонавтов, что осо-
бенно важно с учетом тенденции увеличения продолжительно-
сти и частоты полетов. Понимание того, как микроорганизмы 
адаптируются к космическим условиям, поможет в разработке 
стратегий снижения риска для космонавтов, а идентификация 
генетических детерминант вирулентности условных патогенов 
позволит разработать новые стратегии профилактики и лечения 
вызываемых ими заболеваний. Микроорганизмы с измененным 
в космических условиях вторичным метаболизмом могут синтези-
ровать новые биологически активные вещества или характеризо-
ваться повышенной продукцией известных соединений, имеющих 
промышленное или фармацевтическое значение. Выявление мо-
лекулярных механизмов, обеспечивающих сверхсинтез целевых 
соединений, может помочь в разработке новых подходов к полу-
чению штаммов-продуцентов и оптимизации биотехнологиче-
ских процессов. Определение генетических и физиологических 
изменений бактерий и грибов в космической среде может рас-
ширить имеющиеся знания об их адаптационных способностях 
и эволюции. 
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БАКТЕРИИ PSEUDOMONAS BRASSICACEARUM S-1 
С ДЕЛЕЦИЕЙ ГЕНОВ hcnABC УТРАЧИВАЮТ 

СПОСОБНОСТЬ ПОДАВЛЯТЬ РОСТ ПАТОГЕННОГО 
ГРИБА COLLETOTRICHUM LUPINI БИМ F-397

А. А. МУРАТОВА, Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
anya.muratova.93@mail.ru

В результате анализа генома бактерий Pseudomonas brassicacearum S-1 опре-
делена локализация генетического кластера hcnABC, вероятно определяющего 
синтез цианида. Гены, входящие в состав данного кластера, являются консер-
вативными и присутствуют в хромосомах ряда бактерий рода Pseudomonas. 
Проведена оптимизация метода направленной сайт-специфической рекомби-
нации для бактерий P. brassicacearum S-1, и с использованием данного метода 
получен штамм P. brassicacearum S-1-hcn с делецией hcn-кластера. Показано, 
что антагонистическая активность P. brassicacearum S-1-hcn в отношении фито-
патогенного гриба Colletotrichum lupini БИМ F-397 отсутствовала в сравнении 
с исходным штаммом, что может свидетельствовать о ключевой роли циано-
водорода в подавлении роста данного фитопатогена.

Ключевые слова: псевдомонады, анализ генома, цианид, мутагенез, анта-
гонистическая активность.

Введение. В настоящее время одной из наиболее актуальных 
задач растениеводства является обеспечение сельскохозяйственны-
ми продуктами постоянно растущего населения планеты. Однако 
для данной отрасли характерны значительные потери урожаев 
ввиду пагубного воздействия инфекционных заболеваний бакте-
риальной и грибной этиологии [1]. Поэтому повышение устойчи-
вости сельскохозяйственных культур к действию фитопатогенов 
и создание более безопасных и эффективных способов борьбы 
с фитопатогенными микроорганизмами является актуальной за-
дачей [2]. Для решения данной задачи все чаще применяются 
биологические средства защиты растений на основе природных 
бактерий, обладающих ростстимулирующей и антагонистической 
активностью. Данные биопрепараты, в отличие от синтетических 
пестицидов, безвредны для окружающей среды и потребителя. 
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Разработкой биопестицидов для сельского хозяйства на основе 
почвенных бактерий рода Pseudomonas активно занимаются 
во многих странах [3]. В 2005 г. на базе лаборатории средств 
биологического контроля Института микробиологии НАН Бела-
руси был выделен штамм P. brassicacearum S-1 с выраженной 
антимикробной и фитостимулирующей активностью [4]. На осно-
ве данного штамма был разработан биопестицид «Экогрин», ко-
торый применяется для защиты овощных и зеленных культур 
от болезней в условиях малообъемной гидропоники [5].

В 2020 г. на базе лаборатории «Центр аналитических и генно-
инженерных исследований» Института микробиологии НАН Бе-
ларуси было проведено полногеномное секвенирование и последу-
ющий анализ нуклеотидной последовательности генома штамма 
P. brassicacearum S-1 для выявления генетических детерминант, 
определяющих его антагонистические свойства. Анализ позволил 
выявить ряд генетических детерминант, определяющих синтез 
2,4-диацетилфлороглюцинола, пиовердина и цианида [6]. Данные 
соединения активны в отношении спектра бактериальных и гриб-
ных фитопатогенов. 

Ранее нами был проведен молекулярно-генетический и функ-
циональный анализ локусов, определяющих синтез 2,4-диацетил-
флороглюцинола и пиовердина, установлена их роль в антимик-
робной активности бактерий P. brassicacearum S-1 [7, 8]. Однако 
не меньший интерес представляет изучение роли цианида в комп-
лексной антимикробной активности штамма S-1. Согласно литера-
турным данным, исследована роль цианида в отношении подавле-
ния роста нематод родов Meloidogyne и Caenorhabditis, паразити-
рующих на растениях томата, огурца, перца, картофеля и т. д. [9]. 
Показана способность цианида ингибировать рост фитопато- 
генов Thielaviopsis basicola, Fusarium oxysporum f. sp. radices- 
lycopersici и Pythium ultimum, которые вызывают корневые гнили 
табака, томата и огурца соответственно [10]. Помимо антагонисти-
ческих свойств, для цианида показана ростстимулирующая актив-
ность. В частности, продемонстрировано, что цианид участвует 
в прорастании семян, развитии и иммунитете растений [11, 12].

Информация о бактериальной полногеномной последователь-
ности позволяет изучить молекулярную структуру и организа-
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цию множества открытых рамок считывания, но не определить 
их функциональную пригодность. Для установления связи между 
наличием в составе генома различных генетических детерми-
нант и функциональной ролью белков, которые, предположитель-
но, кодируются данными генами, используют различные виды 
мутагенеза [13]. Одним из таких методов является направленный 
мутагенез, который позволяет целенаправленно вносить мутации 
в выбранные места в пределах хромосомы и инактивировать раз-
личные локусы в составе генома изучаемого штамма, при этом 
не внося дополнительных генетических маркеров, например, ге-
нов антибиотикорезистентности [14].

Цель работы – безмаркерное удаление hcn-генов синтеза циа-
нида в геноме штамма P. brassicacearum S-1 и изучение влияния 
данной мутации на его антимикробную активность.

Материалы и методы. Использованные в работе штаммы 
микроорганизмов и плазмиды перечислены в табл. 1. Глубинное 
культивирование пектобактерий (в среде LB [15]) и псевдомо- 
над (в среде Мейнелла [16]) осуществляли с перемешиванием 
200 об/мин при температуре 28–30 °С в течение 24–48 ч. Бакте-
рии Escherichia coli выращивали при 37 °С в среде LB в течение 
12–14 ч, с перемешиванием 120–160 об/мин. Грибы выращива- 
ли в картофельно-глюкозном бульоне [17] с перемешиванием 
120–160 об/мин при температуре 22 °С.

Т а б л и ц а  1.  Характеристика использованных штаммов 
микроорганизмов и плазмид

Штаммы, плазмиды Характеристика Источник

Alternaria alternata 
БИМ F-462

Возбудитель альтернариоза 
огурца

Белорусская 
коллекция 

непатогенных 
микроорганизмов

Colletotrichum lupini 
БИМ F-397 Возбудитель антракноза люпина

Pseudomonas syringae 
БИМ B-280

Возбудитель бактериального 
ожога сои

Fusarium oxysporum 
БИМ F-798

Возбудитель корневой гнили 
томата

Pectobacterium 
carotovorum БИМ В-662

Возбудитель мокрых гнилей 
овощных культур
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В работе использовали коммерческие препараты антибиоти-
ков в конечных концентрациях: гентамицин – 10 мкг/мл; кана-
мицин и эритромицин – 50 мкг/мл; ампициллин – 100 мкг/мл.

Тотальную ДНК выделяли с использованием набора реакти-
вов «Bacteria DNA Preparation Kit» (PP-214L, Jena Bioscience), 
а плазмидную – «GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit» (K0503, Thermo 
Fisher Scientific).

Штаммы, плазмиды Характеристика Источник

Escherichia coli

XL1-Blue

F′proAB lacI q lacZΔM15 
Tn10(TetR)/recA1 endA1 
gyrA96(NalR) thi-1 hsdR17(r–

k m+
k) 

supE44 relA1 lac

[18]

S17-1
thi rspL (StrR) endA sbcB15 sbcC 
hsdR (rk

–mk
–) Δ(lac-proAB) [F' traD36 

lacI q Δ(lacZ)M15 proA+B+] λ pir+
[19]

Pseudomonas brassicacearum

S-1 (БИМ В-446 Д)

EryR, содержит спонтанную хромо-
сомную мутацию, определяющую 
устойчивость к эритромицину, по-
лучен из штамма P. brassicacearum S

Белорусская 
коллекция 

непатогенных 
микроорганизмов

S-1-hcn EryR, в хромосоме делеция генов 
hcnABC с 3 919 373 по 3 922 093 п. н.

Получен 
в данной работе

Плазмиды
pJET1.2 ApR, PlacUV5, eco47IR, oriVColE1 [20]
pJQ200KS GmR, lacZα, sacB, mob, oriVp15A [21]

pLS1648 ApR, KmR, loxP-neo-loxP кассета, 
oriVR6K

[14]
pLS3063

TcR, xylS, Pm – λ Red (Gam, Beta, 
Exo), sacB, mekR, PMekA – cre, 
oriVRK2

pJET::hcn pJET1.2 со вставкой кластера ге-
нов hcnABC по сайту Eco32I

Получены 
в данной работеpJET::hcn-loxP-neo-loxP pJET::hcn со вставкой конструкции 

loxP-neo-loxP по сайтам Eco32I-SmaI
pJQ200KS::hcn-loxP-
neo-loxP

pJQ200KS со вставкой конструкции 
hcnABC-loxP-neo-loxP по сайту SmaI

Окончание табл. 1
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Определение концентрации ДНК проводили на спектрофото-
метре «Implen NanoPhotometer P330». Концентрацию ДНК и сте-
пень очистки нуклеиновых кислот рассчитывали автоматически 
с помощью встроенного в спектрофотометр программного обес-
печения.

Для проведения полимеразной цепной реакции использовали 
реактивы фирмы АртБиоТех (Республика Беларусь). Реакционная 
смесь (25 мкл) содержала ~ 10 нг ДНК-матрицы, 0,2 мМ каждого 
2′-дезоксинуклеозид-5′-трифосфата (дАТФ, дТТФ, дГТФ, дЦТФ), 
0,2 мкМ каждого праймера, 0,02 ед/мкл Flash ДНК-полимеразы 
в 1× буфере Flash. Проверку на наличие шпилечных структур 
в пределах праймеров и определение температуры отжига про-
водили с помощью программы Primer-BLAST (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) и онлайн-олигокалькулятора Олиго 
Кальк (http://www.bio.bsu.by/molbiol/oligocalc.html). Используемые 
праймеры и режимы ПЦР приведены в табл. 2.

Электрофоретический анализ ДНК осуществляли в 0,8%-ном 
агарозном геле с бромистым этидием (в конечной концентрации 
0,1 %) при напряженности электрического поля 8–10 В/см. В ка-
честве загрузочного буфера использовали 6× DNA Gel Loading 
Dye (R0611, Thermo Fisher Scientific), в качестве маркера молеку-
лярной массы ДНК – GeneRuler 1 kb DNA Ladder (SM0311, Thermo 
Fisher Scientific). Результаты визуализировали с помощью систе-
мы цифровой фотодокументации ChemiDoc™ MP производства 
Bio-Rad.

Выделение фрагментов ДНК после электрофоретического 
разделения в агарозном геле проводили с помощью наборов 
«GeneJET Gel Extraction Kit» (K0691, Thermo Fisher Scientific) 
или «Monarch® DNA Gel Extraction Kit» (T1020S, New England 
Biolabs) в соответствии с протоколами производителей. Рестрик-
цию плазмидной и тотальной ДНК, лигирование осуществляли 
с помощью ферментов фирмы Thermo Fisher Scientific. 

Трансформацию бактерий E. coli осуществляли согласно ме-
тодическим рекомендациям, изложенным в руководстве Дж. Сэм-
брука с соавт. [22].

Для приготовления компетентных клеток бактерии P. brassica-
cearum S-1 в качестве отмывочного буфера использовали раствор 
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3 мМ 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновой кислоты 
(Хепес), что обеспечивало максимальную частоту трансформа-
ции при электропорации [23].

Элиминацию плазмиды pLS3063 из клеток бактерий P. brassi-
cacearum проводили путем рассева на среду с 5%-ной сахаро-
зой. В составе данной плазмиды присутствует ген sacB, который 
экспрессируется в присутствии сахарозы, в результате чего обра-
зуется фермент левансахараза. Данный фермент обеспечивает пре-
вращение сахарозы в токсичное для клеток грамотрицательных 
бактерий вещество леван, и, таким образом, выживают только 
те клетки, которые утратили плазмиду [24].

Для безмаркерного мутагенеза использовали метод Cre/loxP 
сайт-специфической рекомбинации [14]. Перенос плазмидной кон-
струкции pJQ200KS::hcn-loxP-neo-loxP в бактерии P. brassica-
cearum S-1 осуществляли методом конъюгации [25]. В качестве 
штамма-донора использовали E. coli S17-1. Клетки донора и реци-
пиента, находящиеся в стационарной фазе роста, концентрирова-
ли в 5 раз, смешивали в соотношении 1:1 и смесь наносили на сте-
рильные мембранные фильтры (Synpor 6, размер пор 0,45 мкм), 
помещенные на поверхность полноценной агаризованной среды 
в чашках Петри. Скрещиваемые бактерии инкубировали в тече-
ние 48 ч при 30 °С, после чего клетки смывали физиологическим 
раствором и из соответствующих разведений высевали на се-
лективные среды.

Определение антимикробной активности проводили в трех 
биологических повторностях с помощью метода отсроченного 
антагонизма [26], расчеты проводили с учетом среднеквадрати-
ческого отклонения.

Визуализацию генетических карт осуществляли с помощью 
программы SnapGene Viewer 5.2. Сравнение аминокислотных 
и нуклеотидных последовательностей проводили с использова-
нием программ BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и баз 
данных Национального центра биотехнологической информации 
США (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Результаты и обсуждение. В результате анализа генома бак-
терий P. brassicacearum S-1 после автоматической аннотации про-
граммным конвейером PGAP (NCBI Prokaryotic Genome Annotation 
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Pipeline) были выявлены гены hcnABC (координаты области в ге-
номе 3 919 148–3 922 129 п. н.), предсказанными продуктами ко-
торых являются цианидобразующие субъединицы глициндегид-
рогеназы (табл. 3).

Т а б л и ц а  3.  Гены, определяющие продукцию цианида 
у штамма P. brassicacearum S-1

Номер локуса 
(ген)

Размер, 
п. н. Продукт гена Штаммы со схожими 

генами
Идентич-
ность, %

GFU70_16390 
(hcnA)

324 Цианидобразующая 
субъединица глицин-
дегидрогеназы HcnA

P. brassicacearum 3Re2-7 
(CP034725)
P. brassicacearum 
BS3663 (LT629713)

95,68

95,68
GFU70_16385 
(hcnB)

1410 Цианидобразующая 
субъединица глицин-
дегидрогеназы HcnB

Pseudomonas sp. B21-010 
(CP087198)
P. brassicacearum 3Re2-7 
(CP034725)

95,04

94,96
GFU70_16380 
(hcnC)

1260 Цианидобразующая 
субъединица глицин-
дегидрогеназы HcnC

P. ogarae FR1 (CP025738)
P. zarinae SWRI108 
(CP077086)

94,84

94,84

Как видно из данных, представленных в табл. 3, исследуемые 
детерминанты являются достаточно консервативными и присут-
ствуют в хромосомах ряда бактерий рода Pseudomonas. В литера-
турных источниках достаточно подробно описан механизм синте-
за цианида у псевдомонад, который обусловлен наличием генов, 
кодирующих три цианидобразующие субъединицы глициндегид-
рогеназы – HcnA, HcnB и HcnC. Данные генетические детерми-
нанты сгруппированы в один оперон hcnABC, работа которого 
контролируется двухкомпонентной системой GacS/GacA [27]. 
Таким образом, наличие генов трех аналогичных цианидобразу-
ющих субъединиц глициндегидрогеназы в составе хромосомы 
штамма S-1 предполагает способность данных бактерий проду-
цировать цианид.

Для определения роли оперона hcnABC в антимикробной актив-
ности бактерий P. brassicacearum S-1 был применен метод безмар-
керного нокаута генов. Для этого мы использовали набор плаз-
мид pLS1648/pLS3063, любезно предоставленный нам коллегой 
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Гуандонгом Шангом из лаборатории микроорганизмов и функ-
циональной геномики Нанкинского педагогического универси-
тета, провинция Цзянсу, Китай. 

На первом этапе данного эксперимента был амплифицирован 
локус hcnABC размером 3846 п. н., который лигировали с плаз-
мидой pJET1.2 по сайту Eco32I. Полученные гибридные конструк-
ции отбирали в клетках E. coli XL1-Blue на среде с ампицилли-
ном. Затем из полученных трансформантов выделяли плазмиду 
pJET::hcn и обрабатывали рестриктазами Eco32I и SmaI. В ре-
зультате была удалена бóльшая часть hcn-оперона размером 
2720 п. н., при этом остались области для последующей гомоло-
гичной рекомбинации размерами 619 п. н. и 507 п. н. Далее фраг-
мент pJET::hcn размером 4100 п. н. вырезали и очищали из геля. 
На следующем этапе амплифицировали фрагмент loxP-neo-loxP 
размером 1062 п. н. из вектора pLS1648, который лигировали c ли-
неаризированным фрагментом pJET::hcn. Полученные конструк-
ции pJET::hcn-loxP-neo-loxP отбирали в клетках E. coli XL1-Blue 
на среде с канамицином и ампициллином (рис. 1).

К сожалению, следуя напрямую оригинальной методике [14], 
нам не удалось получить мутантные варианты изучаемого штамма. 
Электропорация гибридной конструкцией pJET::hcn-loxP-neo-loxP 
или только ПЦР-продуктом hcnA′-loxP-neo-loxP-′hcnC не позво-
лила отобрать ни одного устойчивого к канамицину варианта 
бактерий P. brassicacearum S-1. Были высказаны предположе-
ния, что при проведении электропорации может быть ограниче-
но время для гомологичной рекомбинации или же конструкция 
hcn-loxP-neo-loxP не успевает заменить исходную в пределах хро-
мосомы бактерий P. brassicacearum S-1 ввиду воздействия эндо-
генных рестриктаз. Поэтому было решено провести безмаркер-
ный мутагенез с использованием стадии конъюгации для уве- 
личения времени переноса генетического материала в клетки 
штамма-реципиента. Для этого проводили амплификацию фраг-
мента hcnA′-loxP-neo-loxP-′hcnC (2188 п. н.) с помощью прайме-
ров hcn-F/hcn-R и последующее лигирование с линеаризирован-
ной по сайту SmaI конъюгативной плазмидой pJQ200KS. Данная 
плазмида несет в своем составе гены mob, которые ответственны 
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Рис. 1. Схема получения генетической конструкции pJET::hcn-loxP-neo-loxP
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за мобилизационный перенос. Полученную векторную конструк-
цию pJQ200KS::hcn-loxP-neo-loxP (рис. 2) клонировали в клет-
ках конъюгативного штамма E. coli S17-1 на питательной среде 
с гентамицином и канамицином. Штамм E. coli S17-1 широко 
используется в качестве штамма-донора для конъюгационного 
переноса плазмид в клетки грамотрицательных бактерий [28]. 
Данный штамм содержит интегрированную в хромосому плазми-
ду RP4, которая принадлежит к группе несовместимости IncP-1. 
На основе плазмид данной группы осуществляется конъюгация 
у многих видов бактерий [29].

Полученный конъюгативный штамм E. coli S17-1 [pJQ200KS::hcn- 
loxP-neo-loxP] скрещивали со штаммом-реципиентом Р. brassi-
cacearum S-1, в результате чего был отобран мутантный штамм 
Р. brassicacearum S-1::hcn-loxP-neo-loxP, у которого в составе 
хромосомы конструкция hcn-loxP-neo-loxP заменила исходный 
hcn-оперон, что было подтверждено методом ПЦР (рис. 3, до-
рожка 4).

Рис. 2. Карта генетической конструкции pJQ200KS::hcn-loxP-neo-loxP
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На следующем этапе проводили электропорацию клеток 
Р. brassicacearum S-1::hcn-loxP-neo-loxP плазмидой pLS3063, кото-
рая несет в своем составе ген Cre-рекомбиназы. В результате транс-
формации был отобран штамм Р. brassicacearum S-1::hcn-loxP-
neo-loxP [pLS3063]. Затем в результате ацетон-индуцированной 
экспрессии гена Cre-рекомбиназы произошло выщепление кассе-
ты loxP-neo-loxP из состава геномной ДНК у полученного штамма. 
Таким образом, были отобраны мутантные безмаркерные вариан-
ты бактерий Р. brassicacearum S-1-hcn, которые несли в составе хро-
мосомы делецию оперона hcnABC. Нокаут hcn-кластера подтверж-
дали методом ПЦР, в результате чего был получен ампликон разме-
ром 1204 п. н. (рис. 3, дорожка 5), что свидетельствует об успешной 
делеции в hcn-кластере у бактерий Р. brassicacearum S-1 (рис. 3, 4).

1 – маркер молекулярной массы ДНК; 2 – отрицательный контроль; 
3 – исходный локус hcnABC; 4 – hcnABC со вставкой loxP-neo-loxP; 

5 – hcnABC после делеции
Рис. 3. Электрофореграмма продуктов амплификации hcn-кластера
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На заключительном этапе данного эксперимента определяли 
влияние делеции в hcn-кластере у мутантного штамма Р. brassi-
cacearum S-1-hcn на проявление антагонистической активности 
в отношении ряда бактериальных и грибных патогенов (табл. 4).

Показано, что при направленной инактивации hcn-кластера, 
гены которого, вероятно, отвечают за синтез цианида, антимикроб-
ная активность штамма Р. brassicacearum S-1-hcn по отношению 
к патогенам P. syringae БИМ B-280, Pec. carotovorum БИМ В-662, 

Праймеры, использованные для эксперимента, обозначены фиолетовым 
цветом

Рис. 4. Схема, отражающая процесс направленной инактивации hcn-кластера 
бактерий Р. brassicaсearum S-1

Т а б л и ц а  4.  Антагонистическая активность штаммов 
Р. brassicacearum S-1-hcn и Р. brassicacearum S-1

Патоген
Диаметр зоны задержки роста фитопатогенов (мм)

Р. brassicacearum S-1-hcn Р. brassicacearum S-1

P. syringae БИМ B-280 23,0 ± 2,5 22,3 ± 1,6
Pec. carotovorum БИМ В-662 25,0 ± 1,5 23,0 ± 2,0
A. alternata БИМ F-462 21,0 ± 1,8 19,0 ± 1,4
F. oxysporum БИМ F-798 20,0 ± 2,4 17,0 ± 1,4
C. lupini БИМ F-397 – 19,0 ± 1,0

П р и м е ч а н и е:  после знака ± приводится среднеквадратическое 
отклонение.
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A. alternata БИМ F-462 и F. oxysporum БИМ F-798 остается на уров-
не исходного штамма, а в отношении подавления роста патогена 
C. lupini БИМ F-397 полностью пропадает. На настоящий момент 
в литературе отсутствуют данные о воздействии цианида на рост 
фитопатогенов, которые были выбраны для данного эксперимен-
та. В частности, предполагаемое влияние циановодорода в отно-
шении ингибирования фитопатогена C. lupini БИМ F-397 было по-
казано впервые, что предположительно свидетельствует о ключе-
вой роли цианида в подавлении роста данного грибного патогена.

Заключение. В результате проведенных исследований выяв-
лен кластер генов hcnABC, продукты которых, согласно литера-
турным данным, ответственны за синтез цианида и антимикроб-
ную активность бактерий P. brassicacearum S-1. Для определения 
роли цианида в антагонистической активности изучаемых бакте-
рий оптимизирован метод направленного безмаркерного мутаге-
неза, в результате чего получен штамм Р. brassicacearum S-1-hcn, 
у которого отсутствует часть hcn-кластера. Полученный штамм 
утрачивал антагонистическую активность в отношении пато-
генного гриба C. lupini БИМ F-397, что предположительно свиде-
тельствовало о ключевой роли цианида в подавлении его роста.
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BACTERIA PSEUDOMONAS BRASSICACEARUM S-1 
WITH DELETION OF hcnABC GENES LOSE THE ABILITY 

TO SUPPRESS THE GROWTH OF PATHOGENIC FUNGI 
COLLETOTRICHUM LUPINI BIM F-397

A. A. MURATOVA, L. N. VALENTOVICH

Institute of Microbiology, NAS of Belarus, Minsk, Belarus, 
anya.muratova.93@mail.ru

As a result of the analysis of the genome sequence of Pseudomonas brassi-
cacearum strain S-1, the localization of the genetic cluster hcnABC was determined. 
The cluster probably affects the synthesis of cyanide in P. brassicacearum strain S-1. 
The genes that make up this cluster are conservative and are present in the chromosomes 
of a number of bacteria of the Pseudomonas genus. Optimization of the site-specific 
recombination method for P. brassicacearum S-1 was carried out, and using 
this method, the P. brassicacearum S-1-hcn strain with a deletion of the hcn cluster 
was obtained. It was shown that the antagonistic activity of P. brassicacearum S-1-hcn 
against the phytopathogenic fungi Colletotrichum lupini BIM F-397 was absent 
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in comparison with the original strain, which indicates the key role of hydrogen 
cyanide in suppressing the growth of this phytopathogen.

Keywords: pseudomonads, genome analysis, cyanide, mutagenesis, antagonistic 
activity.
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РЕПОРТЕРНЫЕ КОНСТРУКЦИИ 
ДЛЯ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО МАРКИРОВАНИЯ 

КЛЕТОК БАКТЕРИЙ
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Л. Н. ВАЛЕНТОВИЧ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
akhremchuk@bio.bsu.by

В ходе работы получены репортерные конструкции, состоящие из природ-
ных и синтетических промоторных последовательностей (Padc, P43, PCP8, PCP41, 
PCP44, PES, PTC, PpepN, P32), сайтов связывания рибосом, кодирующей нуклео-
тидной последовательности гена зеленого флуоресцентного белка и терминато-
ра. Полученные репортерные конструкции клонированы в составе челночного 
вектора proBiH1. Проведена оценка интенсивности флуоресценции суспензий 
клеток бактерий Escherichia coli XL1-Blue, Bacillus subtilis 168 и Lactococcus 
lactis NZ3900, несущих репортерные конструкции в составе вектора proBiH1. 
На основании полученных данных отобран ряд промоторных последователь-
ностей, пригодных для мечения клеток бактерий различных филогенетиче-
ских групп.

Ключевые слова: промотор, зеленый флуоресцентный белок, репортер-
ная кассета, флуоресценция клеток, маркирование бактерий.

Введение. Флуоресцентные белки широко применяются для ме-
чения клеток бактерий. Наличие легко фиксируемого флуорес-
центного сигнала позволяет оценить выживаемость и распростра-
нение клеток в модельных и природных биотопах. В качестве 
примера можно привести ряд работ, описывающих использова-
ние репортерных кассет на основе гена зеленого флуоресцентного 
белка для отслеживания ризосферных бактерий [1, 2], бактерий – 
деструкторов ксенобиотиков в загрязненной почве [3] и молочно-
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кислых бактерий в условиях симуляции кишечника человека [4, 5]. 
Подобные репортерные кассеты были использованы в работах 
О’Тула [6] и Сингера [7] с соавторами для изучения патогенеза 
вибриозов у рыб.

Свойство флуоресценции обеспечивается работой репортер-
ных генетических кассет, которые могут быть доставлены в клет-
ку как в составе автономного вектора, так и путем интеграции 
в один из клеточных репликонов. Мы предполагаем, что подход, 
основанный на интеграции репортерной кассеты в состав хро-
мосомы имеет ряд преимуществ, среди которых можно выде-
лить стабильное наследование маркирующего гена и снижение 
метаболической нагрузки на клетку. С другой стороны, в таких 
случаях исследователю приходится создавать интеграционные 
конструкции, которые подходят для использования только в кон-
кретном эксперименте. Интерес представляет создание универ-
сальных репортерных конструкций, которые могут быть использо-
ваны для мечения клеток бактерий различных филогенетических 
групп. Одним из этапов создания таких конструкций является 
подбор эффективных промоторов, проявляющих активность в ге-
нетическом окружении интересующих исследователя организмов.

Цель работы – создание репортерных конструкций на осно-
ве кодирующей последовательности гена суперфолдер зеленого 
флуоресцентного белка (сфЗФБ) [8], экспрессирующейся под конт-
ролем синтетических и природных промоторных последователь-
ностей, и оценка эффективности работы данных репортерных 
конструкций в генетическом окружении бактерий различных фи-
логенетических групп.

Материалы и методы. В работе использовали бактерии Esche-
richia coli XL1-Blue, Bacillus subtilis 168, Lactococcus lactis NZ3900 
и Lactiplantibacillus plantarum B-1860. Выбор модельных организ-
мов обусловлен таксономической принадлежностью (присутствуют 
представители различных филогенетических групп: порядков 
Enterobacterales, Bacillales и Lactobacillales) и значительными 
отличиями в физиологических характеристиках (аэробные и фа-
культативно анаэробные бактерии, молочнокислые бактерии).

Бактерии E. coli XL1-Blue и B. subtilis 168 культивировали на сре-
де LB (CONDALAB, 1231) при 37 °C с перемешиванием (220 об/мин). 
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Для культивирования L. lactis NZ3900 использовали питательную 
среду М17 (HiMedia Laboratories, M1029), 30 °С без принудительной 
аэрации. L. plantarum B-1860 выращивали на среде MRS при 30 °С 
без перемешивания. При необходимости, для создания селектив-
ных условий в среду культивирования добавляли тетрациклин 
(12,5 мг/л), ампициллин (100 мг/л) или хлорамфеникол (10 мг/л).

Для трансформации бактерий B. subtilis 168 проводили индук-
цию природной компетентности с использованием казаминовых 
кислот и L-триптофана [9]. E. coli XL1-Blue трансформировали 
путем электропорации [10], L. lactis NZ3900 трансформировали 
по методике, предложенной компанией MoBiTec [11].

Флуоресценцию суспензии клеток определяли с помощью 
прибора QFX Fluorometer (DeNovix). Для этого ночную культуру 
клеток после 16 ч культивирования осаждали центрифугирова-
нием, дважды отмывали в фосфатно-солевом буфере pH 7,5 (ФСБ) 
(Melford, P32080) и на конечном этапе ресуспендировали клетки 
в ФСБ. Измерение оптической плотности суспензии клеток про-
водили при длине волны 600 нм, после чего разводили суспензию 
до оптической плотности 0,4–0,6. Измеряли флуоресценцию кле-
точной суспензии в режиме возбуждения голубым светом (470 нм), 
эмиссию фиксировали при длинах волн 514–567 нм, после чего 
проводили нормализацию полученных значений по оптической 
плотности суспензии клеток. В качестве отрицательного конт-
роля использовали клетки, несущие беспромоторный ген сфЗФБ 
в составе вектора proBiH1. Проводили измерение трех биологи-
ческих и двух технических повторностей, при этом влияние тех-
нических повторностей на показатель флуоресценции было ми-
нимальным, и в дальнейших расчетах не учитывалось. Средние 
значения показателей флуоресценции и величину среднеквадра-
тического отклонения вычисляли с использованием программ-
ного обеспечения LibreOffice Calc 7.4.7.

Выделение ДНК проводили с использованием набора Bacteria 
DNA Preparation – Solution Kit (Jena Bioscience, PP-206). Плазмид-
ную ДНК выделяли набором Monarch Plasmid Miniprep Kit (New 
England Biolabs, T1010). Выделение ДНК из агарозного геля про-
водили с использованием набора Monarch DNA Gel Extraction 
Kit (New England Biolabs, T1020).
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Для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР) исполь-
зовали Flash-полимеразу (АртБиоТех, FL-05), соответствующий 
буфер и олигонуклеотидные праймеры в концентрации 0,1 мкМ 
(АртБиоТех, табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Олигонуклеотидные праймеры, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5′–3′ Температура 
плавления, °C

P8-F cattctttagtttattcttgacaaacgtattgaggac 60
P8-R aacagtactcacctattatatcagtcctcaatacgtttgtc 63
P41-F catccgcaagtttattcttgacagctgaatgtagacgtg 66
P41-R aacagtacttaactattataccacgtctacattcagctg 62
P44-F catcgggtagtttattcttgacaattaagtagagcctg 63
P44-R aacagtactgaactattatatcaggctctacttaattgtc 60
LLA-P32-F tatgataagattaatagttttagc 47
LLA-P32-R catatgttcaaaattcctccgaata 54
LLA-PpepN-F aaagctgtcagtagacag 51
LLA-PpepN-R catatggccttctcctaaatattcag 56
LPL-ESF caagtcacgtccttttaaaag 56
LPL-ESR tctagagtgaatccctccatttattc 53
LPL-TF agtaggtcctccttagaatttag 57
LPL-TR tctagagcgacctcacctcttcaatc 61

Рестрикцию и лигирование ДНК проводили в стандартных 
буферных системах в рекомендуемых условиях по инструкции 
производителя (Thermo Fisher Scientific).

Электрофоретический анализ подвижности ДНК проводили 
в 0,8%-ном агарозном геле в буферной системе трис-ацетат-ЭДТА 
с добавлением бромистого этидия (0,5 мг/л) при напряженности 
6,5 В/см. Использовали маркер молекулярной массы ДНК GeneRuler 
1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, SM0311). Результаты 
визуализировали с помощью прибора ChemiDoc MP (Bio-Rad).

Промоторные последовательности получали путем ПЦР с пе-
рекрывающимися праймерами или путем амплификации участка 
хромосомы. Затем промоторные последовательности клонирова-
ли в составе вектора pJET1.2, после чего рестиктазно-лигазным 
методом добавляли к промотору кодирующую часть гена сфЗФБ. 
Полученные репортерные конструкции клонировали в составе 
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челночного вектора proBiH1 [12], который автономно воспроиз-
водится в клетках всех использованных в ходе работы бактерий. 
Правильность сборки векторных конструкций проверяли путем 
рестрикционного анализа и секвенирования по методу Сэнгера [13] 
с помощью ДНК-анализатора LiCor 4300.

Результаты и обсуждение. В работе использованы природные 
и синтетические промоторные последовательности различного 
происхождения (табл. 2). Обязательными условиями для отбора 
промоторов являлись потенциальная возможность проявления 
активности в генетическом окружении клеток бактерий различ-
ных филогенетических групп и возможность синтезировать по-
следовательность промотора de novo из олигонуклеотидов или 
путем амплификации участка генома бактерий, имеющихся в Бе-
лорусской коллекции непатогенных микроорганизмов.

Отбор промоторных последовательностей проводился как 
среди имеющихся в коллекции векторов лаборатории «Центр 

Т а б л и ц а  2.  Промоторные последовательности, использованные 
в работе

Название Нуклеотидная последовательность, 5′–3′

Padc ctataagagacactatatcgcctgaattcataaaaacacctccacataagtttatataaatctattatgca
gaatttttaggaagtgtacttttattttcgaaagctagtagaaaaaattaatatatggtgtaaaaatttactt
aaaaaaacaatatgtgttataatgtaaatataaataaataggactagaggcgatttataatgtgaagata
aagtatgttagaaaagctaaacattatgga

P43 atttttagaaatgggcgtgaaaaaaagcgcgcgattatgtaaaatataaagtgat
PCP8 cattctttagtttattcttgacaaacgtattgaggactgatataataggtgagtactgtt
PCP41 catccgcaagtttattcttgacagctgaatgtagacgtggtataatagttaagtactgtt
PCP44 catcgggtagtttattcttgacaattaagtagagcctgatataatagttcagtactgtt
PES caagtcacgtccttttaaaagtttgatttaagatttattgatacttcaatagtattcattatagtcgatttgac

attctttgactaataattgacaaatcacttgcaatcttgaattaaaatgatatagttgacaatgtaattagca
cttgaggttgaggagtgctaaaaaagaataaatggagggattcactctaga

PTC agtaggtcctccttagaatttagttatgcttattgtatctgattggccgatattttaccgactaaaagggttg
caaatggtgtcaaactttctgctagctttcaatccgggtccctgatatgatggaaagcggtgtaaatttaa
caattgattgaagaggtgaggtcgctctaga

PpepN aaagctgtcagtagacagtttttttaataagttaaagaaaagatgtaatttttctttgtactcgaaattttct
attcaatttgatataattatattaatactgaatatttaggagaaggccatatg

P32 tatgataagattaatagttttagctattaatctttttttatttttatttaagaatggcttaataaagcggttactt
tggatttttgtgagcttggactagaaaaaaacttcacaaaatgctatactaggtaggtaaaaaaatattc
ggaggaattttgaacatat
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аналитических и генно-инженерных исследований», так и среди 
промоторов, описанных в литературных источниках. В качестве 
примера можно привести библиотеку промоторных последова-
тельностей L. lactis, созданную П. Йенсеном и К. Хаммером 
с коллегами [14]. В оригинальной работе использовались модель-
ные организмы L. lactis subsp. cremoris MG1363 и E. coli BOE270 
и β-галактозидаза в качестве репортера. В ходе настоящей рабо-
ты на основе промоторов разной «силы» и гена сфЗФБ сконструи-
рована серия репортерных кассет и проведен анализ эффектив-
ности их работы в клетках L. lactis NZ3900, E. coli XL1-Blue 
и B. subtilis 168.

Промоторная последовательность Padc размером 245 п. н. по-
лучена из области, предшествующей кодирующей последователь-
ности гена adc ацетоацетатдекаброксилазы бактерий Clostridium 
acetobutylicum. Промотор Padc содержит ряд мотивов, задейство-
ванных в инициации транскрипции: идентифицированы области 
–35 (aaatga) и –10 (atatta), описанные ранее в работе немецких  
исследователей [15].

Промоторная последовательность P43 является конститутивным 
промотором гена цитидиндезаминазы cdd бактерий B. subtilis [16] 
и имеет размер 57 п. н. Последовательность описана и депонирована 
в реестре стандартных биологических частей iGEM (BBa_K143013). 
В пределах нуклеотидной последовательности P43 идентифици-
рованы регионы, ответственные за узнавание транскрипционны-
ми факторами σ37 и σ55 (рис. 1).

Синтетические промоторы PCP8, PCP41 и PCP44 впервые описа-
ны в работе датских исследователей [14] как часть библиотеки 
промоторных последовательностей L. lactis, основанной на кон-
сенсусных регионах −35 и −10 и вариабельных спейсерах между 

Рис. 1. Организация промоторной последовательности P43
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ними (рис. 2). Размер данных промоторов составляет 59–60 п. н. 
Промоторные последовательности Padc, P43, PCP8, PCP41 и PCP44 
использовали в сочетании с эффективным сайтом связывания 
рибосом (gattaactaataaggaggacaaac), необходимым для инициации 
трансляции [17].

Донорами промоторных последовательностей PES и PTC являют-
ся хромосомные локусы L. plantarum B-1860. При этом промо- 
тор PES является промотором оперона groESL и характеризуется 
консервативной структурой среди множества грамположитель-
ных бактерий [18]. Основными мотивами являются гексамеры 
−35 (ttgact), −10 (taaaat) и несовершенная шпилечная структура 
вида ttagcactt-n9-gagtgctaa. Можно предположить, что меньшее 
число спаренных нуклеотидов приводит к уменьшению темпе-
ратуры плавления вторичной структуры ДНК, в результате чего 
происходит инициация большего числа актов транскрипции 
при тех же условиях. Ниже промоторного участка в составе по-
лученного нами фрагмента PES располагается вероятный сайт 
связывания рибосом (ggagg).

Предположительная промоторная последовательность PTC по-
лучена путем амплификации хромосомного локуса L. planta- 
rum B-1860 размером 175 п. н., предшествующего кодирующей 
последовательности гена, вероятно определяющего синтез белка 
суперсемейства мембранных транспортеров. Данная детерминанта 
описана алгоритмом аннотации PGAP как определяющая устой-
чивость к тетрациклину. Регуляция уровня экспрессии таких генов 
может быть реализована различными способами: как на уровне 
взаимодействия белка-репрессора с операторными последователь-
ностями, так и на уровне аттенуации трансляции. Перенос про-
моторной последовательности в иное генетическое окружение 
может приводить к изменению уровня экспрессии генов, находя-

Рис. 2. Выравненные нуклеотидные последовательности промоторов CP8, 
CP41 и CP44
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щихся под контролем этого промотора. Например, в отсутствии 
репрессора может наблюдаться конститутивная экспрессия [19].

Промоторные последовательности PpepN и P32 получены из ге-
номной последовательности L. lactis NZ3900. Нуклеотидная по-
следовательность генома L. lactis NZ3900 отсутствует в свобод-
ном доступе, поэтому праймеры для амплификации участка 
хромосомы конструировали на основе геномной последователь-
ности бактерий родительского штамма Lactococcus lactis subsp. 
cremoris C4 (GenBank: AP018499.1). Промоторная последователь-
ность PpepN имеет размер 130 п. н., задействована в регуляции 
транскрипции гена pepN аминопептидазы N и используется в век-
торе pNZ7021 в составе экспрессионной кассеты [20]. В составе 
последовательности идентифицирован нативный сайт связыва-
ния рибосом (aggag).

Промотор P32 имеет длину 166 п. н. и получен из области, 
предшествующей кодирующей части гена fba фруктозобифос-
фатальдолазы. Последовательность депонирована и описана 
в iGEM (BBa_K2253001). В результате секвенирования последова-
тельности ДНК промотора P32 установлено, что амплифицирован-
ная из генома L. lactis NZ3900 последовательность, в сравнении 
с последовательностью генома бактерий родительского штамма, 
содержит три нуклеотидные замены: T67C, T103C и A121G. Про-
моторы PES, PTC, PpepN и P32 использовали в сочетании с натив-
ными сайтами связывания рибосом.

Эффективность работы репортерных кассет оценивали по 
интенсивности флуоресценции суспензии клеток, которые несут 
плазмидный вектор proBiH1 с соответствующей репортерной 
конструкцией (рис. 3). Клетки L. lactis NZ3900, культивирование 
которых протекает без аэрации, проявляют флуоресценцию 
только после отмывки в ФСБ. Это можно объяснить тем, что 
в условиях низкого содержания кислорода сфЗФБ синтезируется 
в неактивной форме и накапливается в клетках. В процессе отмыв-
ки клеточная масса насыщается кислородом, в результате чего 
происходит созревание флуорофора [21].

Результаты измерения флуоресценции клеток, выраженные 
в условных единицах флуоресценции, представлены в табл. 3. 
Высокие значения величины (до 32 %) среднеквадратического 
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отклонения, вероятно, можно объяснить отличиями в фазах роста 
культур клеток и отсутствием стандартизации стартового мате-
риала, поскольку в качестве инокулюма использовались бакте-
риальные колонии с плотной питательной среды.

Наибольшую активность в генетическом окружении E. co- 
li XL1-Blue проявлял промотор P43, в то время как PpepN и P32 не 
проявляли активности. В клетках L. lactis NZ3900 в различной 
степени проявили активность промоторы Padc, PCP8, PC41 и PCP44. 
Среди промоторных последовательностей, проявивших активность 
в клетках B. subtilis 168, наименее активным, однако обеспечи-
вающим легко фиксируемый уровень флуоресцентного сигнала, 
является промотор PES. Высокую эффективность в рамках гене-

P – место расположения промотора, ССР – сайт связывания рибосом, 
суперфолдер ЗФБ – репортерный ген, BBa_K780000 – терминатор гена ДНК-

гиразы, CmR – ген устойчивости к хлорамфениколу, RepA и RepC – белки 
репликации, CMV promoter и BGH polyA – эукариотические регуляторные 

элементы, не задействованные в транскрипции в клетках прокариот

Рис. 3. Схема, отражающая организацию плазмид proBiH1, несущих 
репортерные конструкции
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тического аппарата B. subtilis 168 продемонстрировали синтети-
ческие промоторы PC8 и PCP41. Наиболее активными промоторами 
для грамположительных бактерий B. subtilis 168 и L. lactis NZ3900 
является PCP41, в то время как в клетках E. coli XL1-Blue этот 
промотор был вторым по уровню активности среди протестиро-
ванных. Наличие репортерных кассет с различными по «силе» 
промоторами позволяет модулировать уровень флуоресцентно-
го сигнала, благодаря чему можно маркировать клетки, не пере-
гружая катаболическую систему бактерий.

Исходя из полученных данных, наиболее универсальными 
из представленных в работе промоторов являются PCP41 и Padc, 
которые проявляют высокую активность в клетках всех исполь-
зованных в работе бактерий.

Заключение. В ходе работы установлено, что промоторы Padc, 
PCP8, PCP41 и PCP44 проявляют активность в генетическом окруже-
нии E. coli XL1-Blue, B. subtilis 168 и L. lactis NZ3900, а значит, 
могут быть использованы для мечения клеток бактерий различ-
ных филогенетических групп.

Т а б л и ц а  3.  Результаты измерения флуоресценции клеток бактерий, 
несущих репортерные конструкции в составе вектора proBiH1

Условия 
эксперимента E. coli XL1-Blue B. subtilis 168 L. lactis NZ3900

Padc 26636 ± 4088 47899 ± 4145 18441 ± 1617
P43 369388 ± 48207 37179 ± 3052 581 ± 76
PCP8 92638 ± 12551 146446 ± 3775 49306 ± 8053
PCP41 197163 ± 24860 170632 ± 11058 53166 ± 8528
PCP44 43474 ± 023 58326 ± 2176 5657 ± 1819
PES 87504 ± 8365 6612 ± 815 433 ± 58
PTC 78565 ± 8600 302 ± 3 424 ± 76
PpepN 1271 ± 458 1021 ± 85 634 ± 105
P32 1061 ± 74 979 ± 178 783 ± 98
Контроль 1076 ± 88 740 ± 92 576 ± 150
Буфер 106 ± 65

П р и м е ч а н и е:  в таблице представлены средние значения трех биоло-
гических повторностей с указанием величины среднеквадратического откло-
нения.
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We obtained reporter cassettes consisting of natural and synthetic promoter 
sequences (Padc, P43, PCP8, PCP41, PCP44, PES, PTC, PpepN, P32), ribosome binding sites, 
coding sequence of the green fluorescent protein gene and a terminator. The obtained 
reporter cassettes were cloned as a part of the shuttle vector proBiH1. The fluorescence 
intensity of cell suspensions of Escherichia coli XL1-Blue, Bacillus subtilis 168 
and Lactococcus lactis NZ3900 carrying the reporter cassettes in proBiH1 vector 
was estimated. Based on the data obtained, a number of promoter sequences suitable 
for labeling bacterial cells of different phylogenetic groups were selected.
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КОНСТРУИРОВАНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА 
ДЕЛЕЦИОННОГО МУТАНТА ERWINIA AMYLOVORA 

ПО ГЕНУ ТРАНСКРИПЦИОННОГО 
РЕГУЛЯТОРА MprA
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А. Н. ЕВТУШЕНКОВ1
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Фитопатогенные бактерии родов Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, 
Ralstonia, Dickeya, Pectobacterium представляют серьезную угрозу растение-
водству, вызывая бактериозы у широкого спектра сельскохозяйственных куль-
тур во всем мире. Среди них выделяют грамотрицательную бактерию Erwinia 
amylovora – возбудителя бактериального ожога плодовых культур. Во взаимо-
действиях бактерий с растениями-хозяевами, а также в формировании устой-
чивости бактериальных клеток к негативным воздействиям принимают уча-
стие эффлюксные насосы – системы выведения ксенобиотиков из клетки. 
В данном исследовании был сконструирован делеционный мутант Erwinia 
amylovora по гену транскрипционного регулятора MprA и осуществлена его 
фенотипическая характеристика. Бактерии E. amylovora ΔmprA характеризо-
вались увеличением синтеза экзополисахарида амиловорана, повышенной спо-
собностью формировать биопленки и сниженной подвижностью клеток. Также 
было показано, что клетки мутантного штамма обладали повышенной жизне-
способностью при обработке клеток налидиксовой кислотой и сниженной 
выживаемостью при обработке клеток перекисью водорода. Полученные нами 
данные представляют новое понимание роли белка MprA в вирулентности 
E. amylovora.

Ключевые слова: фитопатогенные бактерии, делеционный мутант, белка 
MprA, Erwinia amylovora.

Введение. Фитопатогенные бактерии встречаются среди пред-
ставителей родов Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, Ralstonia, 
Dickeya, Pectobacterium и др. Эти бактерии являются возбудите-
лями большого количества бактериозов растений, таких как 
вилты (увядания), бактериальный рак растений, мягкие гнили, 
некрозы и др. [1, 2]. Одним из наиболее вредоносных заболева-
ний растений является бактериальный ожог плодовых, вызыва- 
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емый грамотрицательной бактерией E. amylovora. В настоящее 
время известно, что E. amylovora продуцирует большое коли- 
чество факторов вирулентности: экзополисахариды амиловоран 
и леван, систему секреции III типа, сидерофоры. Также к факто-
рам вирулентности E. amylovora традиционно относят подвиж-
ность клеток и их способность образовывать биопленки [3].

В формировании устойчивости бактериальных клеток к не-
гативным воздействиям (в том числе к антибиотикам) участву-
ют эффлюксные насосы (efflux pump) – системы выведения (эф-
флюкса) ксенобиотиков из клетки [4]. Они представляют собой 
локализованные в клеточной мембране белки, распознающие 
токсичные соединения, попавшие из внешней среды в периплаз-
му или цитоплазму клетки, а также отвечают за выведение из 
бактериальных клеток конечных продуктов метаболизма [5]. 
Некоторые из таких систем обладают чрезвычайно широкой 
специфичностью, охватывающей практически все антибиотики, 
химиотерапевтические агенты, моющие средства, красители и др., 
некоторые, в свою очередь, активны в отношении одного ве- 
щества или класса веществ [4]. Основываясь на имеющихся дан-
ных о строении эффлюксных насосов, тип энергообеспечения 
(использующие активный гидролиз АТФ или энергию протон-
движущей силы), а также субстратной специфичности, все эф-
флюксные помпы бактерий подразделяются на пять семейств: 
Resistance-nodulation-cell division (RND) (было обнаружено толь-
ко у грамотрицательных бактерий), Major Facilitator superfamily 
(MFS), ATP-binding cassette (ABC), Small Multidrug Resistance 
(SMR), Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) [6, 7].  
У грамотрицательных бактерий хорошо изученными системами 
выведения токсичных веществ являются системы AcrAB-TolC 
(Escherichia coli, Salmonella enterica), MexAB-OprM (Pseudomo-
nas aeruginosa) [5, 8].

Эффлюксная помпа EmrAB, обнаруженная у Dickeya dadan-
tii, E coli, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, состоит из мем-
бранного белка-адаптера (membrane fusion protein) EmrA и белка 
внутренней мембраны EmrB с 12–14 трансмебранными домена-
ми, а также белка TolC, образующего канал во внешней мембра-
не бактериальной клетки [7, 9–11]. У ряда грамотрицательных 
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бактерий белок MprA (EmrR) выполняет роль регулятора транс-
крипции генов эффлюксного насоса EmrAB [12–14].

Цель работы – изучение влияния делеции гена mprA на про-
дукцию факторов вирулентности и выживаемость в присут-
ствии перекиси водорода и налидиксовой кислоты клеток бакте-
рий E. amylovora.

Материалы и методы. Использованные в исследовании 
штаммы бактерий, плазмиды и праймеры приведены в табл. 1 и 2. 
Бактерии выращивались при 28 °C в полноценной питательной 
среде LB и синтетической минимальной среде M9 с добавле- 
нием глицерина (2 мл/л) в качестве источника углерода. Состав 
среды LB (г/л): пептон – 10; дрожжевой экстракт – 5; NaCl – 8,5. 
Состав среды M9 (г/л): Na2HPO4 × 7 H2O – 12,8; KH2PO4 – 3; 
NH4Cl – 1,0; NaCl – 0,5; MgSO4 × 7 H2O – 0,246; CaCl2 – 0,011 [15].

Поиск генов, кодирующих транскрипционные регуляторы MarR-
семейства в геноме E. amylovora Е2 (код доступа в GenBank  
NZ_CP024970.1) осуществлялся с использованием программы 
SigmoID [17]. Поиск гомологичных последовательностей в базах 
данных осуществлялся с помощью пакета программ BLAST [18].

Для получения делеционного мутанта E. amylovora по гену 
mprA была использована техника «PCR-based one-step inactivation 
of chromosomal genes» [16].

Уровень синтеза экзополисахарида амиловорана определялся 
путем измерения мутности опытного раствора при взаимодей-
ствии хлорид-ионов цетилпиридиума (CPC) с карбоксильной 
группой глюкуроновых кислот в структуре амиловорана, что 
вызывает преципитацию молекул экзополисахарида. Для этого 
суспензия бактериальных клеток осаждалась центрифугирова-
нием при 10 000 g, после чего к супернатанту добавлялся рас-
твор хлорида цетилпиридиниума в концентрации 50 мг/мл. Опти-
ческая плотность раствора измерялась при длине волны 600 нм. 
Полученные значения пересчитывались на значения оптической 
плотности бактериальной культуры для каждой пробы соответ-
ственно [19].

Продукция экзополисахарида левана клетками E. amylovora 
оценивалась по активности фермента левансукразы, отвечающего 
за синтез полисахарида. После осаждения бактериальных клеток 
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к надосадочной жидкости добавлялся LS-буфер (50 мМ K-фосфат-
ный буфер, pH 7,0; 2М сахароза; 0,05 % NaN3) в соотношении 1:1. 
После инкубации проб при 28 °С в течении 24 ч измерялась опти-
ческая плотность раствора при 600 нм. Полученные значения пе-
ресчитывались на значения оптической плотности бактериаль-
ной культуры для каждой пробы соответственно [20].

Количественная оценка интенсивности формирования био-
пленок проводилась методом, описанным в работе [21], с некото-
рыми модификациями. Ночная культура E. amylovora разводи-
лась средой инкубации (полноценной средой LB) до оптической 
плотности 0,05. Полученные суспензии вносились в лунки сте-
рильного 96-луночного планшета и инкубировались при 28 °С 
в течение 48 и 72 ч. Для окрашивания клеток биопленки исполь-
зовался 1%-ный раствор красителя генцианового фиолетового. 
Для экстракции связавшегося красителя лунки планшета запол-
нялись 96%-ным этанолом, после чего измерялась оптическая 
плотность при длине волны 595 нм. Полученные значения пе- 
ресчитывались на значения оптической плотности культуры 
для каждой из лунок соответственно.

Подвижность клеток E. amylovora изучалась с использова- 
нием полноценной полужидкой агаризованной среды LB. Суспен-
зия бактериальных клеток в объеме 10 мкл наносилась на по-
верхность необходимой агаризованной среды. Диаметр макро-
колонии бактерий учитывался через 24, 48 и 72 ч инкубации 
при 28 °С [22].

Влияние пероксида водорода и налидиксовой кислоты на вы-
живаемость клеток исследуемых штаммов E. amylovora оценива-
лось по количеству колоний микроорганизмов, выросших после 
обработки клеток перекисью водорода и налидиксовой кислотой 
в соответствующей концентрации, по сравнению с контролем 
(без обработки Н2О2 и C12H12N2O3 ). Количество колониеобразу-
ющих единиц определяли методом серийных разведений после 
48 ч роста на агаризованной полноценной среде при 28 °C [23].

Принцип количественного определения активности каталазы 
основан на захвате неионогенным ПАВ Triton X-100 (ТX) образу-
ющихся в процессе разложения перекиси водорода молекул моле-
кулярного кислорода, выделяющихся в виде пузырьков, которые 
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визуализируются ТX в виде пены. В каждую пробирку вносился 
30%-ный раствор перекиси водорода, 1%-ный раствор ТX и су-
спензия клеток E. amylovora, предварительно ресуспендирован-
ных в 0,5× Na-фосфатном буфере (pH 7.4) в соотношении 1:1:1. 
Высота пены, образованной в пробирках, измерялась в миллимет-
рах. Активность каталазы рассчитывалась с помощью калибровоч-
ного графика с использованием коммерческой каталазы (Sigma-
Aldrich) и выражалась в единицах активности (U) (единица ка-
талазной активности соответствует деструкции 1 мкмоль H2O2 
в минуту при 25 °С, pH 7.0) [24].

Статистическая обработка результатов проводилась в про-
грамме GraphPad Prism 8. Для проверки отклонения распределе-
ния от нормального применяли обладающий наибольшей мощ-
ностью тест Шапиро – Уилка. При выявлении нормального рас-
пределения для оценки достоверности различий был применен 
t-критерий Стьюдента для независимых выборок в модифика-
ции Уэлча (сравнение средних без какого-либо предположения 
о равенстве дисперсий). При выявлении распределения, отлич-
ного от нормального, для оценки достоверности различий был 
применен U-критерий Манна – Уитни. Различия считались зна-
чимыми при уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Как известно, транскрипционные 
регуляторы, принадлежащие к MarR-семейству (Multiple Antibiotic 
Resistance Regulator), широко распространены у бактерий и архей. 
Предыдущие исследования показали, что представители семей-
ства регулируют вирулентность многих патогенных бактерий 
животных и растений (например, SlyA S. enterica и D. zeae, MarR 
и MexR E. coli, PecS D. dadantii, SarZ и MepR Staphylococcus aureus, 
MarR Streptococcus pneumoniae и др.) [25–27]. Геном E. amylovora 
кодирует несколько транскрипционных факторов семейства MarR.

Обзор литературных данных, а также биоинформационный 
анализ генома E. amylovora E2 позволил выявить четыре гена, 
кодирующие регуляторы MarR-семейства: marR (координаты 
в геноме 1,533,551..1,533,982 п. н.), ohrR (3,717,873..3,718,340 п. н.), 
slyA (1,802,653..1,803,090 п. н.) и mprA. В геноме возбудителя бак-
териального ожога этот ген локализован на участке хромосоме 
с 2,834,616 по 2,835,146 п. н. (рис. 1). Как правило, белок MprA 
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представляет собой белок – репрессор транскрипции. Сверхпро-
дукция данного белка у E. coli подавляет экспрессию генов emrA 
и emrB, в то время синтез нефункционального MprA вызывает 
сверхэкспрессию генов эффлюксного насоса EmrAB, что приво-
дит к повышенной устойчивости клеток к различным ксенобио-
тикам [12].

У представителей рода Erwinia (E. amylovora, D. dadantii, 
P. carotovorum и др.) были обнаружены эффлюксные насосы, отно-
сящиеся к семействам RND, MFS, ABC и MATE. Для E. amylo- 
vora было показано наличие эффлюксных помп NorM, MdtABC 
и MdtUVW [7]. Функциональная роль белка MprA, принадлежа-
щего к семейству транскрипционных регуляторов MarR, у бак-
терий E. amylovora остается невыясненной.

Для инактивации гена mprA были сконструированы прайме-
ры MprAF и MprAR для амплификации гена устойчивости к ка-
намицину в составе плазмиды pKD13, несущие на 5’-конце по-
следовательности (50 н.), соответствующие началу или концу 
делетируемой области генома E. amylovora (табл. 2). Получен-
ные с помощью таких праймеров ПЦР-продукты были трансфор-
мированы в клетки E. amylovora E2, несущие хелперную плаз-
миду pKD46 и выращенные в условиях индукции рекомбиназы. 
В результате проделанной работы был отобран штамм, устойчи-
вый к канамицину. Наличие делеции гена mprA было подтверж-
дено ПЦР с праймером MprPRF к области, фланкирующей деле-
цию, а также с внутренним праймером к гену устойчивости к ка-
намицину Km2 (табл. 2, рис. 2).

Рис. 1. Структура участка хромосомы E. amylovora E2, содержащего 
ген mprA. В результате мутагенеза с использованием метода «PCR-based 
one-step inactivation of chromosomal genes» ген mprA был замещен на ген 

устойчивости к канамицину NTP
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Как видно из рис. 2, в реакции был получен ПЦР-продукт, 
размером около 1170 п. н., что соответствует ожидаемому.

На следующем этапе работы мы исследовали роль белка MprA 
в продукции экзополисахаридов амиловорана и левана клетками 
E. amylovora. Экзополисахариды традиционно рассматриваются 
как один из важнейших факторов вирулентности E. amylovora. 
Как видно из рис. 3, А, способность синтезировать амиловоран 
у клеток мутантного штамма оказалась выше, чем у штамма 
E. amylovora дикого типа. Уровень продукции левана клетками 
штамма E. amylovora ∆mprA не отличался от такового у E. amy-
lovora E2 (рис. 3, Б).

Как известно, биопленки представляют собой сообщества 
разного рода микроорганизмов, клетки которых прикреплены 
к различной биотической и абиотической поверхности и погру-
жены в биополимерный матрикс. В формировании биопленок 
одну из ведущих ролей играют экзополисахариды, липополисаха-
риды, а также поверхностные структуры бактериальных клеток: 

М – маркер молекулярного веса GeneRuler DNA Ladder Mix (100–10000 п. о., 
Thermo Scientific); 1 – ДНК штамма E. amylovora E2 дикого типа; 
2 – ДНК штамма E. amylovora ∆mprA; 3 – контроль без матрицы

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации с использованием 
праймеров MprPRF и Km2
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жгутики, фибрии, пили, обеспечивающие подвижность, необхо-
димую для биопленкообразования. Они отвечают за необратимое 
прикрепление бактериальных клеток к различным субстратам [28]. 
Также показано, что в формировании биопленок принимают уча-
стие эффлюксные помпы. Они принимают участие в экспорте мо-
лекул экзополисахаридов сигнальных молекул «чувства кворума» 
для регуляции процессов образования биопленок и «чувства кво-
рума», выведении токсичных соединений, а также в процессах 
агрегации клеток к различным поверхностям или друг другу 
путем предотвращения или усиления адгезии [4]. Исходя из этих 
данных, нами была изучена способность клеток мутантного 
штамма образовывать биопленки. Как показано на рис. 4, на пол-
ноценной среде LB при инкубации клеток исследуемого штамма 
E. amylovora ∆mprA в течение 48 и 72 ч способность формиро-
вать биопленки была значительно выше, чем у клеток штамма 
дикого типа.

В исследованиях [29, 30] была выявлена роль эффлюксных 
помп в подвижности бактериальных клеток. Также было проде-
монстрировано, что непосредственно белок MprA принимает 
участие в регуляции подвижности клеток Sinorhizobium meliloti 
и Agrobacterium tumefaciens, функционируя как положительный 

(А) Продукция амиловорана (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча)
(Б) Активность левансукразы (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча)

NS – нет достоверных различий (P > 0.05); ***P < 0,001
Рис. 3. Продукция экзополисахаридов клетками штаммов E. amylovora E2 (wt) 

и ΔmprA
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регулятор [31, 32]. Исходя из данных, представленных на рис. 5, 
на минимальной среде M9 культивирования клетки E. amylo- 
vora ∆mprA образовывали макроколонии меньшего размера, чем 
клетки E. amylovora E2.

Для исследования влияния налидиксовой кислоты на выжи-
ваемость штаммов E. amylovora E2 и E. amylovora ΔmprA исполь-
зовали концентрации (ммоль/л) C12H12N2O3 0,025; 0,05; 0,1 ммоль/л; 
0,5 и 5 ммоль/л. При наличии в среде налидиксовой кислоты 
в концентрациях 0,1 и 0,5 ммоль/л выживаемость клеток деле- 
ционного мутанта оказалась выше, чем выживаемость клеток 
E. amylovora E2 (рис. 6). Сходные данные были получены для кле-
ток E. coli. В работе [12] было выявлено, что мутация в гене emrR 
привела к увеличению экспрессии генов emrAB, а также к повы-
шенной устойчивости клеток мутантного штамма E. coli к кар-
бонилцианид-m-хлорфенилгидразону и налидиксовой кислоте.

Как уже было упомянуто, одной из основных функций 
эффлюксных помп является выведение из бактериальных кле-
ток токсичных соединений различной природы. Для исследо- 
вания влияния перекиси водорода на выживаемость штаммов 
E. amylovora E2 и E. amylovora ΔmprA мы использовали концент-
рации H2O2 5,5; 6 и 6,5 моль/л. С увеличением концентрации 

*P ≤ 0,05; **P < 0,01
Рис. 4. Интенсивность формирования биопленок клетками ΔohrR и штамма 

дикого типа (t-критерий Стьюдента в модификации Уэлча) 
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перекиси водорода количество жизнеспособных клеток штамма 
E. amylovora ΔmprA уменьшалось (рис. 7). Так, при действии H2O2 
в концентрациях 5,5 и 6 моль/л чувствительность клеток мутантно-
го штамма увеличилась в 2 раза по сравнению с контролем. Инку-
бация клеток с H2O2 в концентрации 6,5 моль/л привела к полно-
му прекращению роста клеток делеционного мутанта, в то время 
как выживаемость штамма E. amylovora E2 снизилась в 2 раза.

В связи с полученными результатами по оценке устойчивости 
клеток E. amylovora к воздействию перекиси водорода, представ-
ляло интерес изучить каталазную активность мутантного штамма 
E. amylovora, так как каталаза является одним из ключевых 
ферментов антиоксидантной защиты. В результате для штамма 

(А) Подвижность клеток бактерий Erwinia amylovora Е2 (wt) 
и Erwinia amylovora ΔmprA (U-критерий Манна – Уитни)

(Б) Фотография бактериальных макроколоний спустя 96 ч инкубации 
при 28 °С на минимальной среде М9

NS – нет достоверных различий (P > 0,05); *P ≤ 0,05; ***P < 0,001
Рис. 5. Подвижность клеток бактерий E. amylovora
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NS – нет достоверных различий (P > 0,05); **P < 0,01

Рис. 6. Выживаемость клеток E. amylovora Е2 (wt) и E. amylovora ΔmprA 
при их обработке налидиксовой кислотой в течение 180 мин (t-критерий 

Стьюдента в модификации Уэлча)

*P ≤ 0,05; ***P < 0,001; ***P < 0,001
Рис. 7. Выживаемость клеток E. amylovora Е2 (wt) и E. amylovora ΔmprA 

при их обработке перекисью водорода в течение 180 мин (t-критерий 
Стьюдента в модификации Уэлча)
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E. amylovora ΔmprA была установ-
лена более низкая каталазная актив-
ность (120,6 ± 1,9 U) по сравнению 
со штаммом дикого типа E. amylo-
vora E2 (135,2 ± 1,4 U) (рис. 8).

Заключение. В настоящем ис-
следовании мы сконструировали де-
леционный мутант E. amylovora 
по гену транскрипционного регуля-
тора MprA и изучили его фенотип. 
Согласно полученным результатам, 
делеция гена mprA прямо или кос-
венно влияет на продукцию экзопо-
лисахарида амиловорана, на образо-
вание биопленок клетками E. amy-
lovora, их подвижность, а также 
устойчивость к ксенобиотикам, та-
ким как перекись водорода и нали-

диксовая кислота. Полученные нами данные представляют новое 
понимание роли белка MprA в вирулентности E. amylovora.
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CONSTRUCTION AND CHARACTERIZATION OF THE DELETION 
MUTANT OF TRANSCRIPTIONAL REGULATOR MprA 

IN ERWINIA AMYLOVORA

K. Y. PESOTSKAYA1, A. L. LAGONENKO2, A. N. EVTUSHENKOV1

1Belarussian State University, Minsk, Belarus 
2Algimed Techno LLC, Minsk, Belarus, lagonenkoal@mail.ru

Phytopathogenic bacteria of genus Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, 
Ralstonia, Dickeya, Pectobacterium pose significant threat to many crops, causing 
diseases in a wide range of plants throughout the world. Among them is the gram-
negative bacterium Erwinia amylovora, causal agent of fire blight disease. Bacterial 
efflux systems are responsible for the secretion of toxins. Also, efflux pumps can 
be involved in bacteria-host interactions and in biofilm formation. Using a one-step 
method for inactivation of chromosomal genes we constructed and characterized 
mutant carrying deletion of the mprA gene. Inactivation of mprA results in increased 
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cell viability after treatment with nalidixic acid, amylovoran production and biofilm 
formation. It is also shown that the mprA deficient strain had reduced motility 
and decreased cell viability after treatment with hydrogen peroxide compared to the wild 
type. The results of this study provide new insights into the role of regulator MprA 
in virulence of Erwinia amylovora.

Keywords: phytopathogenic bacteria, deletion mutant, MprA protein, Erwinia 
amylovora.
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ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА ПРОТЕИНАЗЫ 
БАКТЕРИЙ BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS ssp. 

PLANTARUM 1182

Л. И. САПУНОВА1, С. А. КУЛИШ1, А. Г. ЛОБАНОК1, 
К. А. УЛАСЕВИЧ2

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
microbio@mbio.bas-net.by, leonida@mbio.bas-net.by 

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
kulasevich25@mail.ru

Приведены данные научно-технической литературы и результаты соб-
ственных исследований, касающиеся свойств микробных протеиназ фибриноли-
тического действия. Методом ультрафильтрации бесклеточной культуральной 
жидкости бактерий B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 получен препарат 
очищенной в 9,4 раза протеиназы с выходом по ферментативной активности 
95 %. Установлено, что фермент гидролизует широкий спектр субстратов, 
включая казеин, казеинат натрия, фибриноген, гемоглобин, глобин, желатин. 
Максимум его активности проявляется при концентрации субстрата в реак-
ционной смеси 1 %, температуре 55 °С и рН 7,5. Продолжением исследований 
станет оценка in vitro фибринолитической активности протеиназы B. amylo-
liquefaciens ssp. plantarum 1182.

Ключевые слова: бактерии, B. amyloliquefaciens ssp. plantarum, фибрино-
генолитическая активность, протеиназа, синтез, выделение, субстратная спе-
цифичность, свойства.

Введение. В медицинской практике для диагностики и лече-
ния различных заболеваний все чаще используют ферменты. 
Особый интерес представляют протеиназы микробного проис-
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хождения, а среди них – ферменты фибрино- и фибриногеноли-
тического действия, которые востребованы в лабораторной диаг-
ностике заболеваний, связанных с патологией гемостаза, и меди-
цине в качестве антикоагулянтов и тромболитиков [1]. Тромбозы, 
вызываемые скоплением нерастворимого фибрина в кровеносных 
сосудах, приводят к тромботическим заболеваниям – инфарктам 
миокарда и инсультам, венозным тромболиям. Именно тромбо-
зы, согласно статистике, являются причиной около 31 % всех 
смертей в мире, число которых постоянно растет [2]. Это озна-
чает, что ежегодно около 25 млн человек погибают от тромбо-
зов, и еще большее количество людей сталкивается с наруше- 
ниями трофики, вызванными тромбами [3]. 

За разрушение фибрина в тромбе отвечают фибринолитические 
протеиназы, которые на основании механизма их действия разде-
ляют на два типа (рис. 1). Первый из них представлен активато-
рами плазминогена – тканевым активатором плазминогена (t-PA), 
стрептокиназой и урокиназой, трансформирующими плазмино-
ген в плазмин; второй включает ферменты непосредственно фи-
бринолитического действия – наттокиназу и люмброкиназу [4].

Известно, что тромболитические ферменты прямо фибриноген 
не разрушают: их функция заключается лишь в активации плазми-
ногена [6]. Являясь высокоспецифичными трипсиноподобными 
сериновыми протеазами, они катализируют разрыв простых 
пептидных связей в плазминогене, превращая его в плазмин. 
В свою очередь активные молекулы плазмина расщепляют полимер 

Рис. 1. Схема превращения фибриногена в фибрин [5]
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фибрина, что приводит к растворению тромба. Характеристика 
ферментов тромболитического действия приведена в табл. 1.

На основании механизма действия фибринолитические протеи-
назы подразделяют на эндо- и экзопептидазы, а в соответствии 
со строением их активного центра – на сериновые (КФ 3.4.21) 
и металлоэндопептидазы (КФ 3.4.24). Последним свойственна 
более узкая субстратная специфичность [7]. 

Среди микробных фибринолитических протеиназ наиболее 
известными являются стрептокиназа Streptococcus hemolyticus 
и стафилокиназа Staphylococcus aureus, а также субтилизины раз-
личных штаммов B. subtilis, наттокиназа B. natto, субтилизин DFE 
и субтилизин DJ-4 Bacillus amyloliquefaciens. Высокоактивные 
фибринолитические протеиназы продуцируют штаммы WR350, 
BK-17, A1, 168, DC27, VITMS2 B. subtilis [8, 9]. Известны, кроме 
того, гидролизующие фибрин ферменты бактерий Streptomyces 
megasporus SD5 [8], S. spheroids M8-2, Streptomyces sp. Y405. Пер-
спективными продуцентами протеиназ, обладающих фибрино-
литической активностью, являются мицелиальные грибы родов 
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Cochliobolus (анаморфа 
Curvularia), Pleurotus и др. [8].

Для определения и сравнения активности фибринолитиче-
ских наттокиназ различного происхождения используют син- 
тетические хромогенные субстраты, в основном, тетрапептид 
N-сукцинил-Ala-Ala-Pro-Phe- с присоединенным к нему остатком 
p-нитроанилина (-pNA). Среди других синтетических соединений 

Т а б л и ц а  1.  Свойства тромболитических ферментов [6]

Фермент Молекулярная 
масса, кДа Действие

Стрептокиназа 48 Образует комплекс с плазминогеном для получе-
ния активного плазмина

Урокиназа 32–54 Прямой активатор плазмина

Проурокиназа 49 При недостаточной активности плазмина транс-
формируется в урокиназу

r-Урокиназа 32 Сходна в большинстве случаев с природной уро-
киназой

t-PA 68 Обладает высокой субстратной специфичностью 
к фибрину
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селективным субстратом, например, для урокиназы является 
N-benzoyl-Val-Gly-Arg-pNA; для плазмина – D-Val-Leu-Lys-pNA; 
для химотрипсина – Met-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA (S-2586); для эла-
стазы поджелудочной железы человека и химотрипсина, а также 
для катепсина G, субтилизина, химотрипсина, химазы, цикло-
филина и пептидилпролил изомеразы – N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-
Phe-pNA (S-7338) [10–12, 17, 19].

Как видно из обобщенных в табл. 2 данных, свойства бак- 
териальных наттокиназ, в отличие от их молекулярных масс 
(24–35 кДа), сильно варьируются. 

Так, максимальная ферментативная активность наттокиназы 
различных бактерий проявляется при активной кислотности 
среды, соответствующей рН 7,0–8,0, реже рН 9,0–11,0. Исключе-
ние составляет наттокиназа Pseudomonas aeruginosa CMSS с опти-
мумом действия при рН 5,0. Оптимальный температурный режим 
для проявления каталитической активности фермента соответ-
ствует диапазону 40–65 °C [10–20]. 

Специфическим ингибитором наттокиназы является фенилме-
тансульфонилфторид (PMSF), редко – N-бромсукцинимид (NBS), 
ингибитор трипсина из соевых бобов (SBTI), додецилсульфат 
натрия (SDS) и этилендиаминтетрауксусная кислота (EDTA) 
(см. табл. 2). 

Катионы металлов способны как активировать, так и ингиби-
ровать активность наттокиназы. В целом Co2+, Mg2+ и Ca2+ акти-
вируют фермент [15, 18], а ионы Mn2+ и Ag+ ингибируют [12, 13]. 
Противоречивое, зависящее от источника происхождения, влияние 
на наттокиназу оказывают ионы Fe2+, Zn2+, Ba2+, Cu2+ и Al3+ [10, 21]. 

Сериновые протеиназы субтилизинового ряда (плазминопо-
добные сериновые протеиназы) представлены Наттокиназой, Суб-
тилизинами DFE и QK-2, Субтилизином DJ-4 и др. Металлопро-
теиназами являются Бациллокиназа II (BK-II), которая гидроли-
зует белок обезжиренного молока и желатины, однако не действует 
на эритроциты; химотрипсиноподобный фермент АММР, акти-
вируемый Cа2+ и Mg2+; сериновая и металлопротеаза SW-1; фер-
мент Penicillium chinensis 12 с гидроксисульфурилом и металлом 
в активном центре; фермент Jeot-gal, который, как предполагают, 
содержит в активном центре катион Zn2+ (табл. 3).
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Как видно, субстраты (один или более) протеиназ фибрино-
литического действия представлены плазмином, субтилизином, 
субтилизином Карлсберга, фибрином, α-, β- и γ-цепями фибрино-
гена, α-казеином. Гидролизующие фибрин ферменты различают-
ся также по их способности разрушать клетки крови, в частно-
сти, эритроциты. Например, Субтилизин DFE и фермент Jeot-gal 
указанным свойством не обладают.

Молекулярные массы ферментных белков, относящихся 
к сериновым и металлопротеиназам, варьируются в пределах 
от 18 до 45 кДа. Они максимально активны при рН, соответству-
ющем слабокислой (рН 6,0), нейтральной (рН 7,0), слабо- или 
сильнощелочной (рН 8,0–10,5) реакции среды. Температурные 
оптимумы их действия варьируются от 33 до 50 °С. 

Из представленных в табл. 3 фибринолитических ферментов 
наиболее стабильными являются протеиназа КСК-7, сохраняющая 
каталитическую активность при 60 °С в диапазоне рН 7,0–10,0, 
и фермент СК, который не теряет активность при температуре 50 °С 
и рН 7,0–10,5 в течение 60 мин. Максимально широким диапазо-
ном рН-стабильности (рН 3,0–12,0) и невысокой термоустойчи-
востью (30 мин при 40 °С) выделяется Субтилизин QK-2. При тем-
пературе менее 40 °С стабильны такие ферменты, как Jeot-gal, 
Бациллокиназа II (BKII), SW-1 и протеаза Рenicllium сhinensis 12.

Несмотря на многочисленные исследования в области про-
теиназ фибринолитического действия, препараты, представленные 
на мировом рынке, обладают рядом недостатков: наряду с высо-
кой стоимостью они характеризуются коротким периодом полу-
выведения и побочными эффектами, среди которых чрезмерное 
кровотечение и низкая специфичность к фибрину. Это при устой-
чивом спросе на средства для лечения тромбозов обусловливает 
актуальность исследований по поиску новых, более эффектив-
ных протеиназ фибрино- и фибриногенолитического действия.

Ранее нами был отобран изолят ПП 8 (1182) – продуцент вне-
клеточной протеиназы, проявляющей фибриногенолитическую 
активность. На основании культурально-морфологических и фи-
зиолого-биохимических особенностей, а также MALDI-масс-
спектров внутриклеточных белков изолят был идентифициро-
ван как Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 [8].
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Цель работы – получение и характеристика свойств частич-
но очищенной протеиназы бактерий Bacillus amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182.

Материалы и методы. Для получения препарата протеина-
зы штамм B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 выращивали 
глубинным способом в колбах Эрленмейера объемом 2000 мл, 
содержащих 1000 мл среды оптимизированного состава, на ка-
чалке (180–200 об/мин) в течение 48 ч. В качестве посевного ма-
териала использовали водную суспензию (ОП600 = 0,6) клеток бак-
терий, полученных на пептонно-дрожжевом агаре при 28–30 °С 
в течение 3 сут.

По окончании роста бактерий культуральную жидкость цент-
рифугировали при 10 000 g в течение 10 мин. Бесклеточный су-
пернатант концентрировали при комнатной температуре мето-
дом ультрафильтрации через мембрану из сополимеров акрило-
нитрила марки ПАН-20 (давление – 0,1 Мпа, температура – 25 °С, 
перемешивание 600–700 об/мин). Полученный концентрат после 
осветления центрифугированием (10 000 g, 20 мин) использова-
ли для определения активности и свойств протеиназы.

Анализ активности протеиназы выполняли спектрофотомет-
рическим методом согласно [22]. За единицу активности прини-
мали количество фермента, превращающего за 1 мин при 30 °С 
и рН 7,0 специфический субстрат в неосаждаемые трихлорук-
сусной кислотой продукты реакции в количестве, соответству-
ющем 1 мкмолю тирозина. Активность протеиназы выражали 
в условных единицах в 1 мл культуральной жидкости (ед/мл) 
или в процентах по отношению к максимальной величине (%).

Определение концентрации белка проводили по Bradford [23], 
рН – потенциометрически.

В качестве субстратов для определения специфичности дей-
ствия протеиназы использовали натрий казеинат, гемоглобин, 
желатин, глобин, фибриноген и казеин в конечной концентра-
ции 1 %. Оценку активности фермента в зависимости от количе-
ства субстрата проводили при его конечной концентрации в реак-
ционной среде 0,025–1,25 %.

Влияние концентрации водородных ионов на активность фер-
ментов исследовали в диапазоне значений рН 4,0–9,0, создава- 



130	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

емых 0,1 М универсальным буфером, и температуры – в интер-
вале 20–70 °С.

Приведенные результаты представляют собой усредненные 
значения данных опыта, выполненного в трехкратной повторно-
сти, и статистически обработанных. При статистической обра-
ботке рассчитывали доверительный интервал среднего арифме-
тического для уровня вероятности 95 % (Р < 0,05). Разность двух 
средних признавалась достоверной при отсутствии перекрыва-
ния их доверительных интервалов.

Результаты и обсуждение. Методом ультрафильтрации бескле-
точной культуральной жидкости бактерий B. amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182 через мембрану ПАН-20 получен препарат протеи-
назы в виде ее ультраконцентрата. Эффективность очистки фер-
мента и его протеолитическая активность представлены в табл. 4.

Т а б л и ц а  4.  Эффективность очистки внеклеточной протеиназы 
B. amyloliquefaciens ssp. plantarum s 1182

Источник фермента Объем, 
мл

Белок Протеиназа Выход, %

мг/мл Σ мг ед/мл ед/мг белка Σ ед. белка протеиназы

Культуральная 
жидкость 20 0,65 13,00 0,85 1,308 17,00 100 100

Ультрафильтрат 
культуральной 
жидкости

5 1,05 5,25 3,23 12,30 16,15 40,38 95,00

Как видно, в результате очистки содержание белка в пре-
парате по сравнению с бесклеточной культуральной жидко-
стью бактерий повысилось в 1,62 раза, что при коэффициенте 
концентрирования 4,0 и выходе фермента по показателю про-
теолитической активности 95 % привело к повышению удель-
ной ферментативной активности в 9,4 раза.

Результаты определения субстратной специфичности про-
теиназы приведены на рис. 2. Выявлено, что протеиназа 
B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 проявляет наибольшее
сродство к казеину (100 % активности), пониженное на 14 % –
к казеинату натрия. Наименее подходящими для действия фер-
мента субстратами являются глобин и желатин, эффективность
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гидролиза которых не превышает, соответственно, 6 и 5 % от 
максимума, установленного для казеина. Активность фермента- 
тивного протеолиза фибриногена и гемоглобина, соответствен-
но, в 3,4 и 5,3 раза меньше, чем казеина, и в 3,0 и 4,5 раза – чем 
казеината натрия.

Результаты, отражающие зависимость активности протеиназы 
от концентрации субстрата, приведены на рис. 3. Как видно, в усло-
виях опыта фермент проявляет максимум активности при кон-
центрации субстрата в реакционной смеси, составляющей 1 %.

Определение влияния температуры на активность фермента 
проводили в интервале температуры от 10 до 70 °С при рН 7,2, 

Рис. 2. Субстратная специфичность протеиназы 
B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182

Рис. 3. Активность протеиназы в зависимости от концентрации субстрата 
в координатах Михаэлиса – Ментона
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величину которого устанавливали 0,1 М универсальным буфе-
ром. Как видно из графика (рис. 4, а), активность протеазы дости-
гает своего пика при 55 °С. При 35, 40 и 45 °С фермент проявляет, 
соответственно, 30, 46 и 65 % своей максимальной активности, 
а при 20 и 70 °С эффективность гидролиза субстрата минимальна.

Анализ влияния активной кислотности реакционной среды 
на каталитическую активность протеиназы B. amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182 показал, что графический профиль зависимости 
имеет четко выраженный пик при рН 7,5 (рис. 4, б). Активность 
фермента при отклонении кислотности субстрата от оптимальной 
величины резко снижается и при рН 4 составляет 22 % от макси-
мума, при рН 9–30 %.

Заключение. Методом ультрафильтрации бесклеточной культу-
ральной жидкости бактерий B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182 
получен препарат очищенной в 9,4 раза протеиназы с выходом 
по активности 95 %. Фермент характеризуется широкой субстрат-
ной специфичностью, и его активность убывает в ряду казеин → 
казеинат натрия → фибриноген → гемоглобин → глобин → жела-
тин. Протеиназа проявляет максимум активности при концентра-
ции субстрата в реакционной смеси 1 %, температуре 55 °С и рН 7,5. 
Фибринолитическая активность протеиназы B. amyloliquefaciens ssp. 
plantarum 1182 будет определена в дальнейших исследованиях.

Рис. 4. Влияние температуры (а) и рН (б) на активность протеиназы
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PREPARATION AND PROPERTIES 
OF BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS ssp. PLANTARUM 1182 

PROTEINASE
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The literature data and original findings characterizing microbial proteinases 
of fibrinolytic action have been presented. Preparation of proteinase purified 9.4 times 
with 95 % enzyme activity yield was derived by ultrafiltration of supernatant of bacterial 
strain B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 1182. It was found that the enzyme was able 
to hydrolyze a broad spectrum of substrates, including casein, sodium caseinate, 
fibrinogen, hemoglobin, globin and gelatin. Maximum of enzyme activity was recorded 
at 1 % substrate concentration in the reaction mixture, temperature + 55 °C, pH 7.5. 
The studies will be continued to evaluate in vitro fibrinolytic activity of B. amylo-
liquefaciens ssp. plantarum 1182 proteinase.

Keywords: bacteria, B. amyloliquefaciens ssp. plantarum, fibrinogenolytic 
activity, proteinase, synthesis, isolation, substrate specificity, properties.

Поступила в редакцию 25.07.2023



Микробный	синтез	биологически	активных	соединений...	 135

УДК 579.22+579.69+577.152.1

СКРИНИНГ ШТАММОВ МИКРООРГАНИЗМОВ – 
ПРОДУЦЕНТОВ ЛАКТАТОКСИДАЗ

Т. В. СЕМАШКО1, М. Е. ВАСИЛЕВСКАЯ1, 
Л. А. ЖУКОВСКАЯ1, И. Я. ФРИДЛЕНДЕР2, А. Г. ЛОБАНОК1

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
tsemashko@mbio.bas-net.by 

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
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Подобраны условия проведения качественной реакции на наличие лакта-
токсидазы у бактерий. Разработан состав индикаторной реакционной смеси 
для анализа активности лактатокисляющих ферментов, синтезируемых гриба-
ми. В результате скрининга в качестве потенциальных продуцентов лактато-
кисляющих ферментов среди бактерий отобраны Lactobacillus sp. № 3, 5, 6, 10, 
Lactococcus sp. № 7, 9; среди грибов – Penicillum lilacinum, P. funiculosum, 
P. chrysogenum, P. kapuscinski T49, Aspergillus alliaceus, Phlebia radiate, Constan-
tinella sp. (Х3). Для дальнейшей работы отобран штамм Constantinella sp. (Х3) 
как наиболее активный продуцент лактатоксидазы.

Ключевые слова: L-лактат, ферменты, лактатоксидаза, бактерии, грибы.

Введение. Молочная кислота (лактат) представляет собой 
α-гидроксикислоту, которая существует в двух стереоизомер-
ных формах: D- и L-лактата. D-лактат у эукариот образуется под 
действием фермента глиоксалазы II и является конечным про-
дуктом детоксикации высокореактивного и токсичного соедине-
ния – метилглиоксаля [1]. Это было показано для растений, 
дрожжей и млекопитающих [2]. L-лактат обычно образуется при 
ферментативном восстановлении пирувата и является универ-
сальным продуктом обмена веществ, практически во всех жи-
вых организмах, основным межклеточным энергетическим ве-
ществом в тканях мозга, конечным продуктом тканевого обмена 
глюкозы при нехватке кислорода [3]. 

Контроль содержания лактата в крови важен для клиниче-
ской диагностики и спортивной медицины. В клинической диа-
гностике уровень лактата в организме человека изменяется при 
наличии ряда заболеваний, например, при гипоксии тканей, кар-



136	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

диогенном или бактериально-токсическом шоке, дыхательной 
недостаточности, диабете [3, 4]. Выработка лактата в энергично 
работающих скелетных мышцах может увеличиваться в десяти-
кратном размере, что обосновывает интерес спортивной меди-
цины к изучению уровня лактата в крови.

Ферменты, окисляющие лактат, разделяют на две группы – 
лактатоксидазы и лактатдегидрогеназы.

Лактатоксидазы – глобулярные флавопротеины, к которым 
относятся (S)-2-оксикислотная оксидаза, L-лактатоксидаза и лак-
тат-2-монооксигеназа. 

КФ 1.1.3.15 – (S)-2-оксикислотная оксидаза (гликолаток-
сидаза) принадлежит семейству (L)-2-гидроксикислот-оксидаз 
((L)-2-HAOX). Гликолатоксидаза катализирует окисление L-мо-
лоч ной кислоты до пировиноградной кислоты с одновременной 
продукцией пероксида водорода:

L-молочная кислота + O2 → пировиноградная кислота + H2O2.

Фермент существует в двух формах: форма А преимуще-
ственно катализирует реакцию окисления короткоцепочечных 
алифатических гидроксикислот; форма Б участвует в преобра-
зовании длинноцепочечных и ароматических гидроксикислот.

Продуцентами гликолатоксидаз являются такие микроорга-
низмы, как: Aerococcus viridans, Geotrichum candidum, Lactococcus 
lactis, Pediococcus sp., Pseudomonas stutzeri, Roseobacter sp., 
Streptococcus cristatus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus 
pyogenes, Tetrahymena pyriformis [5, 6].

КФ 1.1.3.2 – L-лактатоксидаза окисляет лактат кислородом 
воздуха (кислород восстанавливается до пероксида водорода) по 
реакции, представленной на схеме:

лактат + O2 → пировиноградная кислота + H2O2.

Продуцентами фермента могут быть бактерии Pediococcus sp., 
Aerococcus viridans и Mycobacterium smegmatis. L-лакта то кси-
дазная активность обнаружена также у дрожжей Yarrowia 
lipolytica, которые синтезируют L-лактатоксидазу в процессе 
роста в средах с L-лактатом в качестве единственного источника 
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углерода и энергии, а также при воздействии стрессоров (окси-
дантов, повышенной температуры) [7].

КФ 1.13.12.4 – лактат-2-монооксигеназа (ЛМО). Механизм 
действия фермента заключается в флавин-зависимом окислении 
лактата с образованием ацетата, диоксида углерода и воды [3]:

лактат + O2 → ацетат + CO2 + H2O.

ЛМО обнаружены у бактерий порядка Actinomycetales, бак-
терий родов Mycobacterium, Nocardia, Streptomyces и Rhodococcus, 
а также грибов Beauveria и архей Halopiger salifodinae. ЛМО 
также идентифицируются у таких бактерий, как α- и γ-про-
теобак терии, плантомицеты, псевдокардиалы, термофилии, гео-
дерматофилы и бациллы. В качестве продуцентов фермента  
в производстве используют Mycolicibacterium phlei, Mycolicibac-
terium smegmatis [8].

Лактатдегидрогеназы (ЛДГ) – ферменты углеводного об-
мена, катализирующие реакцию взаимопревращения лактата  
и пирувата, протекающую совместно с восстановлением НАД+ 
и окислением НАДН соответственно. 

КФ 1.1.1.27 – L-лактатдегидрогеназа – цинксодержащий 
фермент, обратимо катализирующий окисление L-лактата в пи-
руват:

L-лактат + НАДН + ↔ пировиноградная кислота +  
+ НАДН + H +.

Продуцентами фермента могут быть такие микроорганиз-
мы, как: Acholeplasma sp., Actinomyces viscosus, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Bacillus sp., Bifidobacterium sp., Caldicel-
lulosiruptor sp., Corynebacterium glutamicum, Deinococcus radio-
durans, Enterococcus sp., Escherichia coli, Geobacillus stearother-
mophilus, Lactobacillus sp., Limosilactobacillus fermentum, Pedio-
coccus sp., Plasmodium sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., 
Thermoanaerobacter sp. [9, 10].

КФ 1.1.1.28 – D-лактатдегидрогеназа – фермент, катализи-
рующий превращение пировиноградной в молочную кислоту:

Пируват + НАДН + ↔ D-лактат + HAД +.
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Продуцентами фермента являются: Lactobacillus sp., Sporo-
lac to bacillus inulinus, Bacillus coagulans, Eubacterium limosum, 
Pediococcus sp., Sporolactobacillus sp., Staphylococcus sp., Strepto-
coccus sp., Weissella sp. [10].

Лактатоксидазы и лактатдегидрогеназы могут использовать-
ся для определения лактата в биологических жидкостях. Однако 
лактатдегидрогеназы имеют ряд недостатков: во-первых, они 
катализируют обратимые реакции, что мешает точности изме-
рений; во-вторых, для катализа обязательно дополнительное 
введение дорогостоящего компонента – НАДН +. Поэтому при 
создании биосенсорных систем детекции лактата эффективнее 
использовать лактатоксидазы. Такие высокоэффективные и не-
дорогие биосенсоры могут найти широкое применение в клини-
ческой диагностике, спортивной медицине, контроле качества 
продуктов питания, сельскохозяйственного сырья, контроле 
процессов ферментаций, продуктом которых является молочная 
кислота. Из вышесказанного следует, что поиск микроорганиз-
мов – продуцентов лактатоксидаз является важным и актуальным.

Целью работы является скрининг микроорганизмов – по-
тенциальных продуцентов лактатокисляющих ферментов.

Материалы и методы. Объектами исследования являлись 
грибы родов Penicillium, Aspergillus, Phlebia, бактерии Neisseria 
brasiiliensis B-112, Streptomyces sp. B-121, Lactococcus lactis B-132, 
Lactococcus plantarum B-196, Pseudomonas fluorescens B-26, 
Streptomyces sp. B-130, хранящиеся в Белорусской коллекции  
непатогенных микроорганизмов Государственного научного  
учреждения «Институт микробиологии Национальной акаде-
мии наук Беларуси», которые, согласно литературным данным, 
способны к синтезу лактатокисляющих ферментов, а также изо-
ляты грибов и бактерий, выросшие на сырах, твороге и выде-
ленные из скисшего в комнатных условиях молока. 

Бактерии выращивали на среде Мана, Рогоза, Шарпа (МРС) 
при температуре 28 °С в течение 48 ч [11]. В качестве альтерна-
тивных сред также использовали мясо-пептонный (МПА), овся-
ный (ОА) и глюкозо-декстрозный (ГДС) агар. 

Культивирование грибов на сусло-агаре и агаризованной 
среде Чапека проводили в чашках Петри при температуре 28 °С 
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в течение 72 ч. Глубинное культивирование грибов осуществля-
ли в 50 мл питательной среды Чапека с добавлением молочной 
кислоты (pH 3,5) на качалке (180 об/мин) при комнатной темпе-
ратуре в течение 120 ч.

Для получения молочной кислоты использовали изоляты 
сбраживающих молоко бактерий № 1–10, которые выращивали 
в пробирках в стерильном молоке при 28 °С в течение 120 ч. По 
окончании культивирования культуральные жидкости изолятов 
центрифугировали и далее использовали верхнюю сывороточ-
ную фракцию. 

Синтезированную молочную кислоту нейтрализовали рас-
твором Ca(OH)2 (7,5–10 мг/мл). После нейтрализации смесь цен-
трифугировали, осадок высушивали при температуре 37 °С  
в течение 72 ч. К полученному сухому осадку подбирали экви-
валентное количество концентрированной H2SO4 для получе-
ния лактата из лактата Ca [12]. 

Для проведения качественной реакции на лактатоксидазу 
культуры выращивали в жидкой среде МРС. Использовали ин-
дикаторы, изменяющие цвет в зависимости от величины рН: 
бромфеноловый синий, бромтимоловый синий, конго красный, 
крезол бром зеленый, метиловый красный, метиловый оранже-
вый, о-дианизидин. Проводили визуальный анализ образцов,  
а затем измеряли спектры поглощения.

Проверку способности отобранных штаммов и изолятов 
синтезировать лактатокисляющие ферменты осуществляли сле-
дующим образом. Тест-полоски (фильтровальную бумагу с нане-
сенным индикаторным раствором, содержащим 1 мг пероксидазы 
(40 ед/мл по пирогаллолу), 40 мкл 85%-ной молочной кислоты,  
8 мг о-дианизидина дигидрохлорида), помещали на изолирован-
ные колонии. О наличии активности судили по изменению окра-
ски фильтровальной бумаги. 

Наличие внутриклеточных лактатоксидаз проверяли после 
разрушения клеток ультразвуком (300 с при частоте 30 кГц  
и мощности 210 Вт/дм3) [13]. Полученный лизат (50 мкл) перено-
сили на тест-полоски с раствором для проверки активности лак-
татокисляющих ферментов вышеуказанного состава. О наличии 
активности также судили по изменению окраски.
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Результаты и обсуждение. Поиск потенциальных продуцен-
тов лактатоксидаз с целью дальнейшего получения молочной 
кислоты микробиологическим путем проводили среди коллек-
ционных штаммов и изолятов грибов и бактерий, выросших на 
скисшем молоке, сыре и твороге.

С точки зрения потребности в питательных веществах мо-
лочнокислые бактерии относятся к наиболее требовательным 
организмам. Для своей жизнедеятельности им необходимы суб-
страты, содержащие смеси аминокислот, ферментативные или 
кислотные гидролизаты белков [14–16], витамины и неорганиче-
ские соединения – медь, железо, натрий, калий, фосфор, йод, 
сера, магний и особенно марганец [4, 15].

Основываясь на литературных данных, среда МРС содержит 
все вышеперечисленные необходимые для роста лактобактерий 
составляющие, вследствие чего именно эта среда использова-
лась для культивирования лактобактерий, выделенных из скис-
шего молока. Для бактерий рода Streptomyces наиболее пригод-
ными оказались альтернативные среды – МПА и ОА.

В табл. 1 представлены данные об оценке роста изолятов  
и штаммов в жидкой среде МРС, на МПА, ОА и об их способ-
ности сбраживать молоко.

Как видно из табл. 1, на МПА отмечен умеренный рост коло-
ний N. brasiiliensis B-112, Streptomyces sp. B-121, Lactococcus 
plantarum B-196 и Streptomyces sp. B-130. На ОА наблюдали 
слабый рост N. brasiiliensis B-112, Streptomyces sp. B-121 и Strep-
tomyces sp. B-130. В связи с этим был сделан вывод о том, что 
данные штаммы не требовательны к составу сред, в отличие от 
остальных штаммов, рост которых на МПА и ОА отсутствовал.

На основании анализа морфологии бактериальных колоний 
изоляты № 1–6, 10 были отнесены к роду Lactobacillus, а изоляты 
№ 7–9 к роду Lactococcus. [4, 14, 17]. 

Базируясь на данных спектрального анализа красителей, вы-
явлена взаимосвязь pH и спектров поглощения света в ходе син-
теза лактатокисляющих ферментов микроорганизмами. После 
добавления красителей (бромфеноловый синий, бромтимоловый 
синий, конго красный, крезол бром зеленый, метиловый красный, 
метиловый оранжевый) и лактата к образцам культуральной 
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жидкости значительные изменения окраски наблюдали в случае 
использования крезол бром зеленого и метилового красного.  
С другими красителями изменения цвета были менее заметны, 
что позволило выбрать крезол бром зеленый и метиловый крас-
ный для качественного скрининга лактатобразующих бактерий. 

Наиболее видимые изменения цвета наблюдали в образцах 
Lactobacillus sp. № 3, 5, 6, 10 и Lactococcus sp. № 7, 9, это гово- 
рит о том, что именно эти штаммы, вероятно, окисляли лактат,  
а лак татокисляющие ферменты, ими синтезируемые, являлись 
катализатором данной реакции.

Для грибов, растущих на агаре Чапека, проводили каче-
ственную реакцию на способность к синтезу лактатокисляю-
щих ферментов на основе индикации конечного продукта реак-
ции окисления молочной кислоты – пероксида водорода. В каче-
стве индикатора выступал о-дианизидин.

Среды в чашках с P. lilacinum, P. funiculosum, P. chrysogenum, 
P. kapuscinski T49, A. alliacеus, Ph. radiata, а также с изолятами 
грибов из скисшего молока, сыра и творога, после проведения 
реакции приобретали темно-красную окраску, что с высокой  
долей вероятности свидетельствовало о синтезе лактатоксидаз 
или лактатдегидрогеназ отмеченными грибами. 

У штаммов, культивируемых на агаре Чапека, отметили раз-
личную интенсивность окраски после проведения качественной 
реакции (табл. 2). Изменение окраски питательной среды наблю-

Таблица 2. Способность грибов синтезировать  
лактатокисляющие ферменты 

Микроорганизм Время проявления  
окраски

Интенсивность проявления 
окраски

Penicillum lilacinum 72 ч +++ 
P. funiсulosum 72 ч +
P. chrysogenum 72 ч +
P. kapuscinski T49 72 ч +++
Aspergillus alliaceius 72 ч +
Phlebia radiatae 72 ч ++
Constantinella sp. (X3) 24 ч +++

П р и м е ч а н и е:  +++ – яркая окраска; ++ – умеренно яркая окраска; ++ 
– слабая окраска; + – очень слабая окраска.
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дали через 72 ч у всех исследуемых изолятов. Исключение со-
ставил изолят X3, у которого окрашивание среды появилось уже 
через 24 ч культивирования. Интенсивное изменение окраски 
среды наблюдали на чашках с P. kapuscinski, P. lilacinum и Х3, 
что являлось следствием реакции окисления лактата с участием 
синтезируемого грибами фермента – лактатоксидазы. Получен-
ные данные позволяют отнести данные штаммы к наиболее ве-
роятным потенциальным продуцентам лактатоксидазы.

При микроскопировании изолята X3 определили особен-
ности морфологии его клеток и по выявленным морфологиче-
ским признакам отнесли его к роду Constantinella sp. (рис. 1).

При микроскопировании изолята X3 определили особенности 

морфологии его клеток и по выявленным морфологическим признакам 

отнесли его к роду Constantinella sp. (рис. 1). 
 

Таблица 2 .  Способность грибов синтезировать лактатокисляющие ферменты  

Микроорганизм Время проявления 
окраски 

Интенсивность  
проявления окраски 

Penicillum lilacinum 72 ч +++  
P. funiсulosum 72 ч + 
P. chrysogenum 72 ч + 
P. kapuscinski T49 72 ч +++ 
Aspergillus alliaceius 72 ч  + 
Phlebia radiatae 72 ч ++ 
Constantinella sp. (X3) 24 ч +++ 

П р и м е ч а н и е: +++ – яркая окраска; ++ – умеренно-яркая окраска; ++ – слабая 
окраска; + – очень слабая окраска 
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Рис. 1. Мицелий Constantinella sp. (X3)

Колонии Constantinella sp. (X3) имели серо-коричневое окра-
шивание. Конидиеносцы макронематные, бородавчатые, прямо-
стоячие, ответвления в обычных мутовках, отходят от главной 
оси конидиеносца под прямым углом. 

Конидиогенные клетки полибластические, в виде коротких 
зубчиков (характерный «петушиный гребень»). Конидии сфери-
ческие, 3,5–4,5 мкм в диаметре [18].

Для грибов, растущих в жидкой среде Чапека с молочной 
кислотой, также проводили качественную реакцию на лактаток-
сидазу с использованием о-дианизидина в качестве индикатора. 
Регистрировали изменение окраски и спектры поглощения при 
длине волны 500 нм в течение 1–15 мин. У P. funiculosum,  
P. chrysogenum, A. alliaceus, Ph. radiata окраска мицелия, в про-
цессе измерения, практически не изменялась. Что касается P. li-
lacinum, P. kapuscinski T49 и Constantinella sp., у этих штаммов 
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окраска изменялась со светло-желтой на ярко-оранжевую и крас-
но-коричневую (рис. 2).

После проверки лактатоксидазной активности 29 грибных 
культур, представленных Penicillum (16), Aspergillus (8), Phlebia (5), 
а также изолятов, выделенных из сыров и скисшего молока, 
потенциальными продуцентами лактатокисляющих ферментов 
оказались: коллекционные штаммы P. lilacinum, P. funiculosum, 
P. chrysogenum, P. kapuscinski T49, A. alliaceus, Ph. radiata, а также 
Constantinella sp. (X3), выделенный из творога. Наибольшую 
продукцию фермента показал Constantinella sp.

процессе измерения, практически не изменялась. Что касается P. lilacinum, 

P. kapuscinski T49 и Constantinella sp., у этих штаммов окраска изменялась со 

светло-желтой на ярко-оранжевую и красно-коричневую (рис. 2). 

После проверки лактатоксидазной активности 29 грибных культур, 

представленных Penicillum (16), Aspergillus (8), Phlebia (5), а также изолятов, 

выделенных из сыров и скисшего молока, потенциальными продуцентами 

лактатокисляющих ферментов оказались: коллекционные штаммы 

P. lilacinum, P. funiculosum, P. chrysogenum, P. kapuscinski T49, A. alliaceus, 

Ph. radiata, а также Constantinella sp. (X3), выделенный из творога. 

Наибольшую продукцию фермента показал Constantinella sp. 

 
1, а – P. kapuscinski T49; 2, а – P. chrysogenum; 1, б – P. lilacinum; 2, б и 3, б – Phlebia 
radiata; в – P. funiculosum; г – P. lilacinum; д – Aspergillus alliaceus; е – Constantinella 

sp. (X3) 
Рис. 2. Качественная реакция на обнаружение лактатокисляющих ферментов у 

исследуемых грибов 

1, а – P. kapuscinski T49; 2, а – P. chrysogenum; 1, б – P. lilacinum; 2, б и 3,  
б – Phlebia radiata; в – P. funiculosum; г – P. lilacinum; д – Aspergillus alliaceus; 

е – Constantinella sp. (X3) 
Рис. 2. Качественная реакция на обнаружение лактатокисляющих ферментов 

у исследуемых грибов 
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Заключение. В результате работы подобраны условия про-
ведения качественной реакции для выявления лактатокисляю-
щих ферментов у бактерий и грибов, что позволяет в лаборатор-
ных условиях быстро и точно определять способность микроор-
ганизмов их синтезировать.

В качестве потенциальных продуцентов лактатокисляющих 
ферментов были отобраны штаммы бактерий Lactobacil- 
lus sp. № 3, 5, 6, 10, Lactococcus sp. № 7, 9 и грибов P. lilacinum,  
P. funiculosum, P. chrysogenum, P. kapuscinski T49, A. alliaceus, 
Ph. radiata, Constantinella sp. (X3). Наиболее активным проду-
центом лактатоксидаз оказался штамм гриба Constantinella sp. 
(X3), выделенный из творога.
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The conditions for carrying out a qualitative reaction for the presence of lactate 
oxidase enzyme in bacteria and fungi were selected. Bacteria strains Lactobacil- 
lus sp. № 3, 5, 6, 10, Lactococcus sp № 7, 9 and fungi strains P. lilacinum, P. funicu-
losum, P. chrysogenum, P. kapuscinski T49, A. alliaceus, Ph. radiata, Constanti-
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ СКРИНИНГА 
МИКРООРГАНИЗМОВ, СИНТЕЗИРУЮЩИХ  

БИЛИРУБИНОКСИДАЗЫ

Т. В. СЕМАШКО1, В. А. ЗУБАРЬ2, Л. А. ЖУКОВСКАЯ 1,  
А. Г. ЛОБАНОК1
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Проведен биоинформатический анализ генов микробных билирубин- 
оксидаз. Установлено, что нуклеотидные последователь ности, кодирующие 
билирубиноксидазы, характеризуются низкой гомологией. Анализ трех мето-
дов скрининга штаммов микроорганизмов – продуцентов билирубиноксидаз 
(отбор на дифференциальных средах, полимеразная цепная реакция, спектро-
фотометрический анализ) показал эффективность использования спектрофо-
тометрического анализа для проведения первичного отбора. Для дальней- 
шей работы отобраны штаммы Alternaria alternata БИМ F–179, БИМ F–180, 
БИМ F–286, БИМ F–462, БИМ F–463, БИМ F–567, Albifimbria verruca- 
ria БИМ F–113, Verticillium dahliae БИМ F–449, относящиеся к отделу Ascomy-
cota, и штаммы Pleurotus ostreatus БИМ F–117, БИМ F–243, БИМ F–247,  
БИМ F–291, БИМ F–336, БИМ F–367 из отдела Basidiomycota, которые синте-
зируют билирубиноксидазу.

Ключевые слова: билирубиноксидаза, методы скрининга, аскомицеты, 
базидиомицеты.

Введение. Билирубиноксидаза относится к голубым медьсо-
держащим оксидазам. Она катализирует окисление билирубина 
до биливердина. Среди известных медьсодержащих оксидаз 
этот фермент изучен в меньшей степени, однако он обладает  
рядом свойств, которые являются привлекательными для его 
практического использования. Это нечувствительность к ионам 
хлора, температурная стабильность, мягкие условия окисления 
широкого спектра органических веществ без образования ток-
сичных для живых организмов промежуточных продуктов [1–3].

Впервые билирубиноксидаза была получена из Мyrothecium 
verrucaria (в настоящее время Albifimbria verrucarria) в 1983 г. [4]. 
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A. verrucaria – гриб, обитающий в почве и на растительных 
остатках. Он является активным целлюлозоразрушителем, про-
являет патогенные свойства по отношению к растениям и жи-
вотным. Билирубиноксидаза была обнаружена также у грибов 
Pleurotus ostreatus, Trachyderma tsunodae, Aspergillus sojae, Mag-
naporthe oryzae, Penicillium janthinellum и бактерий Bacillus 
subtilis, B. licheniformis и B. pumilus [5]. В настоящее время наи-
более изученным грибом − коммерческим продуцентом фермен-
та является A. verrucaria.

Билирубиноксидаза является одним из практически значи-
мых ферментов, которые могут использоваться в текстильной, 
целлюлозно-бумажной, пищевой и косметической промышлен-
ности, в органическом синтезе, для детоксикации и обесцвечи-
вания сточных вод, деградации ксенобиотиков и биоремедиации 
почв, при разработке биосенсоров и катодов биотопливных эле-
ментов. Можно применять данный фермент в медицине для 
определения концентрации билирубина в крови. Все вышеска-
занное делает фермент привлекательным для более глубокого 
изучения [6–11].

Цель исследования − скрининг потенциальных продуцен-
тов билирубиноксидазы среди мицелиальных грибов.

Материалы и методы. Объектами исследования явились 
штаммы 12 видов мицелиальных грибов, относящихся к аско-
мицетам (A. verrucaria, Alternaria alternata, Alternaria atra,  
Alternaria sp., Colletotrichum acutatum, Colletotrichum lupini,  
Colletotrichum coccodes, Verticillium albo-atrum, Verticillium dahlia, 
Myrothecium sp., Saccharomyces cerevisiae) и базидиомицетам 
(Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus). 
Указанные микроорганизмы хранятся в Белорусской коллек- 
ции непатогенных микроорганизмов Института микробиологии 
НАН Беларуси и, согласно данным литературы, способны про-
дуцировать билирубиноксидазу [4–5].

В работе оценены 3 различных метода скрининга микроор-
ганизмов, синтезирующих билирубиноксидазу: 1) отбор на диф-
ференциальных средах; 2) полимеразная цепная реакция (ПЦР); 
3) спектрофотометрический анализ.
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Для скрининга на дифференциально-диагностических средах 
использовали 5 штаммов Myrothecium sp. и 3 штамма S. cerevisiae, 
находящихся в коллекции лаборатории ферментов Института мик-
робиологии НАН Беларуси. Грибы выращивали на среде № 1 (в г/л: 
билирубин – 10,0; NaNO3 – 2,0; KH2PO4 – 1,0; MgSO4 × 7H2O – 0,5; 
KCl – 0,5; агар-агар – 20,0) и на среде № 2, состоящей из верхнего 
(глюкоза – 20,0; NaNO3 – 2,0; KH2PO4 – 1,0; MgSO4 × 7H2O – 0,5; 
KCl – 0,5; агар-агар – 20,0) и нижнего (билирубин – 10,0; о-диани-
зидин – 0,12; агар-агар – 20,0) слоев. Длительность культивиро-
вания – 4 сут при температуре 26–28 °C.

Для скрининга методом ПЦР при помощи программ BLAST 
базы данных GenBank [12] был осуществлен поиск нуклеотид-
ных последовательностей генов, кодирующих билирубинокси-
дазу у микроорганизмов исследуемых таксономических групп. 
Далее с помощью программы Clustal Omega [13] было проведено 
выравнивание полученных последовательностей, построено фи-
логенетическое дерево с помощью программы MEGA (версия 
11.0.10). Разработку праймеров проводили на основании сравни-
тельного анализа известных последовательностей, кодирующих 
данный фермент, и с помощью программы Олигокалькулятор 
[14]. Праймеры изготовлены в ООО «АртБиоТех» (Беларусь).

ДНК из мицелия грибов выделяли с использованием броми-
да цетилтриметиламмония (ЦТАБ) [15]. Для этого грибы выра-
щивали глубинно, используя жидкую среду Билай (г/л): KH2PO4 – 
1,0; KNO3 – 8,0; MgSO4 × 7H2О – 0,5; KCl – 0,5; FeSO4 – 0,0005; 
MnSO4 × 5H2О – 0,0017; экстракт солодовых ростков – 20,0; глю-
коза – 60,0. Культивирование проводили в колбах Эрленмейера 
объемом 250 мл с 50 мл питательной среды на качалке (180 об/мин) 
при температуре 25 °C в течение 3-4 сут. Затем мицелий отделя-
ли от культуральной жидкости, обрабатывали холодным ацето-
ном (1 г сырой биомассы на 10 мл ацетона) в течение 30 мин, 
просушивали фильтровальной бумагой и хранили при темпера-
туре –20 °С. Мицелий (50–100 мг) суспендировали в 500 мкл 
TES-буфера, перемешивали, инкубировали при 65 °С в течение 
2 ч, перемешивая каждые 20 мин. Затем добавляли 100 мкл 5 М 
NaCl и после перемешивания – 65 мкл 10 % ЦТАБ / NaCl, пред-
варительно нагретого до 65 °С, тщательно перемешивали и ин-
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кубировали 10 мин при 65 °С. Далее смесь центрифугировали 
при 13 000 об/мин в течение 3 мин, к супернатанту добавляли 
равный объем смеси хлороформ : изоамиловый спирт (24 : 1), 
перемешивали и оставляли на 20 мин при 4 °С. Отбирали верх-
нюю водную фазу, добавляли 0,6 объема охлажденного изо- 
пропанола, перемешивали и оставляли на 20 мин при – 20 °С. 
Центрифугировали, отбирали верхнюю водную фазу, осадок 
ДНК промывали 70%-ным этанолом. ДНК подсушивали и рас-
творяли в 30 мкл буфера TE (10 мМ Трис-НCl, 1 мМ ЭДТА (pH 8.0)). 
Хранили ДНК при – 20 °С.

Образцы ДНК использовали для постановки ПЦР. Ампли-
фикацию проводили при помощи амплификатора Agilent 
SureCycler 8800 (США). Основной протокол проведения ПЦР 
включал следующие этапы: предварительная денатурация 2 мин 
при 95 °С (1 цикл); денатурация 10 сек при 95 °С, отжиг прайме-
ров 15 сек при необходимой температуре, элонгация 1 мин при 
72 °С (34 цикла); финальная элонгация 1 мин при 72 °С (1 цикл). 
Предполагаемый размер фрагментов ДНК для аскомицетов  
~ 500 п. н., базидиомицетов ~ 1000 п. н. 

Состав реакционной смеси для ПЦР был следующим: ДНК-
матрица – 33–98,6 нг/мкл (0,6–1,4 мкл), праймеры 1, 2–0,2 мкмоль 
(0,1 мкл), ДНК-полимераза – 2 ед/мкл (0,5 мкл) (ООО «АртБиоТех», 
Беларусь), буфер для ДНК-полимеразы (2,5×) – 8 мкл (1×), содер-
жащий 3,75 мМ MgCl2 и 0,5 мМ дНТФ (ООО «АртБиоТех», Бела-
русь), вода дистиллированная – 9,3–10,7 мкл.

Для скрининга культур, продуцирующих билирубиноксида-
зу, использовали спектрофотометрический анализ. Выделение 
билирубина проводили из крови, сыворотки и кровяного сгуст-
ка, а также из лиофильно высушенной крови мышей, разведен-
ной перед анализом в физиологическом растворе, с помощью 
пробы Гупперт – Сальковского [16]. При наличии билирубина 
появлялось зеленое или синее окрашивание, обусловленное про-
дуктами его окисления, которое детектировали спектрофотоме-
трически в диапазоне 350–500 нм на спектрофотометре Ultro-
spec 2100 pro (Великобритания) [17, 18].

При апробации этого метода мицелиальные грибы предва-
рительно культивировали на сусло-агаре (1 л пивного сусла, 20 г 
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агара, рН 6,5–7,0) при 26 °С в течение 7 сут. По окончании куль-
тивирования на колонии наносили тест-полоски (стерильную 
фильтровальную бумагу размером 1,5 × 1,5 см с нанесенным на 
нее раствором лиофилизированной крови в количестве 30 мкл), 
продолжали культивирование в течение 1 сут. Далее тест-полоски 
снимали с колоний, очищали от мицелия, помещали в физиоло-
гический раствор для экстракции адсорбированных на них ве-
ществ, после чего центрифугировали при 1100 об/мин в течение 
5 мин. Надосадочные жидкости анализировали спектрофотомет-
рически.

Представленные в работе результаты являются усредненны-
ми величинами трех экспериментов, проведенных в трехкрат-
ной повторности.

Результаты и обсуждение. Скрининг продуцентов любых 
ферментов можно проводить несколькими способами. Отбор на 
дифференциальных средах считается классическим методом. 
Он позволяет проверить большое количество культур путем их 
выращивания на средах с соединениями, которые обеспечивают 
идентификацию определенных ферментов.

При проверке способности грибов расти на среде № 1, содер-
жащей билирубин в качестве единственного источника углерода, 
использовали 5 штаммов Myrothecium sp. и 3 штамма S. cerevi-
siae. Грибы Myrothecium sp., согласно данным литературы, спо-
собны синтезировать билирубиноксидазы, а S. cerevisiae указан-
ным свойством не обладают. Все исследуемые культуры не росли 
на вышеуказанной среде. 

В последующем для отбора использовали двухслойную сре-
ду № 2 (верхний слой обеспечивал рост культур, а нижний  
являлся диагностическим). При взаимодействии билирубина  
и о-дианизидина под действием билирубиноксидаз должна об-
разовываться коричневая окраска вокруг колоний. Однако окра-
шивание среды наблюдали вокруг колоний всех проверенных 
микроорганизмов, хотя у штаммов S. cerevisiae она не должна 
была появляться (рис. 1). Вероятно, данные культуры синтези-
руют лакказы или фенолоксидазы, наличие которых приводит  
к взаимодействию с компонентами дифференциальной среды  
и появлению окрашенных зон, что мешает проведению скри-
нинга билирубиноксидазы с помощью данного метода [19]. 
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Следующим методом скринин-
га продуцентов билирубиноксидаз 
была ПЦР. Подбор праймеров, не-
обходимых для скрининга билиру-
биноксидаз, проводили при помощи 
сравнительного анализа 25 пред-
ставленных в базе данных NCBI 
последовательностей, кодирующих 
данный фермент у мицелиальных 
грибов. Размер нуклеотидных после-
довательностей генов, содержащих 
интронные последовательности, 
варьи ровался от 1152 до 2587 п. н., 
размер кДНК – от 987 до 2423 п. н. 
Выявлена низкая идентичность про-

анализированных последовательностей, что затрудняло подбор 
универсальных праймеров. В связи с этим подобрано несколько 
пар праймеров для наиболее схожих групп последовательно-
стей. Для этого после нуклеотидного выравнивания в програм-
ме MEGA построено филогенетическое дерево (рис. 2). 

Все отобранные последовательности были разделены на  
3 группы. 

К первой группе отнесены гены штаммов, входящих в отдел 
Ascomycota (V. dahliae VDG1 (код доступа: MU009175), A. rosae 
MPI-PUGE-AT-0040 (код доступа: NW_025763570), C. fructicola 
CGMCC3.17371 (код доступа: NW_022474305), C. spaethianum 
MAFF 239500 (код доступа: NW_026054809), V. albo-atrum 
VaMs.102 (код доступа: DS985219), Colletotrichum sp. SAR 10_96 
(код доступа: JAKMWX010000185), Colletotrichum sp. SAR11_59 
(код доступа: JAKMXC010000004), C. higginsianum IMI 349063 
(код доступа: NW_017263917), C. chlorophyti NTL11 CCHL11 (код 
доступа: MPGH01000038), C. lupini chromosome 1 (код доступа: 
NC_064672), C. abscissum Ca142 (код доступа: SDAQ01000012)). 

Во вторую группу включены штаммы отдела Basidiomycota 
(C. cinerea okayama7 130 (код доступа: AACS02000001), G. leuco-
contextum Dai12418 (код доступа: MU404386), F. fomentarius 
CIRM-BRFM 1821 (код доступа: JABYQN010000002)). 

 
 
Рис. 1. Скрининг штаммов Myrothecium sp. – продуцентов билирубиноксидаз  

на дифференциально-диагностических средах 
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Рис. 2. Филогенетическое дерево штаммов – продуцентов билирубиноксидаз,  

построенное методом максимального правдоподобия  
Рис. 2. Филогенетическое дерево штаммов – продуцентов билирубиноксидаз, 

построенное методом максимального правдоподобия
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В третью группу попали гены представителей обоих отде- 
лов (V. dahliae MPI-CAGE-AT-0001 EV126 (код доступа: 
JAHEWJ010000011), V. longisporum Vl145c VL145 (код доступа: 
JAFKAI010003919), C. fructicola CGMCC3.17371 (код доступа: 
NW_022474262), M. verrucaria (код доступа: D14081), A. arbo-
rescens FERA 675 (код доступа: NW_021167867), A. alternata  
EV-MIL-31 (код доступа: JADAKD010000008), A. gaisen FERA 650 
(код доступа: PDWZ02000004), A. alternata FERA 1177 (код до-
ступа: PDXD01000017), Auriculariales sp. MPI-PUGE-AT-0066 
BKA62 (код доступа: JAGTJP010000001), E. glandulosa HHB12029 
(код доступа: KV426633), A. subglabra TFB-10046 SS5 (код досту-
па: JH687833)).

Далее было проведено выравнивание последовательностей 
ДНК для каждой группы штаммов в рамках отдельных таксо-
нов. Найдены немногочисленные гомологичные фрагменты, ко-
торые использовались для разработки праймеров.

К генам группы 1 были разработаны следующие пары прай-
меров: 

blro F1.1 (5′-AGGTTGTGGCAGTGGAACATGTA-3′), 
blro R1.1 (5′-TACAAAGACTACTA-CTACCCGAA-3′); 
BLR F1.2 (5′-TGGTACCACGACCARGCC-3′) 
и BLR R1.2 (5′-CCAYACCGCYCCYTTGAC-3′); 

к генам второй группы − 
blro F2.1(5′-GTGTCCATGTCGTGCGA-3′),  
blro R2.1 (5′-ATGTGGCAGTGGAGGAACCA-3′);  
BLR F2.2 (5′-CATTGGCACGGRTTCTTCCA-3′),  
BLR R2.2 (5′-MGTGACGTTGTCGTTCGCG-3′); 

к генам третьей группы − 
blro F3.1 (5′-TTTGAT-GGTTGGGCTGAAGA-3′),  
blro R3.1 (5′- GAAGTCCTTGTCGGGGGC-3′);  
blro F3.2 (5′-TTTGACGGTTGG GCCGAAGA-3′);  
blro R3.2 (5′- TCATCTCCTCCTGGTCGACGA-3′).
Были получены образцы ДНК штаммов A. alternata БИМ F–178, 

БИМ F–179, БИМ F–180, БИМ F–181, БИМ F–286, БИМ F–287, 
БИМ F–292, БИМ F–462, БИМ F–463, БИМ F–568, БИМ F–567, 
БИМ F–766, A. atra БИМ F–767, Aspergillus sp. БИМ F–786,  
A. verrucaria БИМ F–113, C. acutatum БИМ F–562, C. lupi- 
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ne БИМ F–382, БИМ F–397, G. applanatum БИМ F–196, G. luci-
dum БИМ F–199, P. calyptratus БИМ F–203, P. ostreatus БИМ F–117, 
БИМ F–243, БИМ F–244, БИМ F–245, БИМ F–246, БИМ F–247, 
БИМ F–248, БИМ F–258, БИМ F–259, БИМ F–271б, БИМ F–274, 
БИМ F–275, БИМ F–291, БИМ F–294, БИМ F–301, БИМ F–302, 
БИМ F–303, БИМ F–336, БИМ F–343, БИМ F–344, БИМ F–367.

Показано, что концентрация ДНК в образцах варьировалась 
от 55 до 70,4 нг/мкл. При отработке метода ПЦР использовали 
ДНК-матрицу, вносимую в реакционную смесь в концентрации 
0,6 мкл (33,0−42,2 нг/мкл), 1 мкл (55,0−70,4 нг/мкл) и 1,4 мкл 
(77,0−98,6 нг/мкл). Образцы, содержащие полученную ДНК, ис-
пользовали для постановки ПЦР. Температуру отжига праймеров 
подбирали опытным путем. В результате проверки температур-
ного режима (45–55 °С) отжига праймеров установлена оптималь-
ная температура процесса, составляющая 48 °С для представи-
телей как отдела Ascomycota, так и отдела Basidiomycota. Опти-
мальное количество ДНК-матрицы – 33,0−42,2 нг/мкл.

Результаты ПЦР и электрофореза показали, что с использо-
ванием праймеров BLR F2.2 и BLR R2.2 у штаммов P. ostreatus 
БИМ F–245, БИМ F–247, БИМ F–259, БИМ F–294, БИМ F–303, 
БИМ F–343, БИМ F–344 и G. lucidum БИМ F–199, относящихся  
к отделу Basidiomycota, были получены фрагменты ДНК разме-
ром ~ 1000 п. н., которые соответствуют ожидаемым значениям. 

С использованием праймеров BLR F1.2 и BLR R1.2 у относя-
щихся к отделу Ascomycota штаммов A. alternata БИМ F–178, 
БИМ F–463 и Aspergillus sp. БИМ F–786 также были получены 
фрагменты ДНК требуемых размеров – ~ 450 п. н. (рис. 3). Для  
C. lupine БИМ F–382 был характерен ПЦР-продукт разме-
ром > 500 п. н. Для подтверждения соответствия полученных 
фрагментов генам билирубиноксидазы требуется определение 
нуклеотидной последовательности полученных ПЦР-продуктов, 
что является достаточно дорогостоящей процедурой. Поэтому 
нами был продолжен поиск оптимального метода скрининга ми-
кроорганизмов – продуцентов билирубиноксидаз.

В основе спектрофотометрического анализа лежит способ-
ность продуктов реакции окисления билирубина, катализируе-
мой билирубиноксидазой, давать пик поглощения при длине 
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волны 400–530 нм [20]. Для получения билирубина были исполь-
зованы образцы крови, сыворотки и растворенного в физио логи-
ческом растворе кровяного сгустка, полученные от лабораторных 
мышей на кафедре биохимии биологического факультета БГУ. 
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1 – маркер длин рестрикционных фрагментов GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder; 

2 – A. verrucaria БИМ F–113; 3 – A. alternata БИМ F–178; 4 – A. alternata БИМ F–179;  
5 – A. alternata БИМ F–180; 6 – A. alternata БИМ F–181; 7 – A. alternata БИМ F–286;  
8 – A. alternata БИМ F–287; 9 – A. alternata БИМ F–292; 10 – C. lupine БИМ F–382;  

11 – C. lupine БИМ F–397; 12 – A. alternata БИМ F–462; 13 – A. alternata БИМ F–463 
Рис. 3. ПЦР-анализ ДНК грибов отдела Ascomycota 
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1 – маркер длин рестрикционных фрагментов GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder;  
2 – A. verrucaria БИМ F–113; 3 – A. alternata БИМ F–178; 4 – A. alter- 
nata БИМ F–179; 5 – A. alternata БИМ F–180; 6 – A. alternata БИМ F–181;  
7 – A. alternata БИМ F–286; 8 – A. alternata БИМ F–287; 9 – A. alterna- 
ta БИМ F–292; 10 – C. lupine БИМ F–382; 11 – C. lupine БИМ F–397; 12 – A. al-

ternata БИМ F–462; 13 – A. alternata БИМ F–463
Рис. 3. ПЦР-анализ ДНК грибов отдела Ascomycota

Учитывая, что билирубин в крови ассоциирован с альбуми-
ном, проводили его выделение в чистом виде из крови, сыворот-
ки и кровяного сгустка с помощью пробы Гупперт – Сальков-
ского. Однако из-за прочности соединения билирубин-альбуми-
нового комплекса оказалось невозможным выделить чистый 
билирубин из описанных выше образцов. Поэтому в дальней-
шей работе использовали раствор лиофильно высушенной крови.

Наиболее явный пик, соответствующий билирубину, был 
найден при λ = 410 нм (рис. 4). При наличии биливердина (про-
дукта окисления билирубина в реакции с билирубиноксидазой) 
пик должен был сдвигаться к λ = 350−390 нм [12, 13].

Установлено, что в экстрактах тест-полосок, снятых с мице-
лия штаммов A. alternata БИМ F–179, БИМ F–180, БИМ F–286, 
БИМ F–462, БИМ F–463, БИМ F–567, A. verrucaria БИМ F–113, 
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P. ostreatus БИМ F–117, БИМ F–243, БИМ F–247, БИМ F–291, 
БИМ F–336, БИМ F–367, V. dahliae БИМ F–449, были обнаруже-
ны пики при λ ~ 380 нм, что может свидетельствовать о присут-
ствии в исследуемых образцах биливердина. Наличие пиков  
и их сдвиг при спектрофотометрическом анализе экстрактов 
тест-полосок свидетельствует о способности отобранных штам-
мов-продуцентов окислять билирубин до биливердина. 

Заключение. Оценена возможность использования для скри-
нинга микроорганизмов – продуцентов билирубиноксидаз диф-
ференциальных сред, полимеразной цепной реакции, спектрофо-
тометрического анализа. Показана эффективность спектрофото-
метрического анализа для проведения первичного скрининга 
синтезирующих билирубиноксидазу микробных культур как 
быстрого, простого в исполнении и не требующего дорогостоя-
щих реагентов метода. В результате отбора указанным методом 
в качестве потенциальных продуцентов фермента были выбра-
ны штаммы A. alternata БИМ F–179, БИМ F–180, БИМ F–286, 
БИМ F–462, БИМ F–463, БИМ F–567, A. verrucaria БИМ F–113, 
V. dahliae БИМ F–449, относящиеся к отделу Ascomycota, и штам-
мы P. ostreatus БИМ F–117, БИМ F–243, БИМ F–247, БИМ F–291, 
БИМ F–336, БИМ F–367 из отдела Basidiomycota.

В основе спектрофотометрического анализа лежит способность 
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Bioinformatics analysis of the genes of microbial bilirubin oxidases was car-
ried out. It has been established that the nucleotide sequences encoding bilirubin 
oxidases are characterized by low homology. Analysis of three methods for screen-
ing strains of microorganisms producing bilirubin oxidases (selection on differen-
tial media, polymerase chain reaction, spectrophotometric analysis) showed the  
effectiveness of using spectrophotometric analysis for primary selection. For fur-
ther work, the strains of Alternaria alternata BIM F–179, BIM F–180, BIM F–286, 
BIM F–462, BIM F–463, BIM F–567, Albifimbria verrucaria BIM F–113, Verti- 
cillium dahliae BIM F–449, belonging to the department of Ascomycota, and Pleu-
rotus ostreatus BIM F–117, BIM F–243, BIM F–247, BIM F–291, BIM F–336,  
BIM F–367 from the Basidiomycota department, which synthesize bilirubin oxi-
dase was selected.
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SACCHAROMYCES CEREVISIAE –  

НОВОГО ШТАММА-ПРОДУЦЕНТА 
β-ФРУКТОФУРАНОЗИДАЗЫ И СВОЙСТВ ФЕРМЕНТА 

И. О. ТАМКОВИЧ 1, Л. И. САПУНОВА1,  
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Определены культурально-морфологические и физиолого-биохимические 
свойства природного изолята ИНВ-SP2 – нового продуцента β-фруктофура-
нозидазы. На основании особенностей профиля внутриклеточных белков, 
определенных методом MALDI масс-спектрометрического анализа, изолят 
ИНВ-SP2 идентифицирован как Saccharomyces cerevisiae и депонирован в Бе-
лорусской коллекции непатогенных микроорганизмов под номером БИМ 
Y-358 Д. Наработана опытная партия, установлены основные физико-химиче-
ские свойства и субстратная специфичность β-фруктофуранозидазы. Опреде-
лены условия ферментативной инверсии сахарного сиропа, свидетельствующие 
о перспективности использования дрожжевого гриба S. cerevisiae ИНВ-SP2 
(БИМ Y-358 Д) как основы технологии получения биокатализатора для произ-
водства инвертного сахарозаменителя.

Ключевые слова: дрожжевой гриб, выделение, характеристика, иденти-
фикация, Saccharomyces cerevisiae, β-фруктофуранозидаза, синтез, свойства, 
применение, инвертный сахарный сироп. 

Введение. β-Фруктофуранозидаза (β-D-фруктофуранозид-
фруктогидролаза, КФ 3.2.1.26), или инвертаза, сахараза, β-D-фрук-
тозидаза катализирует реакцию гидролиза β-D-2,1-гликозид ных 
связей фруктозы в молекулах β-D-фруктофуранозидов, в том 
числе сахарозы. При ферментативном гидролизе дисахарида об-
разуется смесь D-глюкозы и D-фруктозы, известная как инверт-
ный сахар (рис. 1).
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компонента биосенсоров для обнаружения сахарозы, а также  
в производстве пластификаторов, диагностикумов, биотоплива 
[3–8].

Несмотря на широкое распространение фермента в природе, 
работы по выделению новых штаммов-продуцентов и созданию 
на их основе более эффективных технологий производства пре-
паратов β-фруктофуранозидазы не прекращаются, в том числе  
и в Республике Беларусь [9–15]. 

Цель работы – характеристика и идентификация изолята 
ИНВ-SP2 – продуцента β-фруктофуранозидазы, определение 
практически значимых свойств фермента. 

Материалы и методы. В работе использовали обладающий 
β-фруктофуранозиданой активностью изолят ИНВ-SP2, выде-
ленный из сбродившего варенья.

Изучение культурально-морфологических и физиолого-био-
химических особенностей микроорганизма проводили обще-
принятыми в микробиологии методами. 

Токсикологическую экспертизу микробных культур прово-
дили общепринятыми методами [16–18] на самках беспородных 
белых крыс массой 134–140 г в возрасте 1,5 месяцев. Животных, 
разделенных на 2 группы (опытную и контрольную), по 7 осо-
бей в каждой, содержали в пластиковых клетках на подстилке 
из стерильных древесных стружек при температуре 20–22 °С  
и относительной влажности воздуха 60–65 % в условиях искус-
ственного освещения. Кормление проводили 1 раз в день в утрен-
ние часы, замену подстилки – 3 раза в неделю. Животных всех 
групп содержали на принятом в виварии рационе. Дополнитель-
но крысам опытной группы из поилок в свободном доступе за-
давали суспензию клеток изолята ИНВ-SP2 (1,8×109 КОЕ/мл), 
приготовленную с использованием физиологического раствора. 
Крысы контрольной группы получали физиологический раствор.

Наблюдение за лабораторными животными проводили в те-
чение 14 сут. Ежедневно учитывали количество потребляемой 
суспензии микробных культур в расчете на 1 крысу, а также на-
блюдали за внешним видом, поведением, потреблением корма, 
анализировали динамику массы тела. После завершения экспе-
римента животных подвергали декапитации, кровь отбирали 
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для проведения гематологических и биохимических исследо- 
ваний.

Таксономическую принадлежность микробной культуры 
определяли с учетом ее культурально-морфологических и физио-
лого-биохимических особенностей, а также результатов MALDI-
масс-спектрометрического анализа спектра синтезируемых вну-
триклеточных белков. Профили внутриклеточных белков иссле-
дуемого микроорганизма регистрировали на времяпролетном 
масс-спектрометре серии Microflexs LRF (Bruker Daltonik, Гер-
мания) и сравнивали с масс-спектрами микроорганизмов, вхо-
дящих в базу данных «Bruker Taxonomy» программного обеспе-
чения MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics GmbH, Германия).  
В качестве стандарта использовали Bacterial Test Standard (Bruker 
Daltonics, Германия).

Изолят ИНВ-SP2 в лабораторных условиях поддерживали на 
агаризованной среде Сабуро или сусло-агаре методом периоди-
ческих пересевов, хранили при температуре 6–8 °С.

Культивирование микроорганизма проводили глубинным 
способом в колбах Эрленмейера объемом 250 мл в шейкере-ин-
кубаторе WIS-10R или в ферментере Biotechno I100.1 объемом 
100 л в питательной среде с мелассой в качестве содержащего 
сахарозу углеводного субстрата при температуре 25–27 °С в те-
чение 24–72 ч. 

Посевной материал – водная суспензия (4 об. %) микробных 
клеток, полученных на сусло-агаре при температуре 25–27 °С  
в течение 24–72 ч. 

Для проведения аналитических исследований через каждые 
8–24 ч культивирования изолята отбирали пробы. Биомассу  
отделяли от культуральной жидкости центрифугированием 
(8000 g, 15 мин) при комнатной температуре, трижды отмывали 
дистиллированной водой. 

В биомассе и бесклеточной культуральной жидкости опре-
деляли активность β-фруктофуранозидазы, в культуральной жид-
кости – величину pH, используя иономер HANNA instruments 
HI2211 pH/ORP Meter.

Определение активности β-фруктофуранозидазы проводили 
спектрофотометрически по количеству восстанавливающих са-
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харов, образующихся в результате ферментативного гидролиза 
сахарозы и вступающих в реакцию с 3′,5′-динитросалициловой 
кислотой (3′,5′-ДНС) [19].

За единицу активности β-фруктофуранозидазы принимали 
такое ее количество, при действии которого на сахарозу в течение 
1 мин при 30 °С и рН 4,7 образуется 1 мкмоль восстанавливаю-
щих сахаров в пересчете на глюкозу. Активность внеклеточного 
фермента выражали в условных единицах в 1 мл бесклеточной 
культуральной жидкости (ед/мл), клеточносвязанного – в услов-
ных единицах в расчете на 1 г сырой биомассы (ед/г).

Для разрушения микробных клеток применяли френч-пресс 
высокого давления «Panda Plus 2000» (Gea Niro Soavi, Italy). Су-
спензию разрушенных клеток центрифугировали, супернатант 
(неочищенный фермент) фракционировали сначала холодным 
этанолом (1:1) для удаления балластных белков, а затем осажда-
ли ферментный белок, добавляя этанол до объема (1:3). Осадок 
после отделения супернатанта центрифугированием (10 000 g, 
20 мин) ресуспендировали в дистиллированной воде (1:1). Кон-
центрат частично очищенной β-фруктофуранозидазы использо-
вали для определения активности, субстратной специфичности 
и свойств.

При изучении специфичности действия β-фруктофура но зи-
дазы в качестве субстратов использовали сахарозу, раффинозу, 
инулин и олигофруктозу.

Активность β-фруктофуранозидазы в зависимости от кон-
центрации водородных ионов исследовали в 0,05 М ацетатном 
буфере в диапазоне pH 3,5–6,5 при 30 °С, температуры – при 
15–80 °С и pH 4,7. 

Термостабильность β-фруктофуранозидазы оценивали по ее 
остаточной активности, определяемой после 1–120 мин инкуба-
ции ферментных растворов в 0,05 М ацетатном буферном рас-
творе (pH 4,5) при 50; 55; 60 и 65 °С.

При определении pH-стабильности раствор β-фруктофура-
нози дазы инкубировали в 0,05 М ацетатном буферном растворе 
(pH 4,0; 4,5; 5,0; 6,0) при 55 °С в течение 15–120 мин, после чего 
определяли остаточную ферментативную активность (в относи-
тельных % к установленному максиму).
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Сахарный сироп готовили путем растворения углевода в го-
рячей водопроводной воде в соотношении 2:1 (масс./об.), охлаж-
дали до необходимой температуры, вносили растворенный в во-
де препарат β-фруктофуранозидазы из расчета 0,2–0,5 г на 1 кг 
сахара. Полученную смесь тщательно перемешивали и оставля-
ли при различных температурных режимах до достижения мак-
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розу; 100 – перевод данных в проценты [20]. 

Приведенные результаты представляют собой усредненные 
значения данных 2–3 опытов, выполненных в трехкратной по-
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Исследуемый изолят – облигатный аэроб, оптимальные ус-
ловия роста – рН 5,5–6,0 и температура 25–27 °С. Хемооргано-
троф. Использует минеральные соединения азота в аммонийной 
форме, а также органические вещества – пептон, триптон, дрож-
жевой экстракт, мочевину. В качестве источника углерода ути-
лизирует глюкозу, сахарозу, фруктозу, раффинозу, мальтозу, 
крахмал, пектин, липиды, жирные кислоты. Молоко не пептони-
зирует, желатину не разжижает.

На основании культурально-морфологических и физиолого-
биохимических особенностей, а также данных сравнительного 
анализа спектральных характеристик белков, полученных с исполь-
зованием матрично-активированной лазерной десорбции/иони-
зации с времяпролетной масс-спектрометрией (MALDI-TOF MS), 
изолят ИНВ-SP2 отнесен к группе одноклеточных микроскопи-
ческих грибов из класса Saccharomycetes – Saccharomyces cerevisiae. 

Согласно результатам токсиколого-гигиенических испыта-
ний при выпаивании суспензии клеток S. cerevisiae ИНВ-SP2 
(КОЕ = 1,8 × 109 КОЕ/мл) крысам опытной группы их общее со-
стояние, как и животных контрольной группы, оставалось удов-
летворительным, аппетит – выраженным. Все лабораторные 
животные были подвижны, хорошо поедали корм. При патоло-
гоанатомическом исследовании их органов и тканей отклонений 
от нормы не установлено. Полученные экспериментальные дан-
ные, а также результаты гематологических и биохимических ис-
следований свидетельствуют об отсутствии у дрожжевого гриба 
S. cerevisiae ИНВ-SP2 токсических свойств по отношению к ла-
бораторным животным. 

Изолят S. cerevisiae ИНВ-SP2 как продуцент β-фруктофура-
нозидазы депонирован в Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов под регистрационным номером БИМ Y-358 Д 
(далее S. cerevisiae).

Результаты изучения динамики роста штамма S. cerevisiae  
и синтеза им β-фруктофуранозидазы вне- и внутриклеточной 
локализации в среде с мелассой приведены в табл. 1.

Как видно из приведенных данных (см. табл. 1), максимум 
роста (9,61 мг/мл) исследуемого штамма и образования им ассо-
циированной с клетками β-фруктофуранозидазы, отмечался на 
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32–40 ч культивирования и достигал 228,1–246,6 ед/г. При этом 
максимальный уровень накопления внеклеточного фермента че-
рез 32 ч роста дрожжевого гриба составлял всего 4,5 ед/мл куль-
туральной жидкости, или 0,19 % от суммарного внутриклеточ-
ного содержания. Полученные данные позволяют заключить, 
что штамм S. cerevisiae продуцирует клеточносвязанную β-фрук-
тофуранозидазу. Следовая активность фермента, обнаруживае-
мая в культуральной жидкости, является, по-видимому, резуль-
татом частичного лизиса дрожжевых клеток.

Суспензию клеток S. cerevisiae, полученных в среде с содер-
жащим сахарозу отходом переработки сахарной свеклы, подвер-
гали воздействию высокого давления на френч-прессе, остатки 
клеток отделяли центрифугированием, а содержащиеся в супер-
натанте белки фракционировали этанолом. Полученный препа-
рат β-фруктофуранозидазы, очищенной в 5 раз по белку, исполь-
зовали для исследования свойств фермента.

Из графика видно (рис. 4), что активность β-фруктофура-
нозидазы S. cerevisiae убывала при возрастании степени поли-
меризации фруктозы в составе исследуемых субстратов. Так,  
в условиях опыта фермент предпочтительнее гидролизовал  
дисахарид сахарозу (100 %), менее эффективно – трисахарид 
раффинозу (54 %), очень слабо – олигофруктозу (0,14 %) и поли-
мерный субстрат инулин (0,04 %). 

При исследовании свойств β-фруктофуранозидазы установ-
лено, что температурный оптимум ее действия отмечался при 

Таблица 1. Динамика роста S. cerevisiae и синтеза β-фруктофуранозидазы 

Длительность  
культивирования, ч pH Биомасса, мг/мл

β-фруктофуранозидаза

клеточносвязанная, 
ед/г биомассы

внеклеточная, 
ед/мл

0 6,5 ± 0,33 0,35 ± 0,02 0 0
8 6,8 ± 0,34 4,55 ± 0,23 74,3 ± 3,70 0,5 ± 0,02
16 7,0 ± 0,35 5,88 ± 0,29 128,2 ± 6,41 2,2 ±0,09
24 7,3 ± 0,37 7,86 ± 0,39 119,3 ± 5,96 2,3 ± 0,10
32 7,5 ± 0,38 9,61 ± 0,48 246,6 ± 12,31 4,5 ± 0,20
40 7,8 ± 0,39 8,51 ± 0,43 228,1 ± 11,40 2,2 ± 0,10
48 8,3 ± 0,42 7,53 ± 0,38 198,9 ± 9,89 1,3 ± 0,06
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55 °С. При снижении температуры до 20 и 15 °С активность фер-
мента снижалась, соответственно, на 72 и 78 %, а при повышении 
до 75 и 80 °С проявлялась в следовых количествах (рис. 5, А).

Как видно из данных рис. 5, Б, β-фруктофуранозидаза S. ce-
revisiae гидролизовала сахарозу в широком диапазоне активной 
кислотности среды: максимальная ферментативная активность 
выявлялась при рН 4,5–5,0, тогда как при рН 3,5 фермент 
проявлял около 62 % своей максимальной активности, при  
рН 6,5 – 53 %. 

Из графика видно (рис. 4), что активность β-фруктофуранозидазы 

S. cerevisiae убывала при возрастании степени полимеризации фруктозы в 

составе исследуемых субстратов. Так, в условиях опыта фермент 

предпочтительнее гидролизовал дисахарид сахарозу (100 %), менее 

эффективно – трисахарид раффинозу (54 %), очень слабо – олигофруктозу 

(0,14 %) и полимерный субстрат инулин (0,04 %).  

 
Рис. 4. Субстратная специфичность β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae  
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Рис. 5. Термо- (А) и pH-оптимум (Б) действия β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae   

 

Результаты исследования термостабильности β-фруктофуранозидазы 

дрожжевого гриба представлены на рис. 6. Как видно, при 50 оС (рН 4,5) 

фермент стабилен не менее 2 ч, при 55 оС активность β-фруктофуранозидазы 

снижалась на 25 % после 15 мин инкубации, а спустя 120 мин составляла всего 

лишь 1,5 %. При 60 оС в течение 5 мин отмечалась резкая инактивация 

фермента: его остаточная активность составляла 38 %. В результате 

термообработки при температуре 65 оС в течение 2 мин потери 

каталитической активности β-фруктофуранозидазы достигали 91 %. 

 
Рис. 6. Термостабильность β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae  

 
Исследование pH-стабильности показало, что при кислотности, 

соответствующей pH 4,0, каталитическая активность β-фруктофуранозидазы 

Рис. 5. Термо- (А) и pH-оптимум (Б) действия β-фруктофуранозидазы  
S. cerevisiae 

А Б



Микробный	синтез	биологически	активных	соединений...	 169

Результаты исследования термостабильности β-фруктофу ра-
нозидазы дрожжевого гриба представлены на рис. 6. Как видно, 
при 50 °С (рН 4,5) фермент стабилен не менее 2 ч, при 55 °С 
активность β-фруктофуранозидазы снижалась на 25 % после  
15 мин инкубации, а спустя 120 мин составляла всего лишь 
1,5 %. При 60 °С в течение 5 мин отмечалась резкая инактивация 
фермента: его остаточная активность составляла 38 %. В резуль-
тате термообработки при температуре 65 °С в течение 2 мин 
потери каталитической активности β-фруктофуранозидазы до-
стигали 91 %.

  
Рис. 5. Термо- (А) и pH-оптимум (Б) действия β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae   
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каталитической активности β-фруктофуранозидазы достигали 91 %. 
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Исследование pH-стабильности показало, что при кислот-
ности, соответствующей pH 4,0, каталитическая активность 
β-фруктофуранозидазы постепенно снижалась и спустя 1 ч при 
55 °С составляла 44 % от исходного уровня. В то же время при 
pH 4,5–5,0 фермент был стабилен при той же температуре  
в течение 1 ч. Остаточная активность β-фруктофуранозидазы 
при pH 6,0 после 1 ч инкубации резко снижалась и составляла 
всего 31 % от начальной величины (рис. 7). 

Свойства β-фруктофуранозидазы, продуцируемой новым штам-
мом S. cerevisiae, обусловливают возможность ее использования 
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для получения инвертных сахарных подсластителей. Для обосно-
вания условий инверсии сахарозы в научно-производственном 
центре биотехнологий Института микробиологии НАН Бела-
руси наработана опытная партия β-фруктофуранозидазы. Ре-
зультаты, полученные при оценке эффективности фермента-
тивного гидролиза раствора сахарозы в зависимости от условий 
проведения процесса, приведены в табл. 2. Очевидно, что дли-
тельность процесса получения инвертного сахарного сиропа со 
степенью гидролиза сахарозы, приближающейся к 100 %, воз-
растала со снижением температуры процесса при прочих рав-
ных условиях с 16 до 54 ч.

Увеличение концентрации используемой β-фруктофура-
нозидазы в условиях пониженной температуры приводило  
к сокращению длительности приготовления инвертного са-
хар ного сиропа без ущерба для качества получаемого про-
дукта. Так, повышение дозы фермента с 0,2 до 0,5 г/кг сахара 
при температуре инверсии 20 °С сокращала с 54 до 30 ч время 
приготовления сиропа. Использование такого приема дает воз-
можность применять фермент для приготовления, например, 
инвертной сахарной подкормки пчел в условиях полевых пасек, 

постепенно снижалась и спустя 1 ч при 55 оС составляла 44 % от исходного 

уровня. В то же время при pH 4,5–5,0 фермент был стабилен при той же 

температуре в течение 1 ч. Остаточная активность β-фруктофуранозидазы при 

pH 6,0 после 1 ч инкубации резко снижалась и составляла всего 31 % от 

начальной величины (рис. 7).  

 
Рис. 7. Влияние рН на стабильность β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae  
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не позволяющих поддерживать температуру процесса инверсии 
выше температуры окружающей среды.

Таким образом, препарат β-фруктофуранозидазы, получен-
ный с использованием нового штамма S. cerevisiae, по эффектив-
ности действия сопоставим, например, с известными препара-
тами «ПЧЕЛИТ» и «ПЧЕЛИТ-АКТИВ» (ООО НПП «Трис», 
Россия) и может найти применение для получения инвертных 
сахарных сиропов аналогичного назначения.

Заключение. С учетом культурально-морфологических и фи-
зиолого-биохимических свойств, а также спектра внутрикле точ-
ных белков изолят ИНВ-SP2 был идентифицирован как S. cere-
vi siae и под номером БИМ Y-358 Д депонирован в Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов как продуцент β-фрук-
тофуранозидазы. Показано, что максимум синтеза клеточ но свя-
занного фермента регистрируется на 32–40 ч роста дрожжевого 
гриба в условиях глубинного культивирования. Установлены 
оптимальные условия действия β-фруктофуранозидазы, соответ-
ствующие рН 4,5–5,0 и температуре 55 °С. С использованием 
нового продуцента наработана опытная партия препарата β-фрук-
тофуранозидазы и определены условия ферментативного полу-
чения инвертного сахарного сиропа. Показано, что в зависимости 
от дозы фермента (0,2–0,5 г/кг сахара) и температуры (20–50 °С) 
длительность процесса инверсии составляет 16–54 ч. По лу чен ные 
результаты свидетельствуют о перспективности использова ния 

Таблица 2. Влияние условий ферментативной обработки сахарного сиропа 
на эффективность инверсии сахарозы

Условия инверсии сахарозы

Эффективность ин-
версии сахарозы, %доза 

β-фруктофуранозидазы, 
г/кг сахара

температура, ℃ длительность, ч

0,2

50 16 99,9
40 22 99,8
30 28 99,7
20 54 99,2

0,3 30 20 99,9
0,4 25 24 99,8
0,5 20 30 99,7
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β-фруктофуранозидазы S. cerevisiae ИНВ-SP2 (БИМ Y-358 Д)  
в качестве нового импортозамещающего продукта для получе-
ния инвертных сахарных подсластителей.

Авторы признательны заведующему лабораторией молеку-
лярной диагностики и биотехнологии Института биооргани-
ческой химии НАН Беларуси, кандидату химических наук  
Г. В. Сергееву и научному сотруднику Т. В. Шкель за помощь  
в идентификации штамма-продуцента β-фруктофуранозидазы.
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Cultural-morphological and physiological-biochemical peculiarities of natural 
isolate INV-SP2 – a new β-fructofuranosidase producer were characterized. Based 
on intracellular protein profile resulting from MALDI mass spectrometric analysis, 
isolate INV-SP2 was identified as Saccharomyces cerevisiae and was deposited in 
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Belarusian collection of non-pathogenic microorganisms under registration number 
BIM Y-358 D. A test batch of enzyme preparation was produced, major physical-
chemical characteristics and substrate specificity of β-fructofuranosidase were de-
termined. Conditions were optimized for enzymatic inversion of sucrose syrup evi-
dencing attractive prospects for application of yeast-like fungus Saccharomyces 
cerevisiae INV-SP2 (BIM Y-358 D) as a key element in technology of producing 
biocatalyst essential for manufacturing invert sugar substitute. 
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syrup
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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ КЕРАТИНАЗ  
В ГЕТЕРОЛОГИЧНЫХ СИСТЕМАХ

М. А. ЧИНДАРЕВА, А. И. ЗИНЧЕНКО

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
maryja.che@gmail.com

Кератиназа представляет собой протеолитический фермент (КФ 3.4.99), 
катализирующий реакцию гидролиза широкого спектра кератиновых суб-
стратов, таких как α-кератин (волосы, копыта, ногти) и β-кератин (перья и во-
локна шелка), с получением кормовых добавок, органических удобрений, био-
газа и других хозяйственно ценных продуктов. С помощью методов генной 
инженерии к настоящему времени клонировано большое число генов, коди-
рующих кератиназу, выделенных из различных микроорганизмов. В данном 
обзоре приведены основные экспрессионные системы, используемые для по-
лучения кератинолитических ферментов, их преимущества и недостатки. 
Кроме того, изложены молекулярно-генетические стратегии, направленные 
на увеличение продуцирующей способности рекомбинантных штаммов и на 
повышение каталитической активности кератиназ. В последней части обзора 
перечислены известные на сегодняшний момент коммерческие рекомбинант-
ные кератиназы, а также описаны потенциальные сферы их применения.

Ключевые слова: рекомбинантная кератиназа, экспрессионная система, 
генная инженерия, мутагенез, Escherichia coli.

Введение. Кератиназа является важным ферментом, который 
гидролизует трудноразлагаемые кератиновые отходы с образо-
ванием хозяйственно ценных белковых гидролизатов. Таким  
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образом, данный фермент способствует снижению загрязнения 
окружающей среды, а также имеет важное промышленное зна-
чение [1]. В настоящее время методы утилизации кератинсодер-
жащих отходов включают в себя закапывание, сжигание и хи-
мическую обработку. Данные способы неэффективны, поскольку 
приводят к сокращению площади сельскохозяйственно значи-
мой земли; увеличивают количество токсических веществ, та-
ких как соли и галогены, в водоемах; повышают количество вы-
бросов парниковых газов и приводят к эвтрофикации ввиду по-
вышенного содержания азота. В свою очередь, ферментативная 
обработка данного типа отходов позволяет получать хозяй-
ственно ценные продукты, такие как пептиды и аминокислоты, 
которые могут быть использованы в качестве кормовых добавок 
и удобрений, при этом не оказывая негативного воздействия на 
окружающую среду. Например, известно, что кормовые добавки 
с кератиназой улучшают их усвояемость, вкусовые качества  
и повышают иммунный ответ [2, 3]. Основными продуцентами 
кератиназ являются бактерии, археи и грибы, однако использо-
вание их в промышленности ограничено ввиду невысокой про-
дуктивной способности природных штаммов, а зачастую и их 
патогенности [4]. Таким образом, целью данного литературного 
обзора является описание существующих в настоящее время 
молекулярно-генетических подходов, направленных на увели-
чение продуцирующей способности генно-инженерных штаммов, 
экспрессирующих кератиназу, и ее каталитической активности.

Источники гена кератиназы. В литературе описано боль-
шое число микробных продуцентов кератиназ, активность кото-
рых варьирует от 10 до 18 000 ед./мл в диапазоне температур от 
30 до 80 °С. Из охарактеризованных штаммов, продуцирующих 
кератиназы, превалирующую долю (более 40 %) занимают бак-
териальные продуценты. В свою очередь, среди грамположи-
тельных бактерий, наиболее широко изученными микроорга-
низмами, способными к синтезу кератиназ, являются предста-
вители рода Bacillus, в частности виды B. licheniformis, B. subtilis, 
B. cereus и B. parabrevis. Исследования Раджпут и Гупта показа-
ли, что кератиназа, выделенная из B. pumilus KS12, проявляла 
активность вплоть до 6000 ед./мл при культивировании штамма 
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в среде, обогащенной глюкозой и соевой мукой. Из грамотрица-
тельных бактерий наличие кератиназной активности известно  
у представителей родов Pseudomonas, Vibrio, Stenotrophomonas, 
Thermoanaerobacter, Chryseobacterium и Xanthomonas, однако 
использование данных микроорганизмов в промышленности за-
труднено ввиду их патогенности [4]. Среди грибов наиболее  
известными и активными продуцентами кератиназ являются 
представители родов Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Micros-
porum, Trichoderma и Chrysosporium [5]. 

Экспрессия кератиназы у Escherichia coli. В настоящее 
время, большинство исследований по молекулярной и биохими-
ческой характеристике кератиназ заключается в выделении гена 
кератиназы и его клонировании в штамм-реципиент E. coli. По-
скольку E. coli является наиболее изученным модельным микро-
организмом, использование данной системы экспрессии наибо-
лее распространено. Гетерологичный синтез кератиназы в бак-
териях E. coli обладает рядом преимуществ: широкий спектр 
доступных штаммов-реципиентов и экспрессионных векторов, 
позволяющих оптимизировать синтез и последующую очистку 
целевого продукта; регуляция синтеза фермента при помощи 
конститутивного, индуцируемого или автоиндуцируемого про-
моторов; возможность молекулярно-генетических манипуляций 
с клонированным геном (например, сайт-специфический мута-
генез) [4]. Известно большое число штаммов E. coli, продуциру-
ющих рекомбинантную кератиназу (табл. 1) [6]. 

Несмотря на то, что для E. coli характерны высокая скорость 
роста и простота генетических манипуляций, данная система 
экспрессии все еще имеет некоторые недостатки, такие как об-
разование неактивных телец включения и низкая секреторная 
эффективность. Внутриклеточное накопление кератиназы мо-
жет вызвать цитотоксичность и приводить к некорректному 
фолдингу белка, что далее ведет к лизису клеток и синтезу не-
активной формы фермента [6].

Экспрессия кератиназы у бактерий рода Bacillus. Целевой 
продукт в данной системе экспрессии экскретируется в культу-
ральную среду. Кроме того, вид B. subtilis считается безопасным 
для пищевых продуктов и широко используется в производстве 
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для получения белка. Впервые ген kerA, кодирующий кератиназу 
B. licheniformis PWD-1, был экспрессирован в клетках B. subti- 
lis DB104 в 1997 г. [21]. Впоследствии аналогичным образом был 
создан ряд штаммов рода Bacillus, экспрессирующих гены кера-
тиназы, выделенные из различных микроорганизмов (табл. 2). 
Однако экспрессия в клетках бацилл также имеет некоторые не-
достатки: наличие эндогенных протеаз, которые могут расще-
плять целевой фермент, а также нестабильность плазмидных 
векторов.

Экспрессия кератиназы в дрожжевой системе. Данная си-
стема экспрессии была разработана в начале 1980-х гг. и так же, 
как и для бациллярной системы, для нее характерен синтез  
целевого продукта в среду культивирования. Преимуществами 
дрожжевой экспрессионной системы являются возможность 
посттрансляционной модификации белков (гликозилирование  
и фосфорилирование), клонирование целевого гена в хромосому 
клетки-хозяина, что позволяет культивировать штамм-проду цент 
без внесения в питательную среду антибиотика, а также воз-
можность использования более дешевого индуктора (метанола) 
для синтеза целевого белка. К настоящему времени ряд керати-
наз был успешно синтезирован в дрожжах (табл. 3). Следует от-
метить, что для высокого уровня экспрессии кератиназы в данной 
эукариотической системе необходимо учитывать так называе-
мое предпочтение кодонов (англ. codon bias), так как несмотря на 
то, что генетический код консервативен, для разных организмов 
степень встречаемости в геноме определенных нуклеотидных 
триплетов, кодирующих аминокислоты, различна, что, в свою 
очередь, оказывает влияние на эффективность трансляции чу-
жеродного гена. К примеру, путем оптимизации кодонов в гене 
кератиназы B. licheniformis S90 удалось увеличить продукцию 
фермента в клетках P. pastoris в 12 раз, по сравнению с изна-
чальным геном [31].

Методы белковой инженерии, используемые для увели-
чения каталитической активности кератиназы. К настоящему 
времени выделено и клонировано множество генов, кодирующих 
кератиназу, из различных природных источников, однако проду-
цирующая способность полученных рекомбинантных штаммов 
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все еще не является достаточно эффективной для их масштабного 
промышленного применения. С целью повышения ферментатив-
ной активности в последнее время используют методы белковой 
инженерии, позволяющие изменять молекулярную структуру 
молекулы, что дает возможность получать белки с биохимиче-
скими свойствами, отличными от ферментов дикого типа. Таким 
образом, была улучшена активность, термостабильность и изме-
нена субстрат-специфичность некоторых кератиназ (табл. 4).

Оптимизация сигнального пептида. Неэффективная се-
креция может снижать выход активной формы кератиназы из 
клеток, а внутриклеточная экспрессия может приводить к нару-
шению метаболизма клетки и ее лизису. Таким образом, подбор 
сигнального пептида играет важную роль для внеклеточных 
продуцентов кератиназы, в частности в штаммах Bacillus sp. Ис-
следования протеома B. subtilis показали, что для данного вида 
характерно наличие четырех путей секреции, транспортирую-
щих около 300 белков во внеклеточное пространство. Сигналь-
ные пептиды представляют собой аминокислотную последова-
тельность на N-концевом участке белка, которая распознается 
клеточными белками-транспортерами. В работе Тиан с соавт. 
для повышения секреции кератиназы было изучено пять сигналь-
ных пептидов Sec-типа (SPYnc M, SPYwe A, SPNpr E, SPVpr, SPYvg O)  
и четыре пептида Tat-типа (SPYwb N, SPLip A, SPAmy X и SPWap A).  
В результате исследования было определено, что сигнальный 
пептид SPLip A увеличивает выход фермента в 1,95 раза по срав-
нению с пептидом дикого типа [35]. В другом исследовании Фу  
с соавт. сконструировали библиотеку из 173 различных сигналь-
ных пептидов для изучения их влияния на эффективность се-
креции кератиназы, в результате чего было выявлено, что не су-
ществует универсального сигнального пептида для различных 
гетерологичных белков. Таким образом, для каждого специфи-
ческого белка необходимо подбирать оптимальный сигнальный 
пептид, однако были выявлены некоторые общие свойства, ха-
рактерные для пептидов, способствующих более эффективной 
секреции. Во-первых, N-концевые участки пептидов должны 
быть положительно заряжены и содержать большое количество 
остатков лизина, что позволяет направлять белок к внутренней 
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стороне мембраны клетки за счет электростатических взаимо-
действий между отрицательно заряженным липидным слоем, 
что играет важную роль в транслокации белка. Во-вторых, гид-
рофобный Н-домен, возникающий благодаря остаткам лейцина 
необходим для распознавания сигнального пептида и его про-
цессинга белками-транспортерами. И, в-третьих, было обнару-
жено, что наиболее предпочтительный сайт разрезания содер-
жит аминокислотный мотив «A-X-A» на С-конце пептида [36].

Модификация N-концевой области кератиназы. Посколь-
ку было обнаружено, что аминокислотная последовательность, 
расположенная на N-конце молекулы кератиназы, именуемая про-
пептидом, играет важную роль в фолдинге и «созревании» фер-
мента, одним из подходов для увеличения выхода активного 
фермента является его модификация. Шарма и соавт. обнаружили, 
что при сравнении аминокислотных последовательностей кера-
тиназ, N-концевая область фермента значительно варьирует, по-
этому было исследовано влияние данного участка белка на его 
активность, путем его последовательного укорочения. По мере 
сокращения длины кератиназы, ее активность снижалась. Таким 
образом, было выявлено, что для корректного фолдинга фер-
мента, необходим N-концевой участок размером 187 п. н. [37].  
В исследовании Раджпут с соавт. было показано, что замена ами-
нокислотных последовательностей пропептидов между кератина-
зами KerBP и KerBL в рекомбинантных штаммах E. coli BL21 
(DE3) привела к изменению субстратной специфичности, а также 
температурного и рН оптимума фермента KerBL, что свидетель-
ствует о том, что пропептидная последовательность кератиназы 
оказывает существенное влияние на конформацию молекулы 
[38]. В исследовании J. Li с соавт. было обнаружено [39], что сайт-
специфический мутагенез N-концевого участка белка привел к уве-
личению выхода кератиназы и ее удельной активности в 9 раз.

Ввиду того что для получения активной («зрелой») формы 
кератиназы необходимо отщепление пропептидной последова-
тельности, данный этап является лимитирующим скорость реак-
ции. В работе Лиу с соавт. повышение выхода активной формы 
кератиназы на 50 % было осуществлено путем замены амино-
кислот, делецией аминокислотных остатков и добавлением лин-
керной последовательности в сайт отщепления пропептида [40]. 
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Кроме того, Су с соавт. добились повышения каталитической 
активности кератиназы с 179 до 1114 ед./мл путем замены ами-
нокислотных остатков в сайте расщепления пропептида, а также 
методом множественного сатурационного мутагенеза (система-
тическая замена нуклеотидной последовательности, кодирую-
щей аминокислоту дикого типа, последовательностями, кодиру-
ющими все 19 аминокислот, отличных от аминокислоты дикого 
типа) [41].

Модификация С-концевой последовательности кератина-
зы. Было показано, что С-концевая последовательность молеку-
лы кератиназы содержит аминокислоты, не влияющие на ее ка-
талитическую активность [42]. Исследование Фанга с соавт.  
показало, что частичное удаление аминокислотной последова-
тельности фермента с С-конца привело к повышению каталити-
ческой активности, термо- и солеустойчивости, а также увели-
чению его стабильности в присутствии детергентов [43].

Модификации в каталитическом центре кератиназы. Из-
менения в каталитическом и субстрат-связывающем доменах 
кератиназы коренным образом влияют на активность фермента. 
В частности, методом компьютерного анализа было выявлено, 
что аминокислотные остатки лейцина (Leu31) и треонина (Thr33) 
в молекуле кератиназы B. pumilus CBS играют важную роль  
в распознавании субстрата и каталитической активности фер-
мента. Благодаря анализу трехмерной структуры молекулы было 
выявлено, что остаток Thr33 расположен в субстрат-связываю-
щем кармане фермента, а Leu31 участвует в гидрофобных взаи-
модействиях, которые формируют каталитический центр кера-
тиназы. Таким образом, замена данных аминокислотных остатков 
позволила увеличить субстрат-связывающий карман и ката- 
литический центр, что в свою очередь привело к изменению 
субстрат-специфичности кератиназы и ее каталитической ак-
тивности [44]. Подобным образом, было определено четыре 
аминокислотных остатка в молекуле фермента KerSMD, ока- 
зывающих влияние на его специфичность. Внесение мутаций  
в данной области также привело к увеличению размера полости 
каталитического центра фермента, что позволило повысить гид-
ролизующую способность кератиназы в отношении макромоле-
кулярных субстратов [45].
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Применение кератиназ. На сегодняшний день кератиноли-
тические ферменты, а также их микроорганизмы-продуценты 
применяются в различных промышленных областях. Некото-
рые кератиназы, в основном получаемые с помощью Bacillus sp., 
доступны в форме очищенных ферментов, ферментных препа-
ратов или как биоактивные субстанции в коммерческих продук-
тах. Примеры ферментных препаратов на основе рекомбинант-
ных кератиназ и их биотехнологическое применение приведены 
в табл. 5.

Несмотря на то, что препараты рекомбинантных кератиназ  
в основном используются в косметологии и медицине, послед-
ние исследования показывают потенциальную возможность 
применения данных ферментов и в других отраслях. В частно-
сти, бесклеточная культуральная жидкость, содержащая реком-
бинантную кератиназу KerZ1 из B. licheniformis BBE11-1, проду-
цируемую штаммом B. subtilis WB600, и сульфит натрия в кон-
центрации 1 %, была использована для переработки пера. Было 
показано, что в течение 12 ч при температуре 60 °С, 100 г перьев 
было гидролизовано на 56,6 %. Полученный белковый гидроли-
зат характеризовался высоким содержанием аминокислот, а так-
же коротких пептидов (~ 1,3 кДа), как минимум 12 из которых 
проявляли каталитическую и антиоксидантную активности 
[48]. Еще одной сферой применения рекомбинантных кератиназ 
является текстильная промышленность. В частности, показано, 
что обработка шерстяной ткани препаратом рекомбинантной ке-
ратиназы B. licheniformis в концентрации 500 ед/мл в течение 2 ч 
при 50 °С с добавлением не ионного сурфактанта привела к уве-
личению гидрофильности ткани и уменьшению ее жесткости. 
Кроме того, данный фермент был успешно иммобилизован на 
хитозановых шариках, что позволяет повторно использовать 
фермент, а также увеличивать его стабильность при хранении, 
таким образом потенциально повышая экономическую эффек-
тивность ферментативного кондиционирования шерсти [49]. 
Также была описана эффективность применения рекомбинант-
ной кератиназы для очистки сточных вод. Рекомбинантная кера-
тиназа дикого типа из термофильной бактерии Meiothermus 
taiwanensis WR-220 (KMT-wt), экспрессируемая в E. coli, была 
иммобилизована на модифицированной целлюлозе, после чего 
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полученный ферментный препарат в концентрации 500 ед. был 
использован для очистки от красителей мелассных сточных вод 
сахарного завода. В течение 2 ч посредством иммобилизован- 
ной KMT-wt было удалено от 84,7 до 90,2 % всех цветных при-
месей [50]. Перспективным направлением использования реком-
бинантной кератиназы также является трансдермальная доставка 
лекарств. Было показано, что предобработка кожи крыс реком-
бинантным ферментом, выделенным из штамма B. subtilis DB100, 
увеличила концентрацию исследуемого лекарственного сред-
ства варденафила в крови животных в 3 раза [51].

Заключение. Первые научные статьи, описывающие керати-
назу, были опубликованы несколько десятилетий назад. С тех пор 
исследовано огромное количество различных штам мов-микро-
организмов, продуцирующих данный фермент, опи саны его био-
химические свойства и потенциальное биотехнологическое при-
менение. Однако использование кератиназы в крупномасштабной 
промышленности и ее коммерциализация все еще затрудни-
тельны ввиду низкой продуцирующей способности природных 
штаммов и неоптимальной каталитической эффективности. Для 
преодоления данных недостатков в настоящее время применяют 
различные молекулярно-биологические подходы, включающие 
генную и белковую инженерию. В данном обзоре описаны по-
следние опубликованные исследования по созданию штаммов – 
продуцентов кератиназ в различных экспрессионных системах, 
увеличению каталитической активности данной группы фер-
ментов, а также приведены сведения о доступных в настоящее 
время коммерческих препаратах рекомбинантной кератиназы  
и областях ее потенциального применения. 
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ОПТИМИЗАЦИЯ ПРОТОКОЛОВ ВЫДЕЛЕНИЯ ДНК 
ИЗ ПОЧВЫ И ВОДЫ ДЛЯ ПЦР-ДИАГНОСТИКИ  

ФИТОПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ

А. А. БАРЕЙКО, А. В. СИДОРЕНКО

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
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В модельных опытах с использованием почвы и воды, искусственно за-
раженных фитопатогенными бактериями и грибами, подобраны методики 
пробоподготовки и выделения ДНК из данных источников для ПЦР-анализа 
возбудителей болезней растений. Показано, что эффективным способом 
предподготовки почвы является получение почвенной суспензии, ее «грубое» 
фильтрование с последующим осаждением микробной биомассы на мембран-
ном фильтре «MF-Millipore». Для воды наилучшие результаты также получе-
ны при концентрировании фильтрованием через мембранный фильтр «MF-
Millipore». Наиболее подходящими для выделения микробной ДНК из почвы 
и воды по показателям концентрации и чистоты экстрагируемых нуклеино-
вых кислот, их пригодности для амплификации, оказались набор «Нуклео-
сорб С» и метод ЦТАБ/ДСН.

Ключевые слова: экстракция нуклеиновых кислот, идентификация, бак-
терии, микромицеты, болезни растений.

Введение. Изменение климата и быстрый рост товарооборо-
та между странами приводят к широкому распространению сре-
ди культурных растений заболеваний грибной и бактериальной 
этиологии [1, 2]. Ежегодно в мировом масштабе потери сельско-
хозяйственной продукции от инфекционных болезней достига-
ют до 25 % от валового сбора урожая, что представляет серьез-
ную угрозу глобальной продовольственной безопасности [3].

Для профилактики бактериальных и грибных заболеваний 
сельскохозяйственных культур применяют комплекс методов, 
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включающий обработку растений и почвы химическими и био-
логическими средствами защиты [4, 5], использование устойчи-
вых к патогенам сортов растений [6], предпосевную диагности-
ку зараженности посадочного материала, почвы и воды для по-
лива [7]. Раннее выявление и идентификация патогена (на этапе 
посадки растений или бессимптомной стадии заболевания) по-
зволяют использовать эффективные средства защиты растений 
и существенно снизить вероятность распространения болезни  
(в том числе развития эпифитотий).

Выбор способа диагностики заболеваний растений основы-
вается на таких критериях, как простота исполнения, быстрота, 
высокая производительность и низкая стоимость анализа. Клас-
сические подходы к определению возбудителей грибных и бак-
териальных инфекций связаны с использованием полуселектив-
ных питательных сред для выделения патогена в чистую куль-
туру с его последующей идентификацией. Такие методы имеют 
ряд недостатков, среди которых стоит отметить трудоемкость  
и длительность исследования, невозможность выделения неко-
торых патогенных бактерий и микромицетов, находящихся в не-
культивируемом состоянии [8], а также сложности в дифферен-
циации микроорганизмов со схожими морфологическими и фи-
зиолого-биохимическими признаками. 

Более эффективным способом диагностики болезней расте-
ний считается иммуноферментный анализ (ИФА), основанный 
на специфическом связывании антител с антигенами конкрет-
ных видов фитопатогенных микроорганизмов. К недостаткам 
ИФА-диагностики относят низкую чувствительность (детектируе-
мая концентрация патогена варьирует в пределах 105–106  КОЕ/мл), 
возможность ложноположительных результатов (из-за пере-
крестных реакций с антигенами микроорганизмов близкород-
ственных видов), а также высокую стоимость [9]. 

В последние десятилетия все более широкое применение для 
детекции фитопатогенных микроорганизмов находят методы, осно-
ванные на полимеразной цепной реакции (ПЦР). ПЦР позволяет де-
тектировать патоген, даже если он присутствует в исследуемом 
материале в незначительном количестве (102–103 КОЕ/мл), ха-
рактеризуется простотой, высокой производительностью и бы-
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стротой анализа, хотя и требует наличия специального оборудо-
вания [10].

Одним из ключевых этапов ПЦР-диагностики является вы-
деление микробной ДНК из различного материала (раститель-
ной ткани, почвы, воды). Используемый метод выделения дол-
жен обеспечивать максимальный выход целевых нуклеиновых 
кислот при низком содержании потенциальных ингибиторов 
реакции амплификации [11, 12].

Важным этапом предварительной подготовки воды для вы-
деления ДНК является концентрирование находящихся в ней 
микроорганизмов, которые не равномерно распределены по все-
му объему, и такой подход повышает вероятность детекции па-
тогена. Концентрирование осуществляется путем осаждения 
микробной биомассы центрифугированием или фильтрованием 
через целлюлозные и нитроцеллюлозные фильтры с различным 
диаметром пор (обычно не более 0,22–0,7 мкм) [13, 14]. 

Выделение микробной ДНК из почвы осложнено неравно-
мерным распределением в ней микроорганизмов (что влияет на 
репрезентативность почвенных образцов), а также их адгезией 
на почвенных частицах [15]. Кроме того, экстрагируемые нукле-
иновые кислоты обычно загрязнены большим количеством гу-
миновых кислот и других соединений, ингибирующих ампли-
фикацию. Поэтому рекомендуется проводить несколько повторных 
этапов очистки образцов ДНК для избавления от ингибиторов 
ПЦР. Повысить эффективность выделения нуклеиновых кислот 
можно с помощью методов «непрямой экстракции», включаю-
щих предварительный этап отделения микробных клеток от ча-
стиц почвы и удаления органических примесей с использовани-
ем различных буферов (чаще всего фосфатного) [16, 17].

В настоящее время для выделения ДНК из природных ис-
точников, в том числе почвы и воды, используют как коммерче-
ские наборы, так и классические методы, большинство из кото-
рых являются вариациями фенол-хлороформного метода. Каж-
дый из этих подходов имеет свои достоинства и недостатки.  
К преимуществам коммерческих наборов можно отнести боль-
шую стандартизованность и воспроизводимость результатов, 
классических методов – возможность варьирования составов 
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буферных смесей и детергентов в зависимости от вида исследуе-
мого образца [11]. Из недостатков в первом случае можно отме-
тить отсутствие универсальности для экстракции нуклеиновых 
кислот из различных источников (в частности, разных типов 
почв), ограничения по выделению большого количества геном-
ной ДНК (особенно из почвенных образцов), а также высокую 
стоимость [11]. Основными ограничениями классических мето-
дов являются трудоемкость, времязатратность, а также неодина-
ковая эффективность выделения ДНК из клеток микроорганиз-
мов разных таксономических групп. Все эти факторы, наряду  
с концентрацией и чистотой выделяемых нуклеиновых кислот, 
следует учитывать при оптимизации протоколов экстракции 
ДНК для ПЦР-диагностики фитопатогенных микроорганизмов. 

Цель работы – оптимизация методик выделения ДНК из 
почвы и воды для ПЦР-диагностики бактериальных и грибных 
возбудителей болезней сельскохозяйственных культур.

Материалы и методы. В работе использовали культуры 
фитопатогенных бактерий Clavibacter michiganensis БИМ В-357, 
Pectobacterium carotovorum БИМ В-629 и грибов Fusarium oxyspo-
rum БИМ F-788, Alternaria sp. БИМ F-786 из фонда Белорусской 
коллекции непатогенных микроорганизмов. Бактериальные и гриб-
ные культуры выращивали на мясо-пептонном (МПА) и карто-
фельно-глюкозном (КГА) агаре в течение 24–72 ч при 28 °C и 24 °C 
соответственно.

Заражение почвы и воды фитопатогенными микроорганиз-
мами осуществляли следующим образом. К 100 г сухого сте-
рильного торфяного питательного грунта (марка «Двина», Рес-
публика Беларусь) добавляли суспензию клеток P. carotovorum 
БИМ В-629, C. michiganensis БИМ В-357 или спор Alternaria sp. 
БИМ F-786, F. oxysporum БИМ F-788 до достижения конечной 
концентрации 107 КОЕ/г или спор/г соответственно. Аналогич-
но в 100 мл стерильной водопроводной воды вносили суспензию 
клеток P. carotovorum БИМ В-629, C. michiganensis БИМ В-357 
или спор F. oxysporum БИМ F-788 или Alternaria sp. БИМ F-786 
до конечной концентрации 107 × КОЕ/мл или спор/мл. Отрица-
тельным контролем при выделении ДНК служили образцы сте-
рильного питательного грунта или стерильной воды. В качестве 
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положительных контролей использовали чистые культуры соот-
ветствующих микроорганизмов.

Методы предварительной обработки почвы и воды, исполь-
зованные в данной работе, описаны в разделе «Результаты и их 
обсуждение». 

Для экстракции нуклеиновых кислот микроорганизмов из воды 
применяли коммерческий набор «Нуклеосорб С» (ОДО «Праймтех») 
и метод ЦТАБ/ДСН [18]. Для выделения микробной ДНК из 
почвы использовали коммерческие наборы «Bacterial DNA Prepa-
ration kit» (Jena Bioscience), «DNAeasy PowerLyzer Power Soil Kit» 
(Qiagen), «ZR Soil Microbe DNA MicroPrep» (Zymo Research), «Blood-
Animal-Plant DNA Preparation Kit» (Jena Bioscience), «Нук леосорб С» 
(ОДО «Праймтех») и метод ЦТАБ/ДСН. При экстрак ции нуклеи-
новых кислот методом ЦТАБ/ДСН, наборами «Bacte rial DNA Pre-
paration kit» и «Blood-Animal-Plant DNA Pre paration Kit» образцы 
обрабатывали РНКазой в концентрации 10, 4 и 50 мг/мл соответ-
ственно. Данный этап отсутствовал при использовании наборов 
«ZR Soil Microbe DNA MicroPrep», «DNAeasy PowerLyzer Power 
Soil Kit» и «Нуклеосорб С». На за вершающем этапе образцы 
ДНК растворяли в 35 мкл ТЕ-буфера или соответствующего бу-
фера из коммерческого набора. 

Амплификацию ДНК проводили с родо- и видоспецифич-
ными праймерами (табл. 1) по предварительно оптимизиро ван ным 
протоколам [18–20], используя программируемый термо циклер 
SureCycler 8800 (Agilent Technologies). Реакционная смесь объемом 
20 мкл содержала «2× премикс для ПЦР-РВ» (ОДО «Праймтех») – 
10 мкл, прямой и обратный праймер (10 мкМ) – 0,5 мкл каждого, 
ДНК матрица (20–150 нг) – 1 мкл, дистиллиро ванная вода – до 
20 мкл.

Образцы ДНК и продукты ПЦР анализировали методом 
электрофореза в 1%-ном агарозном геле с использованием 1× 
трис-ацетатного-ЭДТА буфера при напряженности электриче-
ского поля 5 В/см. Для визуализации ДНК гель окрашивали рас-
твором бромистого этидия (0,05 мкг/мл). В качестве стандарта 
для определения размера продуктов ПЦР применяли маркер мо-
лекулярной массы фрагментов ДНК «GeneRuler DNA Ladder 
Mix» (ThermoScientific). Анализ продуктов ПЦР и расчет их раз-
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мера осуществляли с помощью системы документирования ге-
лей и программного обеспечения ChemiDoc MP (Bio-Rad Imaging 
System). Концентрацию ДНК определяли с помощью флуориметра 
«Quantus» (Promega) и наноспектрофотометра «NanoPhotometer 
P330» (Implen), согласно инструкциям производителей. Чистоту 
образцов ДНК оценивали по соотношению значений поглоще-
ния при длине волны 260/280 нм и 260/230 нм. Образец считали 
чистым, если отношение значений А260/280 приблизительно 
равнялось 1,8, а А260/230 – 1,8–2,2 (меньшие показатели указы-
вают на наличие примесей белка, фенола и других загрязняю-
щих компонентов) [22].

Представленные в работе данные являются средними значе-
ниями величин, полученных в трех независимых экспериментах.

Результаты и обсуждение. Основной проблемой при выде-
лении ДНК из почвы является присутствие в получаемых образ-
цах ингибиторов ферментативных реакций, в первую очередь, 
гуминовых кислот. Особенно загрязнены этими органическими 
соединениями почвы, используемые для выращивания овощных 
культур, поскольку соли гуминовых кислот (гуматы) широко ис-
пользуются в качестве удобрений [21]. Кроме того, в почве мик-
роорганизмы обычно находятся в адсорбированном состоянии, 
поэтому при выделении ДНК (помимо разрушения клеточных 
стенок) необходимо диспергировать почвенные агрегаты и де-
сорбировать микробные клетки с почвенных частиц [23]. Для 
этих целей применяют ультразвук, стеклянные или магнитные 
шарики. К недостаткам ультразвукового воздействия относят 
сложность выбора оптимального времени и частоты воздей-
ствия на образец почвы, так как велик риск повреждения нукле-
иновых кислот. При использовании шариков необходимо учи-
тывать их размер, материал, из которого они изготовлены, ско-
рость и время обработки, поскольку каждый из этих факторов 
влияет на количество и качество выделяемой ДНК [24]. Однако, 
несмотря на эти приемы, концентрация нуклеиновых кислот, 
экстрагируемых непосредственно из почвы, обычно невысокая. 
Для увеличения эффективности выделения ДНК используют 
методы «непрямой экстракции», включающие предварительный 
этап отделения микробных клеток от частиц почвы и удаления 
органических примесей [25]. 
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В данном исследовании апробирован метод пробоподготов-
ки, в котором для десорбции микроорганизмов с почвенных ча-
стиц применяли стерильную воду, после чего микробную био-
массу осаждали на мембранном фильтре и использовали для 
выделения ДНК. Основные этапы включали: 1) получение поч-
венной суспензии путем смешивания 10 г образца почвы с 50 мл 
стерильной воды, последующее тщательное перемешивание и инку-
бация 10 мин при комнатной температуре; 2) «грубое» фильтро-
вание почвенной суспензии через целлюлозный фильтр «Желтая 
лента» (Реакон Плюс) для удаления взвешенных частиц; 3) фильт-
рование полученной суспензии через мембранный фильтр «MF-
Millipore™» (Merck) (диаметр пор 0,22 мкм) для осаждения мик-
робной биомассы; 4) смыв микробной биомассы 1 мл стерильной 
дистиллированной воды и последующая экстракция нуклеино-
вых кислот.

Для оценки эффективности данной методики проводили вы-
деление ДНК из почвы, искусственно зараженной фитопатоген-
ными бактериями с разным строением клеточной стенки –  
P. carotovorum БИМ В-629 и C. michiganensis БИМ В-357 (грамот-
рицательные и грамположительные соответственно), с помо-
щью ряда коммерческих наборов и метода ЦТАБ/ДСН. Как вид-
но из результатов, представленных в табл. 2, независимо от ме-
тода экстракции нуклеиновых кислот, содержание и чистота 
ДНК были выше при предварительной обработке почвы. Более 
того, при использовании этих образцов в ПЦР с видоспецифич-
ными праймерами наблюдалось образование ампликонов целе-
вых размеров (452 п. н. для P. carotovorum БИМ В-629 и 514 п. н. 
для C. michiganensis БИМ В-357), которые отсутствовали при 
проведении ПЦР с образцами ДНК, выделенными непосред-
ственно из почвы (см. табл. 2, рис. 1, 2). Сравнение различных 
методов выделения ДНК показало, что образцы с наиболее вы-
сокой концентрацией и чистотой нуклеиновых кислот как для 
грамотрицательных, так и для грамположительных бактерий 
получены с помощью наборов «Нуклеосорб С», «Bacterial DNA 
Preparation kit» и метода ЦТАБ/ДСН. При их использовании со-
держание ДНК варьировало в пределах 17,15–40,1 нг/мкл, значе-
ния А260/280 и А260/230 – 1,622–1,994 и 0,062–1,926 соответ-
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ственно. Наборы «Blood, Animal and Tissue kit», «DNAeasy 
PowerLyzer Power Soil Kit» и «ZR Soil Microbe DNA MicroPrep» 
оказались менее эффективными для выделения ДНК фитопато-
генных бактерий как непосредственно из почвы, так и при при-
менении предобработки.

Таблица 2. Концентрация и чистота нуклеиновых кислот, выделенных  
из почвы различными способами

Способ  
обработки Образец Концентрация  

ДНК, нг/мкл

Чистота ДНК Образование 
продукта ПЦРА260/280 А260/230

«Bacterial DNA Preparation kit»

Без пред- 
обработки

П1 4,85 ± 0,35 0,506 ± 0,086 0,723 ± 0,063 –
П2 7,10 ± 1,13 0,662 ± 0,008 0,660 ± 0,021 –
ПК 4,90 ± 5,09 0,620 ± 0,021 0,722 ± 0,077 –

С пред- 
обработкой 

П1 20,50 ± 0,85 1,775 ± 0,035 1,058 ± 0,145 +
П2 17,15 ± 1,20 1,803 ± 0,081 1,127 ± 0,038 +
ПК 9,25 ± 1,20 1,875 ± 0,106 0,691 ± 0,204 –

ЦТАБ/ДСН

Без пред- 
обработки

П1 17,30 ± 0,71 0,656 ± 0,016 0,823 ± 0,078 –
П2 16,50 ± 2,83 0,619 ± 0,073 0,598 ± 0,209 –
П3 17,55 ± 0,21 1,070 ± 0,050 0,777 ± 0,140 –
П4 16,05 ± 5,30 1,061 ± 0,020 0,616 ± 0,052 –
ПК 3,65 ± 0,64 0,295 ± 0,086 0,757 ± 0,150 –

С пред- 
обработкой 

П1 28,10 ± 1,98 1,926 ± 0,079 1,926 ± 0,042 +
П2 20,30 ± 0,71 1,953 ± 0,026 1,886 ± 0,024 +
П3 22,55 ± 1,20 1,856 ± 0,103 1,790 ± 0,078 +
П4 22,00 ± 2,12 1,794 ± 0,081 1,903 ± 0,045 +
ПК 20,70 ± 0,99 1,501 ± 0,103 1,907 ± 0,048 –

«Нуклеосорб С»

Без пред- 
обработки

П1 2,35 ± 1,63 0,456 ± 0,157 1,311 ± 0,062 –
П2 4,05 ± 0,78 0,517 ± 0,086 1,096 ± 0,054 –
П3 8,25 ±2,62 0,653 ± 0,122 1,217 ± 0,181 –
П4 5,65 ± 0,07 1,253 ± 0,118 1,110 ± 0,132 –
ПК 2,40 ± 1,70 1,493 ± 0,105 0,886 ± 0,324 –

С пред- 
обработкой

П1 40,10 ± 7,92 1,915 ± 0,081 0,168 ± 0,096 +
П2 26,70 ± 3,11 1,994 ± 0,032 0,225 ± 0,163 +
П3 30,95 ± 4,31 1,696 ± 0,072 1,595 ± 0,205 +
П4 34,95 ± 6,86 1,622 ± 0,385 1,403 ± 0,077 +
ПК 17,45 ± 4,60 1,648 ± 0,405 0,315 ± 0,216 –
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Способ  
обработки Образец Концентрация  

ДНК, нг/мкл

Чистота ДНК Образование 
продукта ПЦРА260/280 А260/230

«ZR Soil Microbe DNA MicroPrep»

Без пред- 
обработки

П1, П2, 
П3, П4, 

ПК
–* – – –

С пред- 
обработкой

П1 5,50 ± 0,14 2,378 ± 0,110 0,296 ± 0,070 –
П2 5,75 ± 2,90 2,062 ± 0,087 0,335 ± 0,030 –
П3 5,30 ± 1,84 2,084 ± 0,055 0,158 ± 0,113 –
П4 4,50 ± 1,70 2,407 ± 0,023 0,047 ± 0,018 –
ПК 2,00 ± 0,85 2,101 ± 0,094 0,062 ± 0,023 –

«Blood, Animal and Tissue kit»

Без пред- 
обработки

П1, П2, 
П3, П4, 

ПК
– – – –

С пред- 
обработкой

П1 139,75 ± 8,13 1,863 ± 0,044 1,207 ± 0,328 +
П2 4,95 ± 0,92 1,585 ± 0,075 0,554 ± 0,168 –
П3 4 1,179 ± 0,078 0,513 ± 0,076 –
П4 4,15 ± 0,49 2,185 ± 0,070 0,240 ± 0,002 –
ПК 0,9 ± 1,27 2,184 ± 0,071 0,214 ± 0,095 –

«DNAeasy PowerLyzer Power Soil Kit»

Без обра-
ботки

П1 – 1,388 ± 0,058 0,822 ± 0,409 –
П2, П4, 

ПК – – – –

П3 4,05 ± 2,19 1,580 ± 0,018 1,196 ± 0,056 -

С пред- 
обработкой 

П1 24,65 ± 0,49 1,681 ± 0,075 0,814 ± 0,112 +
П2 19,60 ± 5,66 1,630 ± 0,010 0,920 ± 0,067 –
П3 11,50 ± 1,56 1,450 ± 0,032 0,951 ± 0,007 –
П4 9,25 ± 0,78 1,755 ± 0,040 0,934 ± 0,085 –
ПК 2,45 ± 1,34 1,794 ± 0,069 0,741 ± 0,060 –

П р и м е ч а н и я:  П1 – почва, зараженная P. carotovorum БИМ В-629;  
П2 – почва, зараженная С. michiganensis БИМ В-375; П3 – почва, зараженная 
Alternaria sp. БИМ F-786; П4 – почва, зараженная F. oxysporum БИМ F-788;  
ПК – стерильная почва; –* – концентрация ДНК ниже уровня детекции прибора.

Проанализирована эффективность предложенного способа 
предобработки с последующим выделением ДНК коммерческими 
наборами (за исключением набора «Bacterial DNA Preparation kit», 

Окончание табл. 2
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«Blood, Animal and Tissue kit» 

Без 
предобработки 

П1, П2, 
П3, П4, 

ПК 
– – – – 

С 
предобработко

й 

П1 139,75 ± 8,13 1,863 ± 0,044 1,207 ± 0,328 + 
П2 4,95 ± 0,92 1,585 ± 0,075 0,554 ± 0,168 – 
П3 4 1,179 ± 0,078 0,513 ± 0,076 – 
П4 4,15 ± 0,49 2,185 ± 0,070 0,240 ± 0,002 – 
ПК 0,9 ± 1,27 2,184 ± 0,071 0,214 ± 0,095 – 

«DNAeasy PowerLyzer Power Soil Kit» 

Без обработки 

П1 – 1,388 ± 0,058 0,822 ± 0,409 – 
П2, П4, 

ПК – – – – 

П3 4,05 ± 2,19 1,580 ± 0,018 1,196 ± 0,056 - 

С 
предобработко

й  

П1 24,65 ± 0,49 1,681 ± 0,075 0,814 ± 0,112 + 
П2 19,60 ± 5,66 1,630 ± 0,010 0,920 ± 0,067 – 
П3 11,50 ± 1,56 1,450 ± 0,032 0,951 ± 0,007 – 
П4 9,25 ± 0,78 1,755 ± 0,040 0,934 ± 0,085 – 
ПК 2,45 ± 1,34 1,794 ± 0,069 0,741 ± 0,060 – 

П р и м е ч а н и я: П1 – почва, зараженная P. carotovorum БИМ В-629; П2 – почва, 

зараженная С. michiganensis БИМ В-375; П3 – почва, зараженная Alternaria sp. БИМ F-786; П4 – 

почва, зараженная F. oxysporum БИМ F-788; ПК – стерильная почва;  

–* – концентрация ДНК ниже уровня детекции прибора  

 

 
М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 7, 13 – образец ДНК, выделенный из 

стерильной почвы (без предобработки); 2, 8, 14 – образец ДНК, выделенный из стерильной 
почвы (с предобработкой); 3, 9, 15 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной 

P. carotovorum БИМ В-629 (без предобработки); 4, 10, 16 – образец ДНК, выделенный из 
почвы, зараженной P. carotovorum БИМ В-629 (с предобработкой); 5, 11, 17 – отрицательный 

контроль ПЦР; 6, 12, 18 – ДНК P. carotovorum БИМ В-629 (положительный контроль); 
ДНК выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 1–4, 6), наборами «Нуклеосорб С» (дорожки 

7–10, 12) и «Bacterial DNA Preparation kit» (дорожки 13–16, 18) 
Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР с праймерами для детекции P. carotovorum  

 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 7, 13 – образец ДНК, выделенный из 
стерильной почвы (без предобработки); 2, 8, 14 – образец ДНК, выделенный 
из стерильной почвы (с предобработкой); 3, 9, 15 – образец ДНК, выделен- 
ный из почвы, зараженной P. carotovorum БИМ В-629 (без предобработки);  
4, 10, 16 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной P. carotovorum 
БИМ В-629 (с предобработкой); 5, 11, 17 – отрицательный контроль ПЦР;  
6, 12, 18 – ДНК P. carotovorum БИМ В-629 (положительный контроль); ДНК 
выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 1–4, 6), наборами «Нуклеосорб С» 

(дорожки 7–10, 12) и «Bacterial DNA Preparation kit» (дорожки 13–16, 18)

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами  
для детекции P. carotovorum

 
М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 7, 13 – образец ДНК, выделенный из 

стерильной почвы (без предобработки); 2, 8, 14 – образец ДНК, выделенный из стерильной 
почвы (с предобработкой); 3, 9, 15 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной 

C. michiganensis БИМ В-375 (без предобработки); 4, 10, 16 – образец ДНК, выделенный из 
почвы, зараженной C.  michiganensis БИМ В-375 (с предобработкой); 5, 11, 17 – 

отрицательный контроль ПЦР; 6, 12, 18 – ДНК C.  michiganensis БИМ В-375 (положительный 
контроль); ДНК выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 1–4, 6), наборами «Нуклеосорб С» 

(дорожки 7–10, 12) и «Bacterial DNA Preparation kit» (дорожки 13–16, 18) 
Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР с праймерами для детекции С. michiganensis 

 

Проанализирована эффективность предложенного способа предобработки с 

последующим выделением ДНК коммерческими наборами (за исключением 

набора «Bacterial DNA Preparation kit», предназначенного для экстракции 

бактериальной ДНК) и методом ЦТАБ/ДСН для выявления фитопатогенных 

грибов Alternaria sp. и F. oxysporum в искусственно зараженной почве. Как и в 

случае с бактериями, показатели концентрации и чистоты ДНК, экстрагированной 

из почвы, были выше при ее предобработке (4,15–34,95 нг/мкл по сравнению с не 

детектируемым количеством – 17,5 нг/мкл при прямой экстракции) (см. табл. 2). 

При этом концентрация нуклеиновых кислот была выше в образцах, выделенных 

набором «Нуклеосорб С» (30,9–34,9 нг/мкл), а образцы ДНК, экстрагированные с 

помощью метода ЦТАБ/ДСН, характеризовались более высокой чистотой 

(А260/280 ~ 1,794–1,856, А260/230 ~ 1,790–1,903). Наборы «Blood, Animal and 

Tissue kit», «ZR Soil Microbe DNA MicroPrep» и «DNAeasy PowerLyzer Power Soil 

Kit» показали низкую эффективность для выделения из почвы ДНК грибов 

Alternaria sp. и F. oxysporum.  

Оценка пригодности образцов нуклеиновых кислот для ПЦР-анализа 

показала, что четко визуализируемые ампликоны с родоспецифичными 

 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 7, 13 – образец ДНК, выделенный из 
стерильной почвы (без предобработки); 2, 8, 14 – образец ДНК, выделенный 
из стерильной почвы (с предобработкой); 3, 9, 15 – образец ДНК, выделен- 
ный из почвы, зараженной C. michiganensis БИМ В-375 (без предобработки);  
4, 10, 16 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной C. michiganensis 
БИМ В-375 (с предобработкой); 5, 11, 17 – отрицательный контроль ПЦР;  
6, 12, 18 – ДНК C. michiganensis БИМ В-375 (положительный контроль); ДНК 
выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 1–4, 6), наборами «Нуклеосорб С» 

(дорожки 7–10, 12) и «Bacterial DNA Preparation kit» (дорожки 13–16, 18)

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами  
для детекции С. michiganensis
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предназначенного для экстракции бактериальной ДНК) и методом 
ЦТАБ/ДСН для выявления фитопатогенных грибов Alternaria sp. 
и F. oxysporum в искусственно зараженной почве. Как и в случае 
с бактериями, показатели концентрации и чистоты ДНК, экс-
трагированной из почвы, были выше при ее предобработке 
(4,15–34,95 нг/мкл по сравнению с не детектируемым количе-
ством – 17,5 нг/мкл при прямой экстракции) (см. табл. 2). При 
этом концентрация нуклеиновых кислот была выше в образцах, 
выделенных набором «Нуклеосорб С» (30,9–34,9 нг/мкл), а об-
разцы ДНК, экстрагированные с помощью метода ЦТАБ/ДСН, 
характеризовались более высокой чистотой (А260/280 ~ 1,794–
1,856, А260/230 ~ 1,790–1,903). Наборы «Blood, Animal and Tissue 
kit», «ZR Soil Microbe DNA MicroPrep» и «DNAeasy PowerLyzer 
Power Soil Kit» показали низкую эффективность для выделения 
из почвы ДНК грибов Alternaria sp. и F. oxysporum. 

Оценка пригодности образцов нуклеиновых кислот для 
ПЦР-анализа показала, что четко визуализируемые ампликоны 
с родоспецифичными праймерами к Alternaria sp. и Fusarium sp. 
получены при использовании в качестве матрицы ДНК, выде-
ленной методом ЦТАБ/ДСН и набором «Нуклеосорб С» после 
предобработки почвы (рис. 3). Для образцов ДНК, экстрагиро-

праймерами к Alternaria sp. и Fusarium sp. получены при использовании в 

качестве матрицы ДНК, выделенной методом ЦТАБ/ДСН и набором 

«Нуклеосорб С» после предобработки почвы (рис. 3). Для образцов ДНК, 

экстрагированных непосредственно из почвы, образования продуктов ПЦР 

целевого размера не наблюдалось. Возможно, это связано с присутствием 

ингибиторов ферментативных реакций и/или повреждением структуры ДНК в 

процессе экстракции.  

 
М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 11 – отрицательный контроль ПЦР; 2, 12 – 

Alternaria sp. БИМ F-786 (положительный контроль); 3, 7 – образец ДНК, выделенный из 
стерильной почвы (без предобработки); 4, 8 – образец ДНК, выделенный из стерильной 

почвы (с предобработкой); 5, 9 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной Alternaria 
sp. F-786 (без предобработки); 6, 10 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной 

Alternaria sp. F-786 (с предобработкой);  
ДНК выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 2, 3–6) и набором «Нуклеосорб С» (дорожки 

7–10, 12) 
Рис. 3. Электрофореграмма ПЦР с праймерами для детекции Alternaria sp. 

 
Таким образом, предварительная обработка, включающая получение 

почвенной суспензии, ее «грубое» фильтрование для удаления взвешенных 

частиц с последующим осаждением микробной биомассы на мембранном 

фильтре, повышает эффективность экстракции микробной ДНК из почвы. 

Наиболее подходящими для выделения ДНК фитопатогенных бактерий и грибов 

из почвенных образцов по показателям концентрации и чистоты экстрагируемых 

нуклеиновых кислот, их пригодности для амплификации, оказались набор 

«Нуклеосорб С» и метод ЦТАБ/ДСН. 

Важным этапом предварительной обработки воды для выявления 

фитопатогенных микроорганизмов является концентрирование. Для этих целей 

используется осаждение микробной биомассы центрифугированием или на 

поверхности мембранных фильтров с минимальным диаметром пор [26, 27].  

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1, 11 – отрицательный контроль ПЦР; 
2, 12 – Alternaria sp. БИМ F-786 (положительный контроль); 3, 7 – образец ДНК, 
выделенный из стерильной почвы (без предобработки); 4, 8 – образец ДНК, 
выделенный из стерильной почвы (с предобработкой); 5, 9 – образец ДНК,  
выделенный из почвы, зараженной Alternaria sp. F-786 (без предобработки);  
6, 10 – образец ДНК, выделенный из почвы, зараженной Alternaria sp. F-786  
(с предобработкой); ДНК выделена методом ЦТАБ/ДСН (дорожки 2, 3–6)  

и набором «Нуклеосорб С» (дорожки 7–10, 12)

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов ПЦР с праймерами  
для детекции Alternaria sp.



204	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

ванных непосредственно из почвы, образования продуктов ПЦР 
целевого размера не наблюдалось. Возможно, это связано с при-
сутствием ингибиторов ферментативных реакций и/или по-
вреждением структуры ДНК в процессе экстракции. 

Таким образом, предварительная обработка, включающая 
получение почвенной суспензии, ее «грубое» фильтрование для 
удаления взвешенных частиц с последующим осаждением мик-
робной биомассы на мембранном фильтре, повышает эффектив-
ность экстракции микробной ДНК из почвы. Наиболее подходя-
щими для выделения ДНК фитопатогенных бактерий и грибов 
из почвенных образцов по показателям концентрации и чистоты 
экстрагируемых нуклеиновых кислот, их пригодности для ам-
плификации, оказались набор «Нуклеосорб С» и метод ЦТАБ/ДСН.

Важным этапом предварительной обработки воды для выяв-
ления фитопатогенных микроорганизмов является концентри-
рование. Для этих целей используется осаждение микробной 
биомассы центрифугированием или на поверхности мембранных 
фильтров с минимальным диаметром пор [26, 27]. 

В данном исследовании апробированы три способа предоб-
работки воды: 1) центрифугирование при 14 000 g в течение  
30 мин; 2) фильтрование через мембранный фильтр «MF-Millipore» 
(диаметр пор 0,22 мкм) для осаждения микробной биомассы;  
3) центрифугирование при 14 000 g в течение 30 мин с предвари-
тельным внесением 96%-ного этанола и 3 М ацетата натрия [27]. 
Последний метод основан на том, что ацетат натрия в растворе 
диссоциирует на ионы Na+ и [CH3COO]−. Катионы натрия ней-
трализуют анионы PO3− в сахарофосфатном остове нуклеиновых 
кислот, снижая отталкивание между молекулами ДНК и делая 
их менее гидрофильными, что позволяет осадить их с по- 
мощью центрифугирования [13, 14]. Таким образом, можно оса-
дить не только клетки микроорганизмов, но и присутствующую 
в растворе микробную ДНК. Экстракцию нуклеиновых кислот 
осуществляли с помощью набора «Нуклеосорб С» и метода 
ЦТАБ/ДСН, показавших хорошие результаты для выделения ДНК 
из почвы. 

При оценке эффективности экстракции ДНК из воды, искус-
ственно зараженной фитопатогенными бактериями P. carotovo-
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rum БИМ В-629, C. michiganensis БИМ В-375 и грибами Alternaria 
sp. БИМ F-786, F. oxysporum БИМ F-788, образцы нуклеиновых 
кислот с максимальной концентрацией получены при предобра-
ботке с помощью концентрирования микробных клеток на мем-
бранном фильтре (табл. 3). При этом показатели концентрации  
и чистоты ДНК были выше при выделении методом ЦТАБ/ДСН 
по сравнению с набором «Нуклеосорб С» (соответственно 13,1–
28,25 и 4,65–7,8 нг/мкл, А260/280 1,742–1,937 и 1,119–1,697, 
А260/230 1,833–2,084 и 0,592–1,093). Менее эффективной по ко-
личеству экстрагируемых нуклеиновых кислот оказалась пред- 
обработка путем центрифугирования после внесения этанола  
и ацетата натрия. В данном случае при использовании метода 
ЦТАБ/ДСН концентрация ДНК в образцах варьировала в преде-
лах 4,05–8,10 нг/мкл, набора «Нуклеосорб С» – 0,65–6,85 нг/мкл. 
При предобработке с помощью центрифугирования количество 
экстрагированных нуклеиновых кислот, независимо от метода 
выделения, было минимальным. 

Таблица 3. Концентрация и чистота нуклеиновых кислот, выделенных 
из воды разными способами

Способ  
предобработки Образец Концентрация  

ДНК, нг/мкл

Чистота ДНК Образование 
продукта 

ПЦРА260/280 А260/230

ЦТАБ/ДСН

Центрифуги- 
рование

В1, В2, 
В3, В4, 

ВК
–* – – –

Осаждение  
ацетатом натрия

В1 5,00 ± 0,85 1,690 ± 0,078 1,391 ± 0,064 –
В2 4,05 ± 0,92 1,725 ± 0,096 1,185 ± 0,070 –
В3 8,10 ± 1,13 1,749 ± 0,147 1,360 ± 0,175 +
В4 6,35 ± 0,78 1,691 ±0,093 1,175 ± 0,011 –
ВК – – – –

Фильтрование 

В1 28,25 ± 2,62 1,806 ± 0,237 1,833 ± 0,020 +
В2 18,15 ± 1,48 1,807 ± 0,071 1,926 ± 0,071 +
В3 13,10 ± 1,98 1,742 ± 0,018 2,084 ± 0,055 +
В4 14,60 ± 1,13 1,937 ± 0,071 1,942 ± 0,004 +
ВК – – – –
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Способ  
предобработки

Образец Концентрация  
ДНК, нг/мкл

Чистота ДНК Образование 
продукта 

ПЦРА260/280 А260/230

«Нуклеосорб С» 

Центрифуги- 
рование

В1, В1, 
В2, В3, 
В4, ВК

–* – – –

Осаждение  
ацетатом натрия

В1 4,70 ± 0,99 1,752±0,160 1,181 ± 0,080 +
В2 6,85 ± 0,07 1,702±0,089 0,928 ± 0,076 –
В3 6,20 ± 1,56 1,505±0,260 0,964 ± 0,013 –
В4 0,65 ± 0,92 1,506±0,033 0,884 ± 0,073 –
ВК – – – –

Фильтрование

В1 7,80 ± 1,56 1,697 ± 0,088 1,093 ± 0,030 +
В2 6,35 ± 1,91 1,422 ± 0,034 0,667 ± 0,135 +
В3 5,25 ± 1,06 1,119 ± 0,081 0,623 ± 0,045 +
В4 4,65 ± 2,05 1,391 ± 0,095 0,592 ± 0,052 –
ВК – – – –

П р и м е ч а н и я:  В1 – вода, зараженная P. carotovorum БИМ В-629;  
В2 – вода, зараженная С. michiganensis БИМ В-375; В3 – вода, зараженная  
Alternaria sp. БИМ F-786; В4 – вода, зараженная Fusarium sp. БИМ F-788;  
ВК – стерильная вода; –* – концентрация ниже уровня детекции прибора.

При проведении ПЦР c родо- и видоспецифичными прайме-
рами с образцами ДНК, выделенными после осаждения микроб-
ной биомассы из воды на мембранном фильтре, образование це-
левых ампликонов наблюдалось для всех тестируемых микро-
организмов (452 п. н. для P. carotovorum БИМ В-629, 514 п. н. для 
C. michiganensis БИМ В-375, 310 п. н. для Alternaria sp. БИМ
F-786 и 380 п. н. для F. oxysporum БИМ F-788). Напротив, при ис-
пользовании в качестве матрицы ДНК, выделенной после осаж-
дения микроорганизмов центрифугированием или центрифуги-
рованием с добавлением этанола и ацетата натрия, специфиче-
ские продукты реакции не детектировались (рис. 4). Это может
быть связано с низкой концентрацией ДНК и/или повреждением
ее структуры в процессе экстракции.

Полученные результаты свидетельствуют, что подходящим 
способом выделения ДНК бактериальных и грибных патогенов 

Окончание табл. 3
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из воды является ее фильтрование для осаждения микроорга-
низмов на мембранном фильтре с последующим применением 
метода ЦТАБ/ДСН или набора «Нуклеосорб С». 

Заключение. С использованием почвы и воды, искусственно 
зараженных фитопатогенными бактериями и грибами, подобра-
ны методики предобработки и выделения ДНК из данных ис-
точников для последующего ПЦР-анализа возбудителей болез-
ней сельскохозяйственных культур. Показано, что эффективным
способом предподготовки почвы является получение почвенной 
суспензии, ее «грубое» фильтрование с последующим осаждением 
микробной биомассы на мембранном фильтре «MF-Millipore™». 
Для воды наилучшие результаты также получены при концен-
трировании микроорганизмов путем осаждения на мембранном 
фильтре «MF-Millipore». Наиболее эффективными для выделе-
ния микробной ДНК из почвы и воды по показателям концен-
трации и чистоты экстрагируемых нуклеиновых кислот, их при-
годности для амплификации, являются метод ЦТАБ/ДСН и на-
бор «Нуклеосорб С». 

для F. oxysporum БИМ F-788). Напротив, при использовании в качестве матрицы

ДНК, выделенной после осаждения микроорганизмов центрифугированием или

центрифугированием с добавлением этанола и ацетата натрия, специфические

продукты реакции не детектировались (рис. 4). Это может быть связано с низкой 

концентрацией ДНК и/или повреждением ее структуры в процессе экстракции.

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль ПЦР; 2, 4, 6 – образцы
ДНК, выделенные из стерильной воды; 3, 5, 7 – образцы ДНК, выделенные воды из зараженной

P. carotovorum БИМ В-629, 8 – образцы ДНК P. carotovorum БИМ В-629 (положительный
контроль); способы предобработки: центрифугирование (дорожки 1–2), центрифугирование

с этанолом и ацетатом натрия (дорожки 3–4), концентрирование фильтрованием (дорожки 5–
6)

Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР с праймерами для детекции P. carotovorum

Полученные результаты свидетельствуют, что подходящим способом

выделения ДНК бактериальных и грибных патогенов из воды является ее

фильтрование для осаждения микроорганизмов на мембранном фильтре с

последующим применением метода ЦТАБ/ДСН или набора «Нуклеосорб С». 

Заключение. С использованием почвы и воды, искусственно зараженных

фитопатогенными бактериями и грибами, подобраны методики предобработки и 

выделения ДНК из данных источников для последующего ПЦР-анализа 

возбудителей болезней сельскохозяйственных культур. Показано, что 

эффективным способом предподготовки почвы является получение почвенной

суспензии, ее «грубое» фильтрование с последующим осаждением микробной

биомассы на мембранном фильтре «MF-Millipore™». Для воды наилучшие

результаты также получены при концентрировании микроорганизмов путем

фильтрования через мембранный фильтр «MF-Millipore». Наиболее 

М – маркер молекулярной массы ДНК; 1 – отрицательный контроль ПЦР;  
2, 4, 6 – образцы ДНК, выделенные из стерильной воды; 3, 5, 7 – образцы 
ДНК, выделенные воды из зараженной P. carotovorum БИМ В-629, 8 – образцы 
ДНК P. carotovorum БИМ В-629 (положительный контроль); способы пред-
обра ботки: центрифугирование (дорожки 2–5), центрифугирование с этано-
лом и ацетатом натрия (дорожки 4–5), концентрирование фильтрованием 

(дорожки 6–7)

Рис. 4. Электрофореграмма ПЦР с праймерами для детекции P. carotovorum
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In model experiments using soil and water artificially infected with phyto-
pathogenic bacteria and fungi, methods were selected for preliminary preparation 
and extraction of DNA from these sources for subsequent PCR analysis of plant 
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pathogens. It has been shown that an effective method of soil pretreatment is to ob-
tain a soil suspension, its “hard” filtration, followed by sedimentation of microbial 
biomass on a MF-Millipore™ membrane filter. For pre-concentration of water, fil-
tration through the MF-Millipore™ membrane filter also turned out to be the most 
effective way, and centrifugation was the least effective. The most suitable for the 
isolation of microbial DNA from soil and water in terms of concentration and purity 
of nucleic acids, their suitability for amplification are the «Nucleosorb С» kit and 
the CTAB/SDS method.

Keywords: nucleic acid extraction, identification, bacteria, micromycetes, patho-
genic plants.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ  
МИКРОБНЫХ ПРЕПАРАТОВ  

НА ЧИСЛЕННОСТЬ АГРОНОМИЧЕСКИ  
ПОЛЕЗНЫХ ГРУПП МИКРООРГАНИЗМОВ  

В ПОСЕВАХ ЯРОВОГО ЯЧМЕНЯ

Н. М. ДАЙНЕКО, И. И. КОНЦЕВАЯ, С. Ф. ТИМОФЕЕВ

Гомельский государственный университет имени Ф. Скорины,  
Гомель, Беларусь, dajneko@gsu.by

Объектом исследования являлась биологическая активность агрономиче-
ски полезных групп микроорганизмов при обработке микробными препара-
тами «Ресойлер», «Полибакт», «Гордебак» посевов ярового ячменя. Исследо-
вание проводили в 2021–2022 гг. на землях агрокомбината «Южный» Гомель-
ского района. Численность аммонифицирующих, фосфатмобилизирующих, 
усваивающих минеральный азот в посевах ячменя изменялась в зависимости 
от фаз развития. В основном более высокая численность бактерий отмечалась 
в варианте с применением препарата «Гордебак».

Ключевые слова: микробные препараты, агрономически полезные груп-
пы микроорганизмов, яровой ячмень

Общая площадь сельскохозяйственных земель Республики 
Беларусь составляет 8096,8 тыс. га, из них более 71 % – это  
посевные площади. Около 44 % посевных площадей отведены 
под зерновые культуры. Валовой сбор зерна в 2022 г. составил 
8701 тыс. т при средней урожайности 34,5 ц/га [1]. 
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Как известно, важнейшим критерием национальной продо-
вольственной безопасности является производство зерна. Опти-
мистический уровень продовольственной безопасности предпо-
лагает получение 9 млн зерна в год [2].

В структуре зернового клина озимые и яровые зерновые за-
нимают соответственно 1440 и 959 тыс. га. Среди озимых преоб-
ладает пшеница, среди яровых – ячмень. Возделыванию ячменя 
ярового уделяется особое внимание, что связано с его биологи-
ческими особенностями и экономическим значением. Посколь-
ку зерно ячменя нашло широкое применение в народном хозяй-
стве, в Республике Беларусь районировано 80 сортов ярового 
ячменя и 13 сортов озимого ячменя [3].

Ячмень более устойчив к высоким температурам, чем пше-
ница и овес. Среди яровых зерновых ячмень – самая засухоус-
тойчивая культура. По устойчивости к «захвату» и «запалу» он 
занимает первое место среди хлебов 1-й группы. В засушливые 
годы обычно дает более высокие урожаи зерна, чем яровая пше-
ница и овес.

Повышенная жароустойчивость ярового ячменя связана с его 
скороспелостью, а также способностью интенсивно использо-
вать питательные вещества в ранние фазы роста. Вегетацион-
ный период ярового ячменя 60–110 дней.

Основное значение при возделывании ярового ячменя на те 
или иные цели приобретает технология возделывания культуры, 
и в частности – установление экологически безопасной, эконо-
мически обоснованной системы удобрения, позволяющей создать 
оптимальные условия для роста и развития растений, формиро-
вания высокой урожайности зерна с заданными характеристи-
ками его качества с учетом уровня обеспеченности почвы пита-
тельными веществами [4].

Анализ мониторинговых агрохимических исследований по-
казал, что в последнее время наметилась тенденция к снижению 
плодородия почв в ряде районов республики. В связи с этим обе-
спечение воспроизводства плодородия почв – одна из приори-
тетных стратегических задач АПК Республики Беларусь [5].

Одним из параметров почвенного плодородия является био-
логическая активность почв. Биологическая активность почв 
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отражает суммарный результат деятельности всех живых орга-
низмов, населяющих почву. Для ее характеристики используются 
многие показатели. Из них наиболее чувствительными к изме-
нению почвенного плодородия являются ферментативная актив-
ность и дыхание почв, численность азотфиксирующих мик ро-
организмов и др. Проведенными исследованиями показано, что 
по мере увеличения доз минеральных удобрений происходит из-
менение численности и состава микробного сообщества, фер-
ментативной активности и продуцирования углекислого газа. 
Целесообразно использовать определенные биологические по-
казатели для оценки экологического состояния почв в связи  
с применением минеральных удобрений [6].

В условиях применения все увеличивающихся доз мине-
ральных удобрений бактериальные удобрения представляют 
интерес как средства экологизации растениеводства, позволяю-
щие повышать урожайность и качество растениеводческой про-
дукции.

В настоящее время основное внимание уделяется многоком-
понентным микробным препаратам, оказывающим полифунк-
циональное действие на сельскохозяйственные растения. Созда-
ние микробных препаратов на основе различных агрономически 
полезных микроорганизмов является одним из способов повы-
шения их эффективности.

При возделывании ячменя ярового установлено повышение 
эффективности применения азотфиксирующих и калиймобили-
зующих ризобактерий в условиях стресса на эродированных  
почвах. Показано, что обработка посевов является эффектив-
ным приемом применения бактериальных удобрений на яровой 
и озимых зерновых культурах [7].

В данной работе исследовали влияние некоторых видов бак-
териальных препаратов на численность аммонифицирующих, 
амилолитических, олигонитрофильных, олигокарбофильных 
микроорганизмов в почве.

Материалы и методы. Исследования выполняли в осенне-
весенний период 2021–2022 гг. на землях агрокомбината «Юж-
ный» вблизи населенного пункта Еремино Гомельского района 
Гомельской области. Объектом исследований являлась биологи-
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ческая активность агрономически полезных групп микроорга-
низмов при обработке микробными препаратами «Полибакт», 
«Гордебак» и «Ресойлер» посевов ярового ячменя. 

Микробный препарат «Полибакт» ускоряет процессы мине-
рализации растительных остатков в почве, увеличивает числен-
ность микроорганизмов основных эколого-трофических групп, 
обладает фитопротекторным, ростстимулирующим, деструктив-
ным действием, фосфатмобилизующими и азотфиксирующими 
свойствами. 

Микробный препарат «Гордебак», созданный на основе азот-
фиксирующих и фосфатмобилизующих бактерий, увеличивает 
биогенность почвы и стимулирует рост растений. 

Микробный препарат «Ресойлер» осуществляет биоконтроль 
фитопатогенов, обеспечивает оздоровление почвы, повышает уро-
жайность растений. 

Для оценки эффективности микробных препаратов были за-
ложены полевые опыты на дерново-подзолистой легкосуглини-
стой почве на посевах ячменя. 

Схема опыта с посевами ячменя: 
1. Контроль, без обработки микробными препаратами. 
2. Обработка микробным препаратом «Полибакт».
3. Обработка микробным препаратом «Гордебак». 
4. Обработка микробным препаратом «Ресойлер».
Агрохимическая характеристика почвы: pH (в KCl) – 5,9; 

фосфор – 281 мг/кг; калий – 262 мг/кг.
Площадь опытных делянок составляла 5 м2, размещение рен-

домизированное, повторность опытов – 4-кратная. Норма расхо-
да изучаемых микробных препаратов составляла 3 л/га. 

Микробиологическую индикацию почвы выполняли соглас-
но общепринятым в почвенной микробиологии методам [8, 9]. 

Для оценки влияния препаратов «Полибакт», «Гордебак»  
и «Ресойлер» на численность агрономически полезных групп 
микроорганизмов использовали чашечный метод Коха, с помощью 
которого определяли численность аммонифицирующих, амило-
литических, олигонитрофильных, олигокарбофильных, автохтон-
ных микроорганизмов на селективных питательных средах: 
мясопептонном (МПА), крахмал-аммиачном (КАА) агарах, среде 
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Эшби, голодном (ГА) и нитритном (НА) агарах соответственно. 
Все посевы проводили в трехкратной повторности.

Результаты и обсуждение. Сравнительный анализ числен-
ности микроорганизмов в посевах ячменя за 2021–2022 гг. про-
изводили по основным фазам развития. 

В фазе выхода в трубку в варианте контроль численность 
аммонифицирующих бактерий в почве варьировала в пределах 
от 3,4 до 6,5 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы, то есть различия между 
вариантами были не значительными (до 1,9 раз в варианте с ис-
пользованием препарата «Гордебак») (рис. 1). 

Рис. 1. Сравнительный анализ численности аммонифицирующих бактерий  
в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)

В фазе цветения на разных вариантах численность ам- 
монифицирующих бактерий в почве составляла от 4,0 до  
14,9 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы. Максимальное количество ми-
кроорганизмов зафиксировано для варианта с использованием 
«Гордебака». В этой фазе развития не выявлено существенных 
различий по изучаемому параметру для контроля и вариантов  
с использованием «Ресойлера» и «Полибакта». Кроме того, не 
выявлены и различия между численностью бактерий в фазах 
выхода в трубку и цветения по этим же вариантам.

В фазе восковой спелости численность бактерий в посевах 
ячменя составляла от 2,0 до 14,1 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы. 
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Максимальная численность бактерий была обнаружена в почве 
варианта с обработкой растений препаратом «Гордебак».

Таким образом, численность аммонифицирующих бактерий 
в почве первых трех вариантах существенно не отличалась в фазах 
выхода в трубку, цветения и восковой спелости. Среднее количе-
ство КОЕ по фазам развития составляло от 5,0 до 7,8 × 107 КОЕ/г 
абс. сух. почвы. Во всех изучаемых образцах почвы максималь-
ное количество бактерий было обнаружено при воздействии 
препарата «Гордебак».

Сравнительный анализ численности целлюлозоразрушаю-
щих бактерий показал, что в фазу выхода в трубку она составля-
ла от 3,8 до 8,3 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы. В эту фазу макси-
мальная численность бактерий выявлена в почве при обработке 
микробным препаратом «Полибакт» (рис. 2). 

Рис. 2. Сравнительный анализ численности целлюлозоразрушающих  
бактерий в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)

В фазу цветения в первых трех вариантах имело место не-
значительное увеличение численности бактерий. В варианте  
с применением препарат «Гордебак» выявлено существенное 
увеличение микроорганизмов как по сравнению с контролем, 
так и по сравнению с предыдущей фазой.
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В фазе восковой спелости во всех вариантах опыта обнару-
жено двух-, трехкратное снижение численности целлюлозораз-
рушающих бактерий. 

Сравнительный анализ численности олигокарбофильных 
бактерий в посевах ячменя показал, что в фазу выхода в трубку 
количество микроорганизмов составляло от 2,0 × 107 КОЕ/г абс. 
сух. почвы в контроле до 10,2 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы в вари-
анте с использованием препарата «Гордебак» (рис. 3). В после-
дующую фазу цветения численность бактерий существенно не 
изменилась, а в фазе восковой спелости обнаружена минималь-
ная численность олигокарбофильных бактерий. Применение 
всех изучаемых препаратов в посевах ячменя способствовало 
увеличению количества микроорганизмов, более высокая чис-
ленность бактерий наблюдалась в варианте с использованием 
препарата «Гордебак» во всех фазах развития.

Численность олигонитрофильных бактерий в посевах ячме-
ня в фазу выхода в трубку составляла от 2,8 до 9,8 × 107 КОЕ/г 
абс. сух. почвы (рис. 4). В фазу цветения численность микроор-
ганизмов изменилась незначительно. Минимальная численность 

Рис. 3. Сравнительный анализ численности олигокарбофильных бактерий  
в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)
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бактерий была выявлена в фазу восковой спелости ячменя. При-
менение всех изучаемых препаратов способствовало увеличе-
нию количества микроорганизмов, их максимум выявлен в ва-
рианте с использованием препарата «Гордебак».

Рис. 4. Сравнительный анализ численности олигонитрофильных бактерий  
в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)

Численность фосфатмобилизирующих бактерий в посевах ячме-
ня составляла в фазу выхода в трубку от 1,26 до 1,65 × 106 КОЕ/г 
абс. сух. почвы (рис. 5). Незначительное доминирование фосфат-
мобилизирующих бактерий в варианте с обработкой препара-
том «Гордебак» выявлено в фазу выхода в трубку и цветения,  
а в фазу восковой спелости максимум их численности отмечен  
в варианте с использованием микробного препарата «Полибакт».

Сравнительный анализ численности бактерий, усваивающих 
минеральный азот, показал, что в фазе выхода в трубку варьиро-
вание составляло от 3,4 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы в контроле 
до 13,6 × 107 КОЕ/г абс. сух. почвы в варианте с применением 
микробного препарата «Гордебак» (рис. 6). Максимум содержа-
ния усваивающих минеральный азот бактерий во всех вариантах 
опыта выявлен в фазу цветения, а минимум – в фазу восковой 
спелости для контроля и вариантов с применением для обработ-
ки растений микробных препаратов «Ресойлер» и «Гордебак». 
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Рис. 5. Сравнительный анализ численности фосфатмобилизирующих  
бактерий в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)

Рис. 6. Сравнительный анализ численности бактерий, усваивающих  
минеральный азот, в почве в посевах ячменя (в среднем за 2021–2022 гг.)
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В фазу восковой спелости в варианте с применением микроб-
ного препарата «Полибакт» существенного изменения числен-
ности усваивающих минеральный азот бактерий не произошло, 
вместе с тем она была максимальной по сравнению с другими 
вариантами опыта.

Заключение. Сравнительный анализ численности микро- 
организмов агрономически полезных групп в посевах ячменя  
в среднем за 2021–2022 гг. позволил выявить следующее. 

Применение изучаемых препаратов вызывает увеличение 
количества бактерий в фазы выхода в трубку, цветения и воско-
вой спелости. Максимальное количество микроорганизмов вы-
явлено в фазу цветения ячменя, а минимальная численность из-
ученных агрономически полезных бактерий была зафиксирова-
на в фазу восковой спелости зерна ячменя.

В основном более высокая численность бактерий отмечалась 
в варианте с применением препарата «Гордебак». В целом по эф-
фективности позитивного воздействия изучаемых препаратов 
на численность микроорганизмов агрономически полезных групп 
в посевах ячменя можно построить следующий ряд: «Горде- 
бак» > «Полибакт» > «Ресойлер».
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЧИСЛЕННОСТИ  
МИКРООРГАНИЗМОВ РАЗЛИЧНЫХ  
ЭКОЛОГО-ТРОФИЧЕСКИХ ГРУПП  

В ПОСЕВАХ ОЗИМОЙ РЖИ 

Н. М. ДАЙНЕКО, И. И. КОНЦЕВАЯ, С. Ф. ТИМОФЕЕВ

Гомельский государственный университет имени Ф. Скорины,  
Гомель, Беларусь, dajneko@gsu.by

Объектом исследования являлась биологическая активность агрономиче-
ски полезных групп микроорганизмов при обработке препаратами «Ресой-
лер», «Полибакт», «Гордебак» посевов озимой ржи. Сравнительный анализ 
численности микроорганизмов в посевах озимой ржи проводили в 2021–2022 гг. 
на землях агрокомбината «Южный» Гомельского района. Результаты иссле-
дований показали, что численность аммонифицирующих, усваивающих ми-
неральный азот, фосфатмобилизирующих, олигонитрофильных, олиготроф-
ных, целлюлозоразрушающих, олигокарбофильных бактерий в почве под по-
севами озимой ржи в среднем в 2022 г. была в 3,2 раза выше, чем в 2021 г. 
Наиболее высокая численность изучаемых бактерий различных эколого-тро-
фических групп отмечалась во всех фазах развития и вариантах опыта в ос-
новном в варианте «Гордебак».

Ключевые слова: озимая рожь, микробные препараты, микроорганизмы 
основных эколого-трофических групп.

Введение. Важнейшими свойствами почвы, определяющи-
ми плодородие, являются параметры биологической активно-
сти. В общем случае биологическая активность почвы – это со-
вокупность биологических и биохимических процессов, проте-
кающих в почве и связанных с жизнедеятельностью почвенной 
фауны, микрофлоры почвы и корней растений. Сохранение поч-
венного плодородия в условиях интенсивного земледелия явля-
ется весьма актуальным, а изучение факторов, влияющих на 
него, является теоретически и практически необходимым. Поч-
венная микробиота и микробиологические процессы играют 
особую роль в плодородии почвы [1].

Активизация микробно-растительного взаимодействия – мощ-
ный фактор продуктивного функционирования агрофитоценоза, 
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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 регулиро-
вать состав и численность микробного комплекса на корнях в со-
ответствии с потребностями и возможностями растений [2].

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-
чивает их урожайность [3–5], а также повышает устойчивость  
к негативному влиянию тяжелых металлов [6]. 

Определение биологической активности и биогенности почв 
позволяет оценить уровни почвенного плодородия.

Целлюлозолитическая активность почвы – один из показате-
лей биологической активности или способность почвенных ми-
кроорганизмов разлагать целлюлозу. Интенсивность разложе-
ния клетчатки зависит от обработки почвы, ее увлажнения, от 
количества доступных форм азота, удобрений и других показа-
телей. Значительное количество микроорганизмов обладает спо-
собностью к растворению фосфора. К ним относятся бактерии, 
грибы, актиномицеты и даже водоросли. Эти микроорганизмы 
способны развиваться в различных условиях, но существенно 
различаются по способности к растворению минерального фос-
фата, которая зависит от типа почвы, его физико-химического 
состава, а также культуры, которая на ней будет произрастать. 
Концентрация железа, температура и источники углерода и азо-
та в значительной степени влияют на фосфатмобилизирующие 
потенциалы этих микроорганизмов [7]. 

Установлена взаимосвязь эффективности фосфатмобилизу-
ющих бактерий с содержанием подвижных форм фосфора в дер-
ново-подзолистых рыхло- и связно-супесчаных почвах [8].
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Процессу аммонификации подвергаются азотсодержащие 
соединения с различной структурой: белки, аминокислоты, гли-
копептиды, нуклеиновые кислоты, амиды, алкалоиды, амины  
и др. Запасы азота в почве и ее нитрификационная способность 
являются объективными показателями плодородия [9].

Аммонифицирующие бактерии при помощи ферментов, вы-
деляемых ими в почву, разлагают сложные белковые молекулы 
на более простые соединения. Эти соединения осмотическим 
путем проникают в клетки микроорганизмов и под действием 
внутриклеточных ферментов подвергаются дезаминированию, 
при котором высвобождается аммиак [10].

Материалы и методы. Исследования выполняли в осенне-
весенний период 2021–2022 гг. на землях агрокомбината «Юж-
ный» вблизи н. п. Еремино Гомельского района Гомельской об-
ласти. Объектом исследований являлась биологическая активность 
агрономически полезных групп микроорганизмов при обработ-
ке посевов озимой ржи микробными биопрепаратами «Поли-
бакт», «Гордебак» и «Ресойлер». 

Комплексный микробный препарат «Полибакт», который 
применяли в исследованиях, восстанавливает микробоценоз поч-
вы и повышает урожайность сельскохозяйственных культур, 
разработан в Институте микробиологии НАН Беларуси. Препа-
рат «Полибакт» стимулирует жизнедеятельность микроорганиз-
мов основных эколого-трофических групп, ускоряет процессы 
минерализации растительных остатков в почве. Характеризуется 
фитопротекторным, ростстимулирующим, деструктивным, фос-
фатмобилизующим и азотфиксирующим свойствами. Экологи-
чески безопасен. 

Комплексный микробный препарат «Гордебак» позволяет 
получить экологически чистую продукцию и снизить пестицид-
ную нагрузку на агробиоценозы. Не фитотоксичен, безвреден 
для человека, животных, рыб, полезных насекомых. 

Микробный препарат «Ресойлер», применяемый в исследо-
ваниях, разработан в РУН «Институт защиты растений» и по-
зволяет осуществлять биоконтроль за фитопатогенами, обеспе-
чивает получение экологически чистой продукции растениевод-
ства и кормов, а также предназначен для оздоровления почвы  
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и почвогрунтов и повышения продуктивности агробиоценозов, 
повышения роста и урожайности растений. 

Для оценки эффективности микробных препаратов были за-
ложены полевые опыты на дерновоподзолистой легкосуглини-
стой почве на посевах озимой ржи. 

Опыт I: 
1) контроль – без обработки посевов озимой ржи микробны-

ми препаратами; 
2) обработка посевов озимой ржи микробным препаратом 

«Полибакт»;
3) обработка посевов озимой ржи микробным препаратом 

«Гордебак»; 
4) обработка посевов озимой ржи микробным препаратом 

«Ресойлер». Агрохимическая характеристика почвы опыта сле-
дующая: pH в KCl – 5,9; фосфор – 284 мг/кг; калий – 278 мг/кг. 

Площадь опытных делянок составляла 5 м2, размещение 
рендомизировано: повторность опытов – 4-кратная. Нормы рас-
хода по изучаемым микробным биопрепаратам «Полибакт», 
«Гордебак» и «Ресойлер» составляли 3 л/га. 

Микробиологическую индикацию почвы выполняли соглас-
но общепринятым в почвенной микробиологии методам [11, 12]. 

Для оценки влияния препаратов «Полибакт», «Гордебак»  
и «Ресойлер» на микробонаселение почвы (зимогенную, олиго-
трофную, автохтонную группы) использовали чашечный метод 
Коха, с помощью которого определяли численность аммонифи-
цирующих, амилолитических, олигонитрофильных, олигокар-
бофильных, автохтонных микроорганизмов на селективных  
питательных средах: мясопептонном (МПА), крахмало-аммиач-
ном агаре (КАА), среде Эшби, голодном (ГА), нитритном (НА) 
агарах соответственно. Все посевы проводили в трехкратной по-
вторности.

Результаты и обсуждение. Анализ вегетационного периода 
показал, что количество атмосферных осадков в 2022 г. состави-
ло 298 мм, тогда как в 2021 г. выпало 238 мм, что на 60 мм осад-
ков больше, чем в 2021 г. Это оказало влияние на численность 
микроорганизмов изучаемых эколого-трофических групп в сто-
рону их увеличения.
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Сравнительный анализ численности аммонифицирующих 
бактерий в посевах озимой ржи в 2021 и 2022 гг. показал, что  
в фазу выхода в трубку в варианте контроля она в 2,1 раза; в ва-
рианте «Ресойлер» в 1,1 раза; в варианте «Полибакт» в 2 раза  
и в варианте «Гордебак» также в 2 раза выше в 2022 г.

В фазу цветения численность аммонифицирующих бакте-
рий в 2022 г. в варианте контроля оказалась в 2,1 раза; в вариан-
те «Ресойлер» в 2,0 раза; варианте «Полибакт» в 2,3 раза и вари-
анте «Гордебак» в 3,8 раза выше, чем в 2021 г.

В фазу восковой спелости численность в контроле в 1,4 раза; 
в варианте «Ресойлер» в 1,9 раза; в варианте «Полибакт» в 2,6 ра-
за и в варианте «Гордебак» в 4,7 раза выше в 2022 г., чем в 2021 г. 
(рис. 1).
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Рис. 1. Динамика численности аммонифицирующих бактерий в почве  
под озимой рожью

Таким образом, сравнительный анализ численности аммо-
нифицирующих бактерий в посевах озимой ржи в 2021 и 2022 гг. 
показал, что во всех вариантах опыта и фазах развития, числен-
ность в 2022 г. в среднем в 4,2 раза была выше, чем в 2021 г. Наи-
большая численность бактерий отмечалась в варианте «Гордебак». 
Рассматривая численность бактерий усваивающих минераль-
ный азот, можно отметить, что в фазе выхода в трубку в вариан-
те контроль в 2022 г. она в 1,7 раза; в варианте «Ресойлер» также 
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в 1,7 раза, в варианте «Полибакт» в 1,8 раза; в варианте «Горде-
бак» в 4,5 раза больше, чем в 2021 г. В фазе цветения в вариан- 
те контроль, в варианте «Ресойлер» и в варианте «Полибакт»  
в 2,0 раза, в варианте «Гордебак» в 4,3 раза больше, чем в 2021 г. 
В фазе восковой спелости численность бактерий носила следую-
щий характер: в варианте контроля она в 1,2 раза, в варианте 
«Ресойлер» в 1,6 раза; в варианте «Полибакт» в 2,5 раза; в вари-
анте «Гордебак» в 1,5 раза выше, чем в 2021 г. (рис. 2). 
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Рис. 2. Динамика численности бактерий, усваивающих минеральный азот  
в почве под озимой рожью

Итак, численность бактерий, усваивающих минеральный 
азот, во всех вариантах опыта и фазах развития растений соста-
вила 20 × 106 КОЕ/г абс. сух. почвы и более. Численность бакте-
рий в 2022 г. оказалась выше в 1,8 раза по сравнению с 2021 г. 
Наибольшая численность микроорганизмов отмечалась во всех 
фазах развития в варианте «Гордебак» за исключением фазы 
восковой спелости в 2022 г., где наибольшая численность наблю-
далась в варианте «Полибакт».

Анализируя численность олигонитрифицирующих бактерий 
в фазе выхода в трубку, можно видеть, что в 2022 г. в варианте 
контроля она в 1,9 раза; в варианте «Ресойлер» в 1,4 раза; в вари-
анте «Полибакт» в 1,9 раза; в варианте «Гордебак» в 2,7 раза 
выше, чем в 2021 г.
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В фазе цветения также отмечено превышение численности 
бактерий в 2022 г. по сравнению с 2021 г.: в варианте контроля  
в 2 раза; в варианте «Ресойлер» в 1,2 раза; в варианте «Полибакт» 
в 1,1 раза; в варианте «Гордебак» в 2,0 раза.

В фазе восковой спелости также наблюдалось превышение 
численности бактерий в 2022 г.: в варианте контроля в 1,1 раза;  
в варианте «Ресойлер» в 1,5 раза; в варианте «Полибакт» в 1,3 ра
за и в варианте «Гордебак» в 1,5 раза по сравнению с 2021 г.  
(рис. 3).
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Рис. 3. Динамика численности олигонитрофильных бактерий в почве  
под озимой рожью

Таким образом, численность олигонитрофильных бактерий 
в 2022 г. во всех вариантах опыта и фазах развития в 1,6 раза 
была больше, чем в 2021 г. Наибольшая численность бактерий 
во всех вариантах опыта и по годам исследований отмечена  
в варианте «Гордебак».

Анализ численности фосфатмобилизирующих бактерий в почве 
в 2021 и в 2022 гг. показал, что в фазе выхода в трубку в варианте 
контроля численность в 11,4 раза; в варианте «Ресойлер» в 9,8 ра
за; в варианте «Полибакт» в 4,9 раза и в варианте «Гордебак»  
в 5,3 раза выше в 2022 г. по сравнению с 2021 г.

В фазе цветения численность в варианте контроль в 29,3 ра
за; в варианте «Ресойлер» в 2,5 раз; в варианте «Полибакт»  
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в 12,5 раза; в варианте «Гордебак» в 11,6 раза больше в 2022 г., 
чем в 2021 г.

В фазе восковой спелости численность в варианте контроля 
в 35 раз; в варианте «Ресойлер» в 33,3 раза; в варианте «Поли-
бакт» в 16,1 раза; в варианте «Гордебак» в 12 раз больше, чем  
в 2021 г. (рис. 4).
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Рис. 4. Численность фосфатмобилизирующих бактерий в почве  
под озимой рожью

Таким образом, сравнительный анализ численности фосфат-
мобилизирующих бактерий в посевах озимой ржи показал, что 
во всех вариантах и фазах развития численность в 2022 г. в сред-
нем в 7,4 раза больше по сравнению с 2021 г.

Рассматривая численность олиготрофных бактерий очевид-
но, что в фазе выхода в трубку в 2022 г. в варианте контроля она 
в 1,9 раза; в варианте «Ресойлер» в 1,5 раза; в варианте «Горде-
бак» в 1,6 раза, а варианте «Полибакт» в 1,2 раза выше числен-
ности бактерий в 2021 г. В фазе цветения численность бактерий 
в варианте контроля в 2 раза; в варианте «Ресойлер» в 1,6 раза;  
в варианте; «Гордебак» в 1,7 раза выше в 2022 г. В варианте «По-
либакт» численность бактерий как в 2021г., так и в 2022 г. прак-
тически мало отличалась между собой.



Биотехнологии	для	сельского	хозяйства 229

В фазе восковой спелости в варианте контроль численность 
бактерий в 2,7 раза; в варианте «Ресойлер» в 1,4 раза; в варианте 
«Гордебак» в 1,1 раза выше в 2022 г. по сравнению с 2021 г.  
В варианте «Полибакт» численность бактерий в 1,4 раза была 
выше в 2021 г. по сравнению с 2022 г.

Итак, анализ показал, что в среднем численность бактерий  
в 2022 г. оказалась выше в 2,7 раза, чем в 2021 г. (рис. 5).
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Рис. 5. Динамика численности олиготрофных бактерий в почве  
под озимой рожью

Следует отметить, что численность бактерий в варианте 
«Полибакт» в 2022 г. превышала численность бактерий в 2021 г. 
на всех фазах развития.

Численность бактерий в варианте «Гордебак» по сравнению 
с другими вариантами опыта была выше как в 2021 г., так  
и в 2022 г.

Анализ численности целлюлозоразрушающих бактерий  
в почве в 2021 и в 2022 гг. показал, что в фазе выхода в трубку 
в варианте контроль численность в 1,6 раза; в варианте «Ресой-
лер» в 1,6 раза; в варианте «Полибакт» в 1,8 раза выше в 2022 г., 
а в варианте «Гордебак» в 1,1 раза ниже численности в 2021 г. 
(рис. 6).
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Рис. 6. Численность целлюлозоразрушающих бактерий в почве  
под озимой рожью

В фазу цветения численность в варианте контроля в 1,5 раза; 
в варианте «Ресойлер» в 1,7 раза; в варианте «Полибакт» в 1,8 ра-
за; в варианте «Гордебак» в 1,7 раза выше в 2022 г., чем в 2021 г.

В фазу восковой спелости численность бактерий в варианте 
контроля и в варианте «Ресойлер» в 2021 и 2022 гг. была практи-
чески сходной. 
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Рис. 7. Численность олигокарбофильных бактерий в почве под озимой рожью
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Сравнительный анализ численности целлюлозоразрушаю-
щих бактерий показал, что численность бактерий в 2022 г. ока-
залась больше в 2,5 раза, чем в 2021 г.

Сравнительный анализ численности олигокарбофильных 
бактерий показал, что в фазе выхода в трубку в варианте кон-
троль численность в обоих годах исследований мало отличалась 
между собой; в варианте «Ресойлер» численность в 1,7 раза ока-
залась выше в 2021 г.; в варианте «Полибакт» в 1,3 раза; в вари-
анте «Гордебак» в 1,9 раза численность бактерий была больше  
в 2022 г. (рис. 7).

Сравнительный анализ численности олигокарбофильных бак-
терий в посевах озимой ржи выявил, что в 2022 г. она в среднем 
в 1,9 раза была выше, чем в 2021 г.

Заключение. Сравнительный анализ численности микроор-
ганизмов различных эколого-трофических групп в посевах ози-
мой ржи показал, что она в среднем в 2022 г. была в 3,2 раза 
выше, чем в 2021 г.
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Annotation. The object of the study was the biological activity of agronomi-
cally useful groups of microorganisms during the treatment of winter rye crops 
with microbial biological preparations “Resoiler”, “Polybakt”, “Gordebak”. The 
study was carried out in 2021–2022. on the lands of the Yuzhny agricultural com-
plex in the Gomel region. Comparative analysis of the number of microorganisms in 
winter rye crops. The results of the research showed that the number of ammonify-
ing, assimilating mineral nitrogen, phosphate-mobilizing, oligonitrophilic, phos-
phate-mobilizing, oligotrophic, cellulose-destroying, oligocarbophilic bacteria in 
the soil under winter rye crops was on average 3.2 times higher in 2022 than in 
2021. The highest abundance of the studied ecological and trophic groups of bacte-
ria was noted in all phases of development and experimental variants, mainly in the 
Gordeback variant. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ОТБОР ШТАММОВ  
СПОРООБРАЗУЮЩИХ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUS, 

ОБЛАДАЮЩИХ ПРОБИОТИЧЕСКИМИ СВОЙСТВАМИ, 
ИЗ МИКРОБИОТЫ РУБЦА ЖВАЧНЫХ ЖИВОТНЫХ

В. С. ЛЕТВИНОВА1, А. А. БАРЕЙКО2,  
Е. А. РАЕВСКАЯ 3, Н. В. СВЕРЧКОВА1

1ГНПО «Химический синтез и биотехнологии», Минск, Беларусь, 
gnpo@biotech.bas-net.by 

2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь 
3Биологический факультет, Белорусский государственный  

университет, Минск, Беларусь, bsu@bsu.by

Проведены исследования по выделению и отбору штаммов бактерий  
с высокой целлюлолитической активностью из микробиома рубца жвачных 
животных. В результате скрининга отобраны 3 культуры бактерий (C 2.1,  
L 1.3, L 1.4), которые по культурально-морфологическим, физиолого-биохи-
мическим, молекулярно-генетическим свойствам идентифицированы как 
Bacillus licheniformis L 1.3, С 2.1 и Bacillus velezensis L 1.4. Изучение пробио-
тического потенциала отобранных штаммов бактерий открывает возможно-
сти создания на их основе кормовых добавок нового поколения.

Ключевые слова: микроорганизмы начального отдела желудка, промыш-
ленно ценные изоляты микроорганизмов, антагонистическая активность, 
ферментативная активность.

Введение. Микробиоценоз рубца – это сложная симбиотиче-
ская экосистема, включающая сотни видов бактерий, грибов, 
метаногенных архей и простейших. В настоящее время деталь-
но изучена лишь малая часть этого сложного сообщества [1]. Са-
мой многочисленной и разнообразной группой микроорганиз-
мов, населяющих рубец, считаются бактерии (примерно 95 %), 
большинство из которых являются факультативными и обли-
гатными анаэробами. Говоря о бактериях рубца, их чаще всего 
классифицируют в соответствии с функциональным потенциа-
лом, а не систематическим положением, например, целлюлозо-
литические, амилолитические, липолитические, протеолитиче-
ские и др. [2].
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Микроорганизмы рубца играют важную роль в переварива-
нии углеводов, белков и жиров кормов, обеспечивая организм 
хозяина энергией за счет продукции летучих жирных кислот  
в процессе анаэробного брожения [1]. Помимо вклада в перева-
ривание корма, микроорганизмы рубца синтезируют большое 
количество ценных для организма животного биологических 
соединений (незаменимых аминокислот, пептидов, витаминов, 
полисахаридов и др.), а также ингибируют развитие возбудите-
лей инфекций животных [3].

Самым распространенным методом борьбы с заболеваниями 
крупного рогатого скота (маститами, эндометритами, ацидозами 
и др.) до сих пор является применение антибиотиков. Однако 
этот способ имеет ряд недостатков. Во-первых, длительное при-
менение антибиотиков приводит к тому, что бактериальные бо-
лезни не поддаются лечению, так как патогенные бактерии при-
обретают резистентность к использованным антибиотикам.  
Во-вторых, животноводческая продукция не соответствует кри-
териям безопасности из-за применения антибиотиков в кормах 
животных, что в последующем может вызывать различные на-
рушения здоровья людей [4]. Эффективным способом решения 
данной проблемы является применение в животноводческой от-
расли пробиотиков – ветеринарных препаратов и кормовых до-
бавок на основе бактерий с пробиотическими свойствами. В от-
личие от антибиотиков, их действие направлено на стимуляцию 
роста полезных и ингибирование патогенных и условно-пато-
генных микроорганизмов [5]. 

Ассортимент мирового рынка препаратов пробиотического 
действия для животноводства достаточно широк, его формиру-
ют биотехнологические компании стран Евросоюза, Америки, 
России. В Беларуси потребности кормопроизводства в пробио-
тиках удовлетворяются, в основном, за счет импорта, что явля-
ется экономически затратным и обуславливает актуальность ис-
следований, направленных на поиск и выделение новых высоко-
активных пробиотических штаммов бактерий.

Цель работы – выделение из микробиома рубца жвачных 
животных, отбор и характеристика штаммов бактерий с пробио-
тическими свойствами. 
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Материалы и методы. В работе использованы штаммы спо-
рообразующих бактерий Bacillus licheniformis L 1.3, C 2.1  
и B. velezensis L 1.4, выделенные из рубцовой жидкости жвач-
ных животных. В качестве тест-объектов при изучении антаго-
нистической активности использовали патогенные и условно-
патогенные бактерии – Escherichia coli K3, E. coli 39A, Staphylo-
coccus aureus 1528, St. aureus 1841 и Salmonella dublin (Vet). 

Выделение целевых групп бактерий из рубца проводили, ис-
пользуя стандартные микробиологические методы исследова-
ний. Асептически отбирали 1,0 мл рубцовой жидкости, делали 
ряд десятикратных разведений в физиологическом растворе 
(0,9 % NaCl), по 100 мкл из 104–106 разведения высевали на пи-
тательные среды для культивирования факультативно и обли-
гатно анаэробных бактерий: тиогликолиевую среду (Condalab, 
Испания), колумбийский агар (Condalab, Испания), среду для 
вы деления бактерий рода Clostridium (Condalab, Испания). По-
севы инкубировали при 37 °С в течение 48–72 ч. После этого от-
бирали морфологически отличающиеся колонии, которые пере-
севали до получения монокультур.

Культуры целлюлолитических бактерий из рубцовой жидко-
сти жвачных животных получали в соответствии с методикой [6].

Морфологию клеток изучали методом световой микроско-
пии препаратов, окрашенных по методу Грама, используя мик-
роскоп Nikon Eclipse Е200 (Япония), при увеличении 1:1000. 
Идентификацию выделенных бактерий проводили методом 
MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа тотальных кле-
точных белков по стандартной методике. Экстракцию белков из 
бактериальных клеток проводили с помощью 96%-ного этанола  
и 70 % раствора муравьиной кислоты по стандартной методике, 
разработанной компанией Bruker Daltonics [7]. Снятие спектров 
проводили в автоматическом режиме на масс-спектрометре 
MALDI Biotyper MicroFlex (Bruker Daltonics, Германия), диапа-
зон спектра – 2000–20000 Да. В качестве матрицы использовали 
α-циано-4-гидроксикоричную кислоту (α-HCCA).

Выделение тотальной ДНК осуществляли методом ЦТАБ/
ДСН [8].
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ПЦР смесь (20 мкл) содержала 1 мкл бактериальной ДНК,  
10 мкл 2Х Premix (Праймтех, Беларусь), 7 мкл деионизирован-
ной воды и по 1 мкл каждого праймера. Полимеразную цепную 
реакцию проводили в амплификаторе «Bio-Rad T100» (США). 
Для идентификации бактерий B. velezensis использовали видо-
специфичные праймеры Z9-5F (5’-ggctcgtggcacaatagacc-3 )̀ и Z9-5R 
(5’-agcgtgtttaggtgctttga-3’) [9]. Ожидаемый продукт амплифика-
ции с данными праймерами – 280 п. н. Условия реакции: 95 °С – 
3 мин (начальная денатурация ДНК-матрицы); 30 циклов с чере-
дованием следующих температур: 95 °С – 30 с (денатурация),  
55 °С – 34 с (отжиг праймеров), 72 °С – 34 с (элонгация цепей);  
72 °С – 5 мин (достройка цепи).

Для идентификации бактерий B. lichenformis использовали 
видоспецифичные праймеры 177F1 (5’-cgttgaccgtgatatcagcat-3’)  
и 304R1 (5’-gcaggaaacatcgacttc-3’) [10]. Ожидаемый продукт ампли-
фикации с данными праймерами – 145 п. н. Условия реакции:  
95 °С – 5 мин (начальная денатурация ДНК-матрицы); 30 циклов 
с чередованием следующих температур: 95 °С – 30 с (денатура-
ция), 60 °С – 30 с (отжиг праймеров), 72 °С – 20 с (элонгация 
цепи); 72 °С – 5 мин (достройка цепи).

Для определения генов, ответственных за синтез антимик-
робных соединений разной химической природы, использовали 
праймеры, приведенные в табл. 1 [10]. Условия реакции: 95 °С – 
5 мин (начальная денатурация); 30 циклов с чередованием сле-
дующих температур: 95 °С – 30 с (денатурация), 54–57 °С – 30 с 
(отжиг праймеров, температура варьировала в зависимости от 
пар праймеров), 72 °С – 2,5 мин (элонгация цепи); 72 °С – 10 мин 
(достройка цепи).

Антимикробную активность исследуемых бактерий оцени-
вали методом лунок [11]. Ферментативную активность (протео-
литическую, целлюлолитическую, амилолитическую, липоли-
тическую) оценивали качественными методами с использованием 
общепринятых методик [13, 14]. Устойчивость бацилл к кислоте 
и желчи изучали в модельных опытах in vitro [15]. 

Результаты и обсуждение. Выделение физиологически зна-
чимых групп микроорганизмов рубца жвачных животных (цел-
люлолитических, амилолитических, молочнокислых и лактату-
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тилизирующих бактерий), проводили методом накопительного 
культивирования на жидких селективных средах с последую-
щим высевом на плотные питательные среды. Чистые культуры 
микроорганизмов получали путем последовательных рассевов 
методом истощающего штриха. 

В результате было выделено 11 изолятов бактерий, отли-
чающихся по фенотипическим признакам (структура, форма, 
контур края, поверхность и цвет колоний). Первичную иден-
тификацию культур проводили с ипользованием MALDI-TOF. 
В результате масс-спектрометрического анализа белковых про-
филей определена видовая принадлежность культур: 4 штамма 
отнесены к виду B. licheniformis, остальные штаммы – к ви-
дам B. velezensis, Escherichia coli, Lacticaseibacillus paracasei, 
Lentilactobacillus kefiri, Pediococcus acidilactici, Streptococcus 
equinus (табл. 2).

Известно, что бактерии P. acidilactici, наряду с S. bovis, 
рассматриваются как маркеры ацидоза у жвачных животных 
и могут использоваться в дальнейших исследованиях для оцен-
ки эффективности пробиотических кормовых добавок для 
профилактики данного заболевания [16].

Таблица 1. Последовательность праймеров

Праймер Последовательность (5`–3`) Ген, продукт гена  
(метаболит)

Температура 
отжига (°С)

Размер  
продукта  

(п. н.)

Fsrf
Rsrf

ttgagaaagcgatacaggaattcg
tcgcatcttcaatcagcgtgatc srfAA, сурфактин 57 1131

Ffen
Rfen

aactcacgcacaaagaagag
acaaaggacaggaactctgc fenA, фенгицин 54 903

Fbac
Rbac

gcaggaaggtgtaacaatgg
tccttgttgcggaaatgtcc bmyD, бацилломицин 56 723

Fmac
Rmac

acataaaaccaatcgttgtttcg
tgtcccattagatacctgatgc mlnA, макролактин 54 1077

Fbae
Rbae

tggtgtcatctggtaaagtgg
actcagccattcatcaccag baeB, бациллен 55 860

Fdif
Rdif

agatgcttacgtttgtgttcc
agcagtatcagactcttctttcg dfnA, диффицидин 54 887

Fbaci
Rbaci

tgactgcgtgttttgatttgg
aacgcataaatcatgcatcg dhbA, бациллибактин 54 846
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Таблица 2. Видовая принадлежность и культуральные свойства 
выделенных микроорганизмов – представителей физиологически 

значимых групп микробиоты рубца лактирующих коров

Изолят
Результат  

MALDI-TOF МС  
анализа 

Морфология колоний и клеток
Световая  

микроскопия  
(×1:1000)

6.4 Escherichia coli

Колонии округлой или немного 
вытянутой формы молочно-белого 
цвета, блестящие, грамотрица-
тельные мелкие палочки

C 2.1 Bacillus 
licheniformis

Колонии молочного цвета  
с неровным краем и морщинистой 
поверхностью, грамположительные 
палочки

C 2.2 Pediococcus 
acidilactici

Мелкие колонии бледно-кремового 
цвета с ровным краем,  
грамположительные кокки

CL 1.1 Bacillus 
licheniformis

Ослизненные колонии с неровным 
краем молочного цвета,  
грамположительные палочки

CL 3 Pediococcus 
acidilactici

Плоские молочно-белые круглые 
колонии с ровным краем,  
грамположительные мелкие кокки

CL 4 Lacticaseibacillus 
paracasei

Слегка выпуклые круглой формы 
молочно-белые колонии с ровным 
краем, грамположительные па-
лочки
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Отбор функционально активных штаммов бактерий с вы-
сокой целлюлолитической активностью проводили методом 
лунок на агаризованной питательной среде c добавлением 
0,1%-ным Na-КМЦ и последующим окрашиванием 0,1%-ным 
водным раствором Конго красный. Об уровне целлюлазной 
активности штаммов судили по диаметру зоны гидролиза 
(просветления) агара вокруг лунок (табл. 3).

Изолят
Результат  

MALDI-TOF МС  
анализа 

Морфология колоний и клеток
Световая  

микроскопия  
(×1:1000)

L 1.3 Bacillus  
licheniformis

Слизистые колонии молочного 
цвета с неровным краем и морщи-
нистой поверхностью, грамполо-
жительные палочки

L 1.4 Bacillus velezensis

Гладкие округлые колонии с ризо-
идным краем молочного цвета, 
грамположительные палочки

T 1 Lentilactobacillus  
kefiri

Полупрозрачные белые колонии с 
ровным краем, грамположитель-
ные палочки

T 2 Streptococcus  
equinus

Вогнутые колонии матово-белого 
цвета, грамположительные кокки

T 3.1 Bacillus  
licheniformis

Ослизненные с неровным краем 
колонии молочно-белого цвета, 
грамположительные палочки

Окончание табл. 2
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Таблица 3. Оценка целлюлолитической активности выделенных штаммов 
из рубцовой жидкости лактирующих коров

Изолят Культура Диаметр зоны  
гидролиза агара, мм

6.4 E. coli 0,0
C 2.1 B. licheniformis 33,5 ± 0,5
C 2.2 P. acidilactici 0,0
CL 1.1 B. licheniformis 5,0 ± 0,5
CL 3 P. acidilactici 0,0
CL 4 L. paracasei 0,0
L 1.3 B. licheniformis 31,5 ± 0,5
L 1.4 B. velezensis 40,0 ± 0,5
T 1 L. kefiri 0,0
T 2 S. equinus 0,0
T 3.1 B. licheniformis 7,5 ± 0,5

В результате скрининга отобрано 3 штамма бактерий  
(B. licheniformis C 2.1 и L 1.3, B. velezensis L 1.4), проявляющих 
высокую целлюлолитическую активность. Изучены их физио-
лого-биохимические свойства. Установлено, что исследуе- 
мые культуры являются грамположительными бактериями  
с эллиптически термоустойчивыми эндоспорами, расположен-
ными центрально или субтерминально. 

При выявлении продукции окислительно-восстановитель-
ных ферментов показано, что данные штаммы являются ката-
лазоположительными и оксидазоотрицательными. Реакция 
Фогеса – Проскауэра (способность к продукции ацетоина – 
продукта анаэробного превращения глюкозы) положительная 
для всех штаммов. Все проанализированные бактерии утили-
зируют глюкозу, арабинозу, ксилозу и маннит. На основании 
окислительно-ферментативного (О/Ф) теста Хью – Лейфсона 
[12] исследуемые бактерии имеют сбраживающий (фермента-
тивный) тип метаболизма сахаров, а также обладают способ-
ностью к гидролизу желатина (табл. 4).

По результатам изучения морфолого-культуральных, фи-
зиолого-биохимических, молекулярно-генетических свойств 
отобранные культуры L 1.3, L 1.4, С 2.1 отнесены к споро- 
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образующим бактериям B. licheniformis L 1.3, С 2.1 и B. velezen-
sis L 1.4.

Важным критерием отбора культур бактерий, перспектив-
ных для использования в сельском хозяйстве, являются их 
пробиотические свойства, такие как комплексная фермента-
тивная и высокая антагонистическая активность по отноше-
нию к условно-патогенным микроорганизмам жвачных жи-
вотных, а также способность выживать в различных отделах 
ЖКТ животного. 

Ферментативную активность штаммов B. licheniformis C 2.1, 
L 1.3 и B. velezensis L 1.4 в супернатанте (амилазную, липаз-
ную, протеазную, целлюлазную) определяли чашечным ме-
тодом.

Таблица 4. Физиолого-биохимические свойства  
отобранных штаммов бактерий

Признак B. licheniformis  
C 2.1

B. licheniformis  
L 1.3

B. velezensis  
L 1.4

Внешний вид колонии  
под бинокуляром 

Окраска по Граму + + +
Тест Грегерсена (КОН-тест) – – –
Образование спор + + +
Подвижность + + +
Продукция каталазы + + +
Продукция оксидазы – – –
Образование ацетоина  
в реакции Фогеса – Проскауэра + + +

Утилизация глюкозы + + +
Утилизация арабинозы + + +
Утилизация ксилозы + + +
Утилизация маннита + + +
О/Ф тест по Хью – Лейфсону «Ф» реакция
Гидролиз (разжижение) желатина + + +

П р и м е ч а н и я:  «+» – положительная реакция; «–» – отрицательная 
реакция; «Ф» реакция – ферментативный тип метаболизма углеводов.
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Выявление амилолитической активности осуществляли мето-
дом лунок на плотной питательной среде с добавлением 0,2%-ного 
растворимого крахмала и последующим окрашиванием поверх-
ности среды раствором Люголя. О способности гидролизовать 
крахмал судили по диаметру зоны гидролиза агара вокруг лунок. 
Установлено, что все исследуемые штаммы проявляют высокую 
амилолитическую активность, образуя зоны гидролиза размером 
41,0–47,0 мм, что сопоставимо с уровнем продукции фермента 
производственного штамма B. velezensis БИМ В-497 Д (И22), 
входящего в состав кормовой добавки «Споробакт-К» (рис. 2, 
табл. 5).

Целлюлолитическую активность определяли методом лунок 
на агаризованной питательной среде c добавлением 0,1%-ного 
Na-КМЦ и последующим окрашиванием 0,1%-ным водным рас-
твором конго красного. Появление зоны гидролиза вокруг лунок 
свидетельствует о продукции бактериями целлюлолитических 
ферментов. Высокой целлюлолитической активностью облада-
ет штамм B. velezensis L 1.4, образующий зону гидролиза разме-
ром 40,5 мм, равную зоне гидролиза производственного штамма 
B. velezensis БИМ В-497 Д (И22). Размер зоны гидролиза для 
штаммов B. licheniformis C 2.1 и L 1.3 равен 33,5 и 32,0 мм соот-
ветственно (см. рис. 2, табл. 5).

а б
                              а                                                       б

Рис. 2. Зоны гидролиза крахмала (а) и 0,1 % Na-КМЦ (б) отобранными  
штаммами спорообразующих бактерий рода Bacillus
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Для выявления липолитической активности исследуемых 
штаммов использовали питательную среду с 0,01%-ным CaCl2,  
с добавлением одного из сополисорбатов: Tween-20 (эфир лаури-
новой кислоты), Tween-40 (эфир пальмитиновой кислоты) или 
Tween-80 (эфир олеиновой кислоты). О наличии липазной актив-
ности у бактерий судили по образованию вокруг лунки зоны 
осаждения кристаллов кальциевых солей жирных кислот. Как 
видно на рис. 3, продукция внеклеточных липаз на среде с до-
бавлением Tween-20 наблюдается у штамма B. velezensis L 1.4, 
зона гидролиза которого находится на одном уровне с референт-
ным штаммом B. velezensis БИМ В-497 Д (И22). Зоны помутне-
ния на средах с Tween-40 и Tween-80 отмечены только для штам-
мов B. licheniformis C 2.1 и L 1.3 (рис. 3, см. табл. 5).

Tween-20 Tween-40 Tween-80

Рис. 3. Липолитическая активность отобранных штаммов  
спорообразующих бактерий 

Для выявления протеолитической активности использовали 
агар Эйкмана, где в качестве субстрата содержится обезжирен-
ное молоко. Гидролиз казеина определяли по зоне гид ролиза среды 
вокруг лунок вследствие воздействия микробных протеаз. Уста-
новлено, что для штаммов B. licheniformis С 2.1 и L 1.3 размер 
зоны гидролиза равен 16,0 и 18,0 мм соответственно. Наиболь-
шей протеолитической активностью обладает штамм B. vele zen-
sis L 1.4, образующий зону гидролиза диаметром 30,5 мм, которая 
находится на одном уровне с референтным штаммом B. velezen-
sis БИМ В-497 Д (И22) (рис. 4, см. табл. 5).

При изучении спектра антимикробной активности установ-
лено, что штаммы B. licheniformis L 1.3 и C 2.1 не подавляют рост 
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условно-патогенных микроорганизмов жвачных животных (E. coli, 
S. dublin, St. aureus), однако штамм B. velezensis L 1.4 проявляет 
выраженную антагонистическую активность по отношению к ис-
пытанным тест-объектам. Стоит отметить, что диаметр зоны 
подавления роста условных патогенов выделенным штаммом  
B. velezensis L 1.4 находится на уровне или превышает показатели 
антимикробной активности производственных штаммов кор- 
мовой добавки «Споробакт-К» (B. velezensis БИМ В-497 Д  
и B. subtilis БИМ В-713 Д). Так, по отношению к E. coli K3 и 39А, 
а также для S. aureus БИМ В-1841 диаметр зоны подавления ро-
ста штаммом L 1.4 превышает референтные; к S. dublin (Vet)  
и S. aureus 1528 – диаметр зоны подавления роста условных па-
тогенов превышает только штамм БИМ В-713 Д (табл. 6).

Согласно литературным данным [11], антагонистическая ак-
тивность бактерий рода Bacillus может быть обусловлена про-
дукцией антимикробных соединений различной химической 
природы – липопетидов (сурфактин, фенгицин, бацилломицин), 
поликетидов (макролактин, бациллен, диффицидин), сидерофо-
ров (бациллибактин) и др. Для детекции фрагметов генов, от-
ветственных за синтез антимикробных метаболитов, проведен 
ПЦР-анализ. Установлено, что детекция продуктов амплифика-
ции штаммом B. velezensis L 1.4 отмечается для таких антимик-
робных соединений как сурфактин, бацилломицин, бациллен, 
бациллибактин, диффицидин, фенгицин, макролактин, что под-
тверждает высокую антагонистическую активность культуры  
в отношении условно-патогенных микроорганизмов жвачных 
животных (рис. 6). 

B. licheniformis
C 2.1

B. licheniformis
L 1.3 

B. velezensis 
L 1.4

B. velezensis
БИМ В-497 Д

Рис. 4. Зоны гидролиза казеина отобранными штаммами  
спорообразующих бактерий
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1, 12, 13, 24, 25, 36, 37 – отрицательный контроль (без ДНК); 2, 7, 14, 19, 26, 31, 
38 – продукты ПЦР штамма B. licheniformis Л 1.3; 3, 8, 15, 20, 27, 32, 39 – про-
дукты ПЦР штамма B. velezensis Л 1.4; 4, 9, 16, 21, 28, 33, 40 – продукты ПЦР 
штамма B. licheniformis С 2.1; 5, 10, 17, 22, 29, 34, 41 – продукты ПЦР БИМ 
В-497 Д (положительный контроль); 6, 11, 18, 23, 30, 35, 42 – БИМ В-713 Д (по-
ложительный контроль); М – маркер молекулярной массы ДНК (GeneRuler 

DNA Ladders 1 kb Plus)
Рис. 6. Электрофореграммы продуктов амплификации фрагментов генов: srfAA 
(сурфактин – А), bmyD (бацилломицин – Б), baeB (бациллен – В), dhbA (бациллибак-

тин – Г), dfnA (диффицидин – Д), fenA (фенгицин – Е), mlnA (макролактин – Ж)

Для определения устойчивости бактерий к агрессивным ус-
ловиям ЖКТ жвачных животных, исследуемые штаммы культи-
вировали в жидких питательных средах при pH 2 и 4, а также  
в условиях искусственного желудочного сока (среда с pH 2 и пеп-
сином). Установлено, что спустя 12 ч культивирования выживае-
мость клеток штаммов B. licheniformis C 2.1, L 1.3 и B. velezensis 
L 1.4 при разных pH сохраняется на исходном уровне (табл. 7).

Также проведена оценка выживаемости исследуемых штам-
мов под действием 10%-ного раствора желчи. Установлено, 
что спустя 12 ч инкубирования титр клеток не изменился  
и составлял 3,5–5,2 × 107 КОЕ/мл (табл. 8).
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Заключение. В результате проведенного скрининга отобрано 
3 штамма бактерий (C 2.1, L 1.3, L 1.4), проявляющих высокую 
целлюлолитическую активность. По результатам исследования 
морфолого-культуральных, физиолого-биохимических, молеку-
лярно-генетических свойств отобранные культуры L 1.3, L 1.4,  
С 2.1 отнесены к спорообразующим бактериям B. licheniformis  
L 1.3, С 2.1 и B. velezensis L 1.4. Видовая принадлежность под-
тверждена также методом ПЦР с видоспецифичными праймерами. 
Показано, что штамм B. velezensis L 1.4 проявляет высокую ан-
тимикробную активность к широкому спектру испытанных 
тест-объектов условных патогенов, которая может быть обу-
словлена продукцией антимикробных метаболитов различной 
природы – бацилломицина, бациллена, бациллибактина, диф-
фицидина, фенгицина, макролактина. Исследуемые культуры 
характеризуются высокой протеазной, альфа-амилазной, липаз-

Таблица 7. Устойчивость штаммов бактерий, выделенных  
из рубцовой жидкости лактирующих коров, к низким значениям pH

Штамм pH среды
КОЕ/мл

0 ч 12 ч

B. licheniformis C 2.1
2,0 (3,2 ± 0,1) × 107 (9,3 ± 0,2) × 106

4,0 (4,2 ± 0,4) × 107 (4,0 ± 0,1) × 107

2,0 (с пепсином) (3,5 ± 0,2) × 107 (7,1 ± 0,3) × 106

B. licheniformis L 1.3
2,0 (3,5 ± 0,2) × 107 (5,3 ± 0,4) × 106

4,0 (4,2 ± 0,4) × 107 (4,1 ± 0,5) × 107

2,0 (с пепсином) (3,9 ± 0,1) × 107 (6,4 ± 0,2) × 106

B. velezensis L 1.4
2,0 (5,8 ± 0,4) × 107 (5,3 ± 0,1) × 107

4,0 (6,3 ± 0,3) × 107 (6,2 ± 0,2) × 107

2,0 (с пепсином) (4,5 ± 0,3) × 107 (4,0 ± 0,2) × 107

Таблица 8. Устойчивость штаммов бактерий, выделенных  
из рубцовой жидкости лактирующих коров, к действию желчи

Культура
КОЕ/мл

0 ч 6 ч 12 ч

B. licheniformis (C 2.1) (3,6 ± 0,1) × 107 (3,3 ± 0,1) × 107 (3,5 ± 0,1) × 107

B. licheniformis (L 1.3) (3,7 ± 0,2) × 107 (3,5 ± 0,1) × 107 (3,7 ± 0,2) × 107

B. velezensis (L 1.4) (5,2 ± 0,2) × 107 (5,2 ± 0,2) × 107 (5,2 ± 0,1) × 107
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ной активностью. В модельных опытах установлена устойчи-
вость исследуемых культур B. velezensis L 1.4, B. licheniformis C 2.1 
и B. licheniformis L 1.3 к действию неблагоприятных условий 
ЖКТ животных (кислоте, желчи, пепсину). Проведенные иссле-
дования подтверждают наличие пробиотического потенциала  
у штаммов бактерий, выделенных из микробиома рубца жвач-
ных животных, что открывает возможности создания новых 
кормовых добавок на их основе.
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Studies have been carried out on the isolation and selection of bacterial strains 
with high cellulolytic activity from the microbiome of the rumen of ruminants. As a 
result of screening, 3 bacterial cultures (C 2.1, L 1.3, L 1.4) were selected, which 
were identified as Bacillus licheniformis L 1.3, C 2.1 and Bacillus velezensis L 1.4 
by morphological-cultural, physiological-biochemical, molecular-genetic proper-
ties. The study of the probiotic potential of the selected strains of bacteria opens up 
the possibility of creating a new generation of feed additives based on them. 

Keywords: microorganisms оf the initial part of the stomach, industrially valu-
able bacterial isolates, antagonistic activity, enzymatic activity.

Поступила в редакцию 15.06.2023



250	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

УДК 579.64

ПРЕПАРАТЫ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ АМИЛАЗ,  
ЛИПАЗ И КЛЕТОК БАКТЕРИЙ-ПРОДУЦЕНТОВ  

ДЛЯ ЦЕЛЕЙ СЕЛЬСКОГО ХОЗЯЙСТВА

А. Ю. МАКСИМОВ1,2, Е. В. ПЬЯНКОВА1,2, А. Д. ЕЛИСЕЕВА2, 
В. А. ЩЕТКО3, Ю. Г. МАКСИМОВА1,2
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университет, Пермь, Россия, almaks1@mail.ru 
3Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  

vental@yandex.by

Приготовлены препараты иммобилизованных амилаз и липаз и целых кле ток 
бактерий – продуцентов ферментов – Pseudomonas peli 3-Т (ВКМ B-3617D), 
Bacillus aequororis 5-ДБ (ВКМ B-3610D) и Microbacterium kitamiense 16-ДБ 
(ВКМ Ac-2919D). Исследуемые штаммы выделены из щелочной высокомине-
рализованной среды антропогенного происхождения – содового шламохрани-
лища АО «Березниковский содовый завод» (Пермский край, Россия). Отме-
чено значительное снижение активности липаз при их иммобилизации на 
кормовых дрожжах и активированном хитозане. Сушка препаратов не приво-
дила к дальнейшей инактивации ферментных белков. Наиболее перспектив-
ным методом приготовления препаратов иммобилизованных липаз и амилаз 
является формирование биопленок бактерий-продуцентов на кормовых дрож-
жах. При самоиммобилизации бактерий-продуцентов, растущих в среде с кормо-
выми дрожжами, получены препараты с высокой липазной и амилолитической 
активностью, перспективные для использования в рационах сельскохозяй-
ствен ных животных.

Ключевые слова: адсорбция, амилаза, иммобилизация, липаза, Bacillus 
aequororis, Microbacterium kitamiense, Pseudomonas peli.

Введение. Микроорганизмы-продуценты и продуцируемые 
ими ферменты широко используются в различных отраслях про-
мышленности, главным образом, пищевой, химической, фарма-
цевтической, а также в кормопроизводстве и сельском хозяй-
стве. Для стабилизации активности, повышения устойчивости  
к неблагоприятным факторам окружающей среды и увеличения 
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сроков хранения разрабатывают препараты иммобилизованных 
биокатализаторов – ферментов или продуцирующих их микроб-
ных клеток, зафиксированных на поверхности или внутри не-
растворимого носителя. 

Иммобилизация биокатализаторов – это ограничение под-
вижности ферментов или каталитически активных клеток в сре-
де [1, 2]. Этот процесс имеет как преимущества, так и недостат-
ки. К преимуществам относится стабилизация ферментативной 
активности, защита биокатализатора от неблагоприятных воз-
действий окружающей среды, возможность многократного ис-
пользования, разработка непрерывных каталитических процес-
сов, легкость отделения биокатализатора от реакционной среды. 
К недостаткам относится удорожание биокатализатора и воз-
можное снижение ферментативной активности из-за диффузион-
ных затруднений. При выборе носителя и способа иммобилиза-
ции биокатализаторов важно руководствоваться их назначени-
ем. Так, важным свойством биопродуктов сельскохозяйственного 
назначения (например, кормовых добавок) является отсутствие 
токсигенности и аллергенности, а особенностью технологий их 
получения, включая способ иммобилизации каталитически ак-
тивных компонентов, – минимальная материало- и энергоза-
тратность, позволяющая получить большие объемы конечного 
продукта [3]. 

Бактерии экстремальных биотопов с высокой щелочностью 
и минерализацией продуцируют гидролитические ферменты 
(амилазы, липазы, протеазы, целлюлазы), устойчивые к атипич-
ным физико-химическим параметрам окружающей среды. Такие 
ферменты, называемые экстремозимами, востребованы в раз-
личных отраслях промышленности: пищевой, фармацевтиче-
ской, химической, биоэнергетике, сельском хозяйстве [4]. Про-
мышленное применение алкалофильных и щелочеустойчивых 
липаз распространяется на производство биодизеля и биодетер-
гентов, биоремедиацию отходов, биообезжиривание и другие 
виды биоконверсии [5]. Липазы и амилазы входят также в состав 
кормовых добавок для животных и птицы. Введение экзогенной 
липазы в рацион интенсифицирует секреторную функцию пи-
щеварительной системы животных и птицы, приводит к повы-
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шению концентрации в организме свиней и птицы эндогенного 
трипсина и амилазы, в результате чего улучшается и ускоряется 
пищеварение, повышается интенсивность роста [6]. Использова-
ние амилазы позволяет улучшить физиологическое состояние  
и продуктивность сельскохозяйственных животных и птицы при 
большом содержании ячменя, овса, ржи, пшеничных отрубей  
в составе комбикормов и зерносмесей [7].

Цель работы – поиск эффективных способов иммобилизации 
интактных клеток алкалотолерантных и галотолерантных бак-
те рий и продуцируемых ими липаз и амилаз для использования 
в кормопроизводстве. 

Материалы и методы. С поверхности грунта старой карты 
содового шламохранилища АО «Березниковский содовый завод» 
(Пермский край, Березники) были выделены бактерии Pseudo-
monas peli 3-Т (ВКМ B-3617D) и Bacillus aequororis 5-ДБ  
(ВКМ B-3610D). Из шлама действующего шламонакопителя изо-
лиро ван штамм бактерий Microbacterium kitamiense 16-ДБ (ВКМ  
Ac-2919D) [8]. 

Штамм P. peli 3-Т выращивали в минеральной среде Пфен-
нига составом (г/л): KH2PO4, – 0,3; MgCl2, – 0,3, СаСl2 – 0,03; 
дрожжевой экстракт – 0,5; глицерин – 10,0; мочевина – 0,3; 
микроэлементы – по Липперту; (рН 8). Условия культивирования: 
в колбах Эрленмейера на шейкере со скоростью вращения плат-
формы 100 об/мин при температуре 30 ºС в течение 5 сут. 

Бактерии B. aequororis 5-ДБ (ВКМ B-3610D) и M. kitamien- 
se 16-ДБ выращивали в среде составом (г/л): пептон – 10,0; глюко- 
за – 10,0; дрожжевой экстракт – 5,0; K2HPO4 – 1,0; Na2CO3 – 10,0  
(рН 11) в условиях, описанных выше. 

По окончании культивирования биомассу P. peli 3-Т и B. aequo-
roris 5-ДБ центрифугировали 10 мин при 5000 g, однократно 
отмывали от среды калий-фосфатным буфером (0,01 М, рН 8,0) 
и после повторного центрифугирования разрушали ультра зву-
ком с использованием дезинтегратора УЗГ8-0,4/22 (ВНИИ ТВЧ, 
г. Санкт-Петербург, Россия). Условия дезинтеграции биомассы: 
22 кГц, 0–4°С, обработка ультразвуком – 7 раз по 20 с (P. peli 3-Т) 
и 10 раз по 15 с (B. aequororis 5-ДБ). 
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Суспензию разрушенных клеток бактерий центрифугировали 
(5000 g, 4 °С, 20 мин). Липазу в составе лизата клеток P. peli 3-Т 
использовали без дальнейшей очистки, ферментный белок  
B. aequo roris 5-ДБ очищали высаливанием сульфатом аммония 
(35 % от насыщающей концентрации) и центрифугировали (5000 g, 
4 °С, 20 мин). Осадок ресуспендировали в 0,01 М фосфатном 
буфере (рН 8,0), концентрацию белка определяли по Бредфорду.

Активность липазы определяли следующим образом: к 4 мл 
раствора ферментного белка добавляли 50 мкл раствора р-нит-
ро фениллаурата в ДМСО до конечной концентрации 10 мМ, 
инкубировали при 25 °С в течение 1 ч (рН 8,0), и измеряли опти-
ческую плотность окрашенного продукта р-нитрофенола при 
λ = 405 нм на спектрофотометре SmartSpecTM Plus («Bio-Rad», 
США).

Активность липазы (E, мкмоль·мин–1·л–1) рассчитывали по 
формуле 1: 

 Е = ОП × 106 / 18,3 × 103 × l × t,  (1)

где ОП – оптическая плотность; 106 – коэффициент пересчета 
моль в мкмоль; 18,3 × 103 – коэффициент молярной экстинкции 
р-нитрофенола, л·см–1·моль–1; l – толщина кюветы, см; t – время 
инкубации пробы, мин.

Единицу активности (Ед) липазы выражали в мкмоль/мин  
и относили к 1 л раствора белка (Ед/л) или к 1 г ферментного 
препарата (Ед/г).

Активность амилазы оценивали с помощью коммерческого 
набора реактивов «Альфа-Амилаза-Ольвекс» (ООО «Ольвекс 
Диагностикум», Россия). Метод определения предусматривает 
гидролиз синтетического субстрата этилиден-р-нитрофенил маль-
тогептазида до нитрофенилмальтозидов, которые затем подвер-
гаются гидролизу альфа-глюкозидазой до глюкозы и окрашенного 
продукта р-нитрофенола. Реакцию проводили при 25 °С и рН 8. 
Изменение оптической плотности реакционной смеси (λ = 405 нм) 
регистрировали на планшетном ридере Infinite M1000 («Tecan», 
Швейцария). Активность амилазы рассчитывали по формуле 1.

Препараты иммобилизованных ферментных белков полу чали 
методом адсорбции и ковалентной сшивки с носителем. Адсорб-
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цию ферментного белка на кормовых дрожжах (ООО «Мирагро», 
Россия) проводили при перемешивании в течение 1 ч, после чего 
клетки дрожжей отделяли фильтрованием через бу мажный 
фильтр «Белая лента» (ООО «Мелиор XXI», Россия). 

Липазу ковалентно связывали с активированным хитозаном 
(рисунок). Для этого готовили 2%-ный раствор хитозана в 2%-ной 
уксусной кислоте, каплями добавляли в 1 М раствор KOH, 
оставляли на 4 ч для формирования гранул и отмывали 0,01 M 
фосфатным буфером (рН 7,2 ± 0,2) до нейтральной реакции 
промывных вод. Гранулы хитозана (1 г) активировали 0,1%-ным 
раствором глутарового альдегида в течение 1 ч, к ним добавляли 
раствор липазы (1 мл) и оставляли в статических условиях при 
10 °С на 24 ч. Затем несвязавшийся белок отделяли фильтро-
ванием, и его количество в фильтрате определяли методом 
Бредфорда. Гранулы дважды промывали 0,01 M фосфатным 
буфером (рН 7,2 ± 0,2). Массу ферментного белка (А, мкг/г), 
ковалентно сшитого с носителем, определяли по формуле 2.

 А = V × (Cисх – Cост) × 1000 / M,  (2)

где V – объем раствора белка, мл; Cисх и Cост – концентрация 
белка в растворе соответственно до и после иммобилизации, 
мкг/мл; М – масса носителя, мг; 1000 – коэффициент пересчета 
мг в г.
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Для иммобилизации на каолине (Merck, Германия) суспен зию 
клеток бактерий (10 мл) в 0,01 M фосфатном буфере (рН 7,2 ± 0,2) 
смешивали с адсорбентом (0,5 г), инкубировали при температуре 
25 °С и постоянном перемешивании (115 об/мин) в течение 60 мин. 
Затем препарат иммобилизованных на каолине клеток отделяли 
через бумажный фильтр «Белая лента» (ООО «Мелиор XXI», 
Россия), промывали буферным раствором. Массу (мг) адсорби-
рованных клеток определяли как разность между их массой  
в суспензии до адгезии и суммарной массой клеток, содержа-
щихся в суспензии после адгезии и отмывки. Результат выра-
жали в мг сухих клеток в расчете на 1 г носителя (мг/г).

Биопленки P. peli 3-Т, B. aequororis 5-ДБ и M. kitamiense 16-ДБ 
получали в среде Пфеннига с 0,25%-ного растворимого крах-
мала (для индукции амилазы) или 0,5–1,0%-ного глицерина (для 
индукции липазы). В питательную среду вносили предвари-
тельно стерилизованные кормовые дрожжи (ООО «Мирагро», 
Россия) в количестве 3 %. Бактерии культивировали в глубин-
ных условиях при 25 °С в течение 1–7 сут. Осадок отделяли 
центрифугированием (10 мин при 4500 g) или фильтрованием 
через бумажный фильтр вышеназванной марки. Кормовые дрож-
жи с иммобилизованными на них бактериальными биопленками 
высушивали.

Для определения остаточной ферментативной активности 
(%) препараты, полученные на стадии иммобилизации и сушки, 
ресуспендировали в 0,01 M фосфатном буфере (рН 7,2 ± 0,2). 
Активность ферментов в составе иммобилизованных препаратов 
пересчитывали на их массу до сушки.

Представленные данные являются результатом не менее трех 
независимых опытов. При статистической обработке определяли 
среднее арифметическое, стандартное отклонение, стандартную 
ошибку среднего. Достоверность различий оценивали с исполь-
зованием критерия Стьюдента. Различия считали достоверными 
при уровне значимости p ˂ 0,05. Анализ результатов проводили 
с помощью лицензионной программы MS Excel 2007.

Результаты и обсуждение. Сравнивали липазную и амилаз-
ную активность препаратов иммобилизованных ферментных 
белков и клеток бактерий – продуцентов ферментов. Фермента-
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тивная активность адсорбированных и включенных в структуру 
гелей клеток P. peli 3-Т, M. kitamiense 16-ДБ и B. aequororis 5-ДБ 
была изучена ранее [9]. 

Для иммобилизации использовали препараты липазы P. peli 3-Т 
(53,0 мкг белка/мл) и B. aequororis 5-ДБ (79,5 мкг белка/мл). 
Активность амилаз и липаз определяли сразу после их иммоби-
лизации и через 2 недели хранения при 30 ºС. Показано, что как 
липазная, так и амилазная активность в составе иммобили зо-
ванных клеток сохраняется в большей мере, чем активность им-
мобилизованных ферментов (табл. 1).

Установлено, что в результате сушки и хранения активность 
препаратов иммобилизованной липазы P. peli 3-Т существенно 
не меняется, тогда как активность липазы B. aequororis 5-ДБ по-
вышается 4–6-кратно по сравнению с контрольными показате-
лями до сушки.

Активность липазы P. peli 3-Т, амилазы M. kitamiense 16-ДБ 
и обоих ферментов B. aequororis 5-ДБ в составе биопленок опре-
деляли после их выращивания в средах со стерилизованными 
кормовыми дрожжами. Показано, что клетки B. aequororis 5-ДБ 
сохраняют сопоставимый с суспендированными клетками уро-
вень липазной и амилазной активности в биопленках, в то время 
как в активность липазы P. peli 3-Т и амилазы M. kitamiense 16-ДБ 
многократно снижалась (табл. 2). Более низкая ферментативная 
активность клеток биопленок по сравнению с суспензией интакт-
ных бактериальных клеток, возможно, обусловлена наличием ги-
пометаболических клеток и диффузионными затруднениями, ко-
торые создает экзополисахаридный матрикс биопленки. При этом 
следует отметить, что активность липазы и амилазы в составе 
биопленок была значительно выше активности искусственно им-
мобилизованных клеток микроорганизмов-продуцентов.

Заключение. Таким образом, из исследованных методов са-
моиммобилизация в биопленках является наиболее предпочти-
тельным методом получения препаратов иммобилизованных 
клеток бактерий – продуцентов ферментов, перспективных в ка-
честве кормовой добавки для сельскохозяйственных животных, 
особенно при достаточно высокой питательной ценности носи-
теля. В этом случае достигается одновременно несколько целей: 
получают ферментный или пробиотический препарат, который 
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за счет носителя обогащен дополнительным источником пита-
тельных веществ. Хотя экономически более выгодной является 
иммобилизация целых клеток, при необходимости на нетоксич-
ных носителях могут быть также иммобилизованы и фермент-
ные белки, востребованные в качестве кормовой добавки. Вы-
ращивание бактериальных биопленок объединяет процессы 
культивирования и иммобилизации в один этап, что снижает 
трудозатраты на приготовление иммобилизованного препарата 
и его себестоимость.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Прави-
тельства Пермского края в рамках научного проекта № С-26/507.
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PREPARATIONS OF IMMOBILIZED HYDROLYTIC ENZYMES  
AND CELLS OF THE ENZYME BACTERIAL PRODUCERS  

FOR AGRICULTURAL PURPOSE

A. Y. MAKSIMOV1,2, E. V. PYANKOVA1,2, A. D. ELISEEVA2,  
V. A. SHCHETKO3, Y. G. MAKSIMOVA1,2
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3Institute of Microbiology, National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Belarus, vental@yandex.by

Immobilized preparations were prepared based on hydrolytic enzymes and 
whole cells of Pseudomonas peli 3-T (VKM B-3617D), Bacillus aequororis 5-DB 
(VKM B-3610D), and Microbacterium kitamiense 16-DB (VKM Ac-2919D), earlier 
isolated from an alkaline highly mineralized environment of anthropogenic origin 
(soda sludge storage of Berezniki Soda Plant, Perm Region, Russia). When lipases 
were immobilized on fodder yeast and activated chitosan, their activity significantly 
decreased, while drying did not lead to further inhibition of activity. The most 
promising method for preparing immobilized preparations with the activity of li-
pases and amylases is to obtain biofilms of producing bacteria on fodder yeast. During 
self-immobilization of bacteria-producers of lipases and amylases during growth, 
preparations with high hydrolytic activity were obtained, which can serve as a feed 
additive for farm animals.

Keywords: adsorption, amylase, immobilization, lipase, Bacillus aequororis, 
Microbacterium kitamiense, Pseudomonas peli.
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА  
МИКРООРГАНИЗМОВ, ОБЛАДАЮЩИХ  

КОМПЛЕКСОМ СВОЙСТВ, ПОВЫШАЮЩИХ  
СТРЕССОУСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ

Н. И. НАУМОВИЧ, И. Н. АНАНЬЕВА, З. М. АЛЕЩЕНКОВА,  
Г. В. САФРОНОВА, А. А. ФЕДОРЕНЧИК 

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

Из образцов ризосферной почвы (техногенно засоленной и с дефицитом 
влаги) выделили и отобрали 11 изолятов бактерий (ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, 
СП7, СП17, РС1, РС7, РС10 и РК4), способных переносить осмотический 
стресс, вызванный 7–12%-ным NaCl и условия засухи в средах с водным по-
тенциалом –0,20 и –0,42 МПа. Десять изолятов (ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, 
СП7, СП17, РС1, РС10 и РК4) обладали нитрогеназной активностью 22,5 ±  
± 3,0 – 67,5 ± 0,2 нМ этилена/фл./сут. Три изолята ЗП2, ЗП3 и СП4 способны со-
любилизировать фосфаты в жидкой среде (16,6 ± 0,12 – 49,9 ± 1,34 мкг раство-
римого фосфора/мл), а изоляты РС1, РС7, РК4 при росте на плотной глюко- 
зо-аспарагиновой среде, содержащей Са3(PO4)2, образовывали зоны «гало»  
(1,9–17,7 мм). Все изоляты синтезировали гетероауксин (ИУК) в количестве 
2,0 ± 0,2 – 102,0 ± 0,3 мкг/мл и пролин (2,0 ± 1,3 – 76,4 ± 1,8 ммоль/л.), а у изо-
лятов РС1, РС10 и РК4 обнаружена АЦК-дезаминазная активность (43,9 ± 0,2 –  
– 90,0 ± 0,2 нмоль/ мг белка/ч). Инокуляция семян редиса 2%-ным раствором 
КЖ изолятов оказала положительный эффект на биометрические показатели 
проростков.

Ключевые слова: абиотический стресс, индолил-3-уксусная кислота, 
АЦК-дезаминаза, азотфиксация, фосфатсолюбилизация, ростстимуляция.

Введение. Абиотический стресс, такой как засоление, засуха, 
экстремальные температуры, окислительный стресс и др. ока-
зывает негативный эффект на рост и развитие растений, приво-
дит к изменению состава и структуры микробных сообществ [1]. 
Дефицит влаги – к снижению водного потенциала в почве, что  
в свою очередь отрицательно влияет на пролиферацию корней 
и, соответственно, снижает поглощение воды и питательных ве-
ществ растением [2]. Осмотический стресс, вызван ный повы-
шенным содержанием солей в почве, является наиболее разру-
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шительным, так как вызывает не только дефицит влаги, но и  по-
вышение ионной токсичности, что меняет окислительно-вос ста - 
новительный потенциал, приводящий к повреждению различных 
компонентов клеток не только растений, но и микроорганиз- 
мов [3].

В процессе эволюции растения приобрели различные меха-
низмы приспособления к неблагоприятным условиям окружаю-
щей среды [4]. Ключевым фактором быстрой адаптации расте-
ний к стрессам является их взаимодействие с микроорганизма-
ми, обладающими комплексом агрономически ценных свойств, 
способствующих повышению стрессоустойчивости у растений [5]. 
К ним относят обеспечение растений элементами минерального 
питания, фитогормонами и осмопротекторами, повышающими 
адаптацию растений в условиях абиотического стресса [6].

Особую роль в повышении стрессоустойчивости растений 
играют фитогормоны (ауксины, гиббереллины, цитокины), фер-
менты (АЦК-дезаминаза) и осмопротекторы (пролин) [7]. Фито-
гормоны, синтезируемые микроорганизмами, действуют как ре-
гуляторы роста и развития растений, повышают пролиферацию 
клеток и метаболическую активность растений [8]. Аккумули-
рование осмопротекторов пролина и бетаина повышает выжи-
ваемость как микроорганизмов, так и растений в разных стрес-
совых условиях [9].

Использование микроорганизмов, обладающих комплексом 
агрономически ценных свойств, повышающих стрессоустойчи-
вость растений, является экологически оправданным и эффек-
тивным способом в минимизации негативного влияния абиоти-
ческого стресса на растения.

Цель работы – выделение и характеристика микроорганиз-
мов, обладающих комплексом агрономически ценных свойств  
и повышающих стрессоустойчивость растений.

Материалы и методы. Объекты исследования – 11 изоля-
тов, выделенные из образцов техногенно засоленной почвы,  
с дефицитом влаги и из ризосферы люцерны.

Отбор азотфиксирующих микроорганизмов осуществляли 
чашечным методом на элективных безазотистых средах Эшби  
и Бёрка [10, 11]. Нитрогеназную активность определяли ацети-
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леновым методом с использование газового хроматографа «Хро-
мос ГХ-1000» [12, 13]. Наличие nifH гена исследовали при помо-
щи полимеразной цепной реакции (ПЦР), используя праймеры 
nifH-1F и nifH-1R с параметрами амплификации, приведенными 
в работе [14].

Скрининг бактерий на способность солюбилизировать фос-
фаты проводили чашечным методом на глюкозо-аспарагиновой 
среде с осажденным фосфатом кальция по зонам растворения 
фосфата вокруг бактериальных колоний (зонам «га ло») [15]. Ко-
личественную оценку фосфатсолюбилизирующей активности  
у изолятов определяли в жидкой NBRIP-среде [16], содержащей 
5 г/л Са3(PO4)2 по методу, изложенному в руководствах [17, 18].

Способность бактерий оказывать ростостимулирующие дей-
ствие в отношении семян и проростков редиса, изучали по [19]. 
Семена растений замачивали в 2%-ном растворе культуральной 
жидкости (КЖ), контрольных – в стерильной водопроводной во-
де, с последующим проращиванием в термостате при темпера-
туре (28 ± 2) оС в течение 5 сут.

Содержание индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) в культу-
ральной жидкости изолятов, полученной при их выращивании  
в жидкой среде LB с 0,1%-ным триптофаном, определяли путем 
смешивания с реагентом Сальковского (1:2) с последующим изме-
рением оптической плотности (ОП) при длине волны 530 нм [20].

Концентрацию внутриклеточного пролина изучали путем 
сравнения ОП исследуемых образцов, полученных после взаи-
модействия пролина с нингидрином в присутствии сульфосали-
циловой кислоты со стандартной калибровочной кривой пролина 
в концентрации от 0,1 до 1 ммоль/л. Подготовку образцов и опре-
деление их ОП осуществляли согласно [21] при длине волны  
520 нм.

Аминоциклопропан-1-карбоксилат-дезаминазную (АЦК-де-
за ми назную) активность определяли путем измерения ОП α-ке-
тобутирата, образующегося при расщеплении аминоцик ло про-
пан-1-карбоновой кислоты (АЦК) АЦК-дезаминазой, спектро-
фотометрическим методом, изложенным в руководстве [22] при 
длине волны 540 нм.
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Способность бактериальных изолятов переносить осмотиче-
ский стресс и дефицит влаги определяли по их росту на поверх-
ности агаризованной среды LB, содержащей 5–12 % NaCl или  
3 и 5 % (–0,20 и –0,42 МПа) ПЭГ-6000 [23, 24].

Культурально-морфологические свойства бактериальных изо-
лятов исследовали в соответствии с руководством [10]. Физио-
лого-биохимические свойства бактериальных изолятов изучали 
при помощи автоматического бактериологического анализатора 
Vitek 2 Compact фирмы «Biomerieux» (Франция).

Масс-спектрометрическое профилирование рибосомальных 
белков изолятов проводили на базе Института биоорганической 
химии НАН Беларуси в лаборатории белковой инженерии на 
масс-спектрометре MАLDI, microflex LRF MALDI-TOF (Bruker 
Daltonics). Видовую принадлежность микроорганизмов опреде-
ляли в экспоненциальной стадии роста. Для идентификации 
микроорганизмов первичные данные после обработки анализи-
ровали с использованием системы управления базами данных 
BioTyper.

Статистическую обработку результатов осуществляли с по-
мощью пакета анализа данных MS Excel 2016. Данные представ-
лены в виде средних арифметических величин со среднестати-
стической ошибкой средних арифметических величин.

Результаты и обсуждения. Из образцов засоленной почвы, 
почвы с дефицитом влаги и ризосферой почвы было выделено 
150 изолятов бактерий, среди которых отобраны 11 олигонитро-
фильных изолятов (ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, СП7, СП17, РС1, 
РС7, РС10 и РК4) хорошо растущих на безазотистых средах 
Эшби и Берка. В их геноме определили наличие nifH-гена  
и установили азотфиксирующую активность бактерий.

Из электрофореграммы, представленной на рис. 1, видно, 
что у изолятов ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, СП7, СП17, РС1, РС10 
и РК4 имеется ПЦР-продукт размером ~ 430 п. н., что определя-
ет наличие nifH-гена и способность изолятов к азотфиксации.

Нитрогеназная активность (НГ-активность) этих изолятов 
находилась в пределах 22,5 ± 0,3 – 67,5 ± 0,5 нМ этилена/фл./сут. 
(табл. 1). Максимальная НГ-активность выявлена у изолятов 
ЗП2, ЗП3, СП4, СП5, СП7, СП17 и РС1 и составила 43,3 ± 0,3; 
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37,1 ± 0,5; 36,7 ± 0,6; 67,5 ± 0,5; 55,1 ± 0,5; 60,0 ± 0,2; 46,5 ±  
0,2 нМ этилена/фл./сут. соответственно.

Поскольку солюбилизация фосфора является одним из важ-
ных агрономически ценных свойств, в ходе дальнейшей работы 
проведена оценка способности изолятов растворять фосфаты  
в жидкой среде NBRIP, содержащей 5 г/л Са3(PO4)2 (табл. 2).

Таблица 2. Количественная оценка активности растворения фосфатов 
изолятами в жидкой среде

Время культивирования, ч
Концентрация растворимого фосфора, мкг/мл

ЗП2 ЗП3 СП4

0 – – –
24 – 0,3 ± 0,1 11,7 ± 0,2
48 – 2,1 ± 0,3 38,9 ± 0,7
72 44,0 ± 0,3 16,6 ± 0,1 49,9 ± 1,3

П р и м е ч а н и е:  M – маркер молекулярной массы ДНК (100 bp); К- – от-
рицательный контроль (вода)

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации nifH-гена

Таблица 1. Нитрогеназная активность бактериальных изолятов, 
устойчивых к абиотическому стрессу

Изолят НГ-активность,  
нМ этилена/фл./сут. Изолят НГ-активность,  

нМ этилена/фл./сут.

ЗП2 43,3 ± 0,3 СП7 55,1 ± 0,5
ЗП3 37,1 ± 0,5 СП17 60,0 ± 0,2
ЗП13 36,1 ± 0,3 РС1 46,5 ± 0,2
СП4 36,7 ± 0,6 РС10 35,1 ± 0,8
СП5 67,5 ± 0,5 РК4 22,5 ± 0,3
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Содержание растворенного фосфора в культуральной жид-
кости изолятов ЗП2 и ЗП3 достигало максимума к 72 ч и со-
ставило 44,0 ± 0,3 и 16,6 ± 0,1 мкг/мл, соответственно, однако 
они не были способны солюбилизировать фосфаты на агари-
зованной глюкозо-аспарагиновой среде. Наибольшее количество 
фосфора наблюдалось в КЖ изолята СП4 (49,9 ± 1,3 мкг/мл), 
образующего зоны «гало» на плотной среде диаметром 8,7 мм. 
Изоляты РС1, РС7, РК4 при росте на плотной глюкозо-аспара-
гиновой среде образовывали зоны «гало» диметром 1,9–17,7 мм, 
хотя растворять фосфаты кальция в жидкой среде не способ-
ны. Изоляты СП5, СП17, РС10 не солюбилизируют фосфаты, 
как на агаризованной, так и в жидкой среде.

В лабораторных опытах изучали влияние 2 % КЖ изолятов 
ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, СП7, СП17, РС1, РС7, РС10 и РК4 на 
всхожесть семян, рост и развитие проростков редиса, который 
является наиболее чувствительной тест-культурой при опреде-
лении фитотоксичности микроорганизмов и почвы (табл. 3).

Таблица 3. Влияние бактериальных изолятов на биометрические 
показатели редиса

Изоляты
Всхожесть Длина проростков Сырая биомасса

шт. % мм % к контролю мг/проросток % к контролю

контроль 45 89 61,8 ± 3,33 100 44,9 ± 2,1 100
ЗП2 49 97 66, 1 ± 2,50 107 51,6 ± 0,7 115
ЗП3 47 93 69,9 ± 1,70 113 56,2 ± 2,3 125
ЗП13 46 91 62,1 ± 2,94 100 51,3 ± 1,3 114
СП4 49 97 71,0 ± 6,39 114 45,0 ± 2,1 100
СП5 47 94 74,1 ± 4,47 120 55,6 ± 2,0 124
СП7 46 91 62,1 ± 2,80 100 50,8 ± 1,5 113
СП17 48 95 69,3 ± 3,25 112 46,0 ± 1,2 102
РС1 46 91 71,9 ± 6,31 116 45,7 ± 1,0 102
РС7 43 93 66,5 ± 3,48 108 51,9 ± 2,2 116
РС10 49 98 66,0 ± 0,17 106 48,6 ± 1,0 108
РК4 46 91 58,7 ± 0,37 95 51,2 ± 1,3 114

Установлено, что всхожесть обработанных семян редиса 
2 % КЖ изолятов ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП5, СП7, СП17, РС, 
РС7, РС10 и РК4 превышала контроль и находилась в преде-



266	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

лах 91–98 % (в контроле 89 %). Наибольший положительный 
эффект на всхожесть семян редиса оказала 2 % КЖ изолятов 
ЗП2, СП4, СП17 и РС10, которая находилась в диапазоне 95–
97 %. Проростки редиса, обработанные КЖ изолятов, были 
длиннее контрольных в среднем на 5,3 мм. Наибольшей дли-
ны проростки достигали при инокуляции 2 % КЖ изолятов 
ЗП3, СП4, СП5, СП17 и РС1, превышая контроль на 12–20 %.

Инокуляция семян редиса КЖ изолятов ЗП2, ЗП3, ЗП13, 
СП4, СП5, СП7, СП17, РС, РС7, РС10 и РК4 стимулировала на-
копление сырой биомассы на 2–25 % по сравнению с контро-
лем. Максимальная прибавка сырой биомассы наблюдалась 
при обработке семян редиса КЖ изолятов ЗП3 и СП4 и соста-
вила 11,3 и 10,7 мг/проросток, что на 24–25 % больше, чем  
в контроле.

У отобранных изолятов была изучена способность синте-
зировать ИУК и АЦК-дезаминазу (табл. 4).

Таблица 4. Синтез ИУК и АЦК-дезаминазы отобранными изолятами

Изолят Синтез ИУК, мкг/мл АЦК-дезаминазная  
активность, нмоль/ мг белка/ ч

ЗП2 54,4 ± 0,2 –
ЗП3 18,3 ± 0,3 –
ЗП13 31,2 ± 0,1 –
СП4 19,4 ± 0,5 –
СП5 17,3 ± 0,4 –
СП7 15,8 ± 0,1 –
СП17 8,8 ± 0,3 –
РС1 18,1 ± 0,1 90,0 ± 0,2
РС7 35,1 ± 0,2 –
РС10 2,0 ± 0,2 71,9 ± 0,5
РК4 102,0 ± 0,3 43,9 ± 0,3

В результате проведенных исследований установлено, что 
все изоляты обладали способностью продуцировать ИУК  
в диапазоне концентраций от 2,0 ± 0,2 до 102,0 ± 0,3 мкг/мл. 
Максимальную концентрацию ИУК выявили в КЖ изоля- 
тов ЗП2, ЗП13, РС7 и РК4 (54,4 ± 0,2; 31,2 ± 0,1; 35,1 ± 0,2; 
102,0 ± 0,3 мкг/мл соответственно).
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Из 11 отобранных бактериальных изолятов 3 (РС1, РС10 и РК4) 
были способны синтезировать АЦК-дезаминазу, активность ко то-
рой находилась в пределах 43,9 ± 0,2 – 90,0 ± 0,2 нмоль/мг белка/ч.

Далее была исследована способность изолятов ЗП2, ЗП3, 
ЗП13, СП4, СП5, СП7, СП17, РС1, РС7, РС10 и РК4 переносить 
искусственно созданную засуху с водным потенциалом –0,20 
и –0,42 МПа и осмотический стресс, вызванный 5–12 % NaCl 
(табл. 5).

Таблица 5. Устойчивость бактериальных изолятов  
к абиотическому стрессу

Изоляты
Осмотический стресс, % NaCl Дефицит влаги

5 7 10 12 –0,20 МПа –0,42 МПа

ЗП2 +++ +++ +++ + +++ +++
ЗП3 +++ +++ ++ + +++ +++
ЗП13 +++ ++ ++ + – –
СП4 +++ +++ + – ++ ++
СП5 +++ + + – +++ ++
СП7 + + – – – –
СП17 +++ +++ ++ + – –
РС1 +++ +++ + – – –
РС7 + – – – – –
РС10 + – – – – –
РК4 + – – – – –

П р и м е ч а н и е:  «+++» – хороший рост; «++» – средний рост; «+» – сла-
бый рост; “–” – отсутствие роста бактерий.

Установлено, что к росту на среде с содержанием 10–12 % 
NaCl были способны изоляты ЗП2, ЗП3, ЗП13, СП4, СП17, РС1,  
а 5–7 % NaCl – изоляты СП5, СП7, РС7, РС10, РК4. Выявлено, 
что изоляты ЗП2, ЗП3, СП4, СП5 устойчивы к условиям засухи  
с водным потенциалом –0,20 и –0,42 МПа в условиях лаборатор-
ной модели, а изоляты ЗП13, СП7, СП17, РС1, РС7, РС10, РК4 не 
росли на среде, содержащей ПЭГ-6000 в концентрации 3 и 5 %.

В ходе лабораторных исследований установлено, что адапта-
ция изолятов к абиотическому стрессу связана с синтезом осмо-
протектора пролина (рис. 2).
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Анализ биомассы клеток изолятов показал, что содержание 
пролина в них колебалось в пределах 2,0 ± 1,3 – 76,4 ± 1,8 ммоль/л. 
Максимальная концентрация осмопротектора отмечена у изоля-
тов ЗП3, ЗП13, СП17, РС1 и составляла 76,4 ± 1,8; 64,1 ± 1,5; 
68,6 ± 1,0 и 62,9 ± 1,8 ммоль/л соответственно.

Рис. 2. Внутриклеточное содержание пролина в клетках изолятов

Изоляты РК4 и РС10 пролин не синтезировали. Таким обра-
зом, отобранные изоляты обладают комплексом агрономически 
ценных свойств, повышающих стрессоустойчивость растений  
в условиях абиотического стресса и устойчивы к осмотическому 
стрессу и дефициту влаги.

Для установления видовой принадлежности стрессоустой-
чивых изолятов были изучены культурально-морфологические 
и физиолого-биохимические свойства, которые позволили в со-
ответствии с определителем бактерий Берджи отнести изоляты 
к родам Bacillus, Serratia, Rhodococcus, Pseudomonas, Variovorax.

Для дальнейшей таксономической характеристики изолятов 
был осуществлен масс-спектрометрический анализ профилиро-
вания рибосомальных белков микроорганизмов с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии. С высокой степенью вероят-
ности до вида идентифицированы пять изолятов: СП5 – Rhodo-
coccus erythropolis, СП7 и СП17 – Serratia plymuthica, РС1 и РС7 – 
как Pseudomonas koreensis (показатели достоверности 2,363–2,469). 
Пять изолятов идентифицированы до вида с низкой степенью ве-
роятности: ЗП2 – Bacillus megaterium (показатель достоверности 
2,003), ЗП3 – Serratia plymuthica (показатель достоверности 2,236), 



Биотехнологии	для	сельского	хозяйства 269

ЗП13 – Bacillus amyloli quefa ciens_ssp._plantarum (показатель до-
стоверности 2,172), РС10 – Variovorax paradoxus (показатель  
достоверности 2,107), РК4 – как Pseudomonas kilonensis (показа-
тель достоверности 2,263). Изолят СП4 идентифицирован до 
рода (Bacillus sp.) (показатель достоверности 1,893).

Заключение. На основании полученных экспериментальных 
данных по комплексу агрономически ценных свойств: азотфик-
сации (37,1 ± 0,5 – 67,5 ± 0,5 нМ этилена/фл./сут.), фосфатсолю-
билизации (16,6 ± 0,1 – 49,9 ± 1,3 мкг/мл растворенного фосфо-
ра), синтезу ИУК (18,3 ± 0,3 – 54,4 ± 0,2 мкг/мл), продукции  
осмопротектора пролина (2,0 ± 1,3 – 76,4 ± 1,8 ммоль/л), устой-
чивости к осмотическому стрессу (10–12 % NaCl) и дефициту 
влаги (–0,20 и –0,42 МПа) в качестве перспективных для даль-
нейших исследований отобраны штаммы B. megaterium ЗП2,  
S. plymuthica ЗП3, Bacillus sp. СП4 и R. erythropolis СП5. Пер-
спективными для изучения также могут быть штаммы V. parado-
xus РС10, P. koreensis РС1 и P. kilonensis РК4, поскольку они син-
тезируют АЦК-дезаминазу в условиях засоления и дефицита 
влаги – фермент, способный снижать уровень негативного влия-
ния образованного в результате действия абиотических фак торов 
фитогормона этилена на растения.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS 
DISTINGUISHED A COMPLEX OF PROPERTIES PROMOTING 

STRESS RESISTANCE OF PLANTS

N. I. NAUMOVICH, I. N. ANANYEVA, Z. M. ALESCHENKOVA,  
H. V. SAFRONAVA, A. A. FEDORENCHIK

Institute of Microbiology, NAS of Belarus, Minsk, Belarus,  
ananeva@mbio.bas-net.by

11 bacterial isolates (ZP2, ZP3, ZP13, CP4, CP5, CP7, CP17, PC1, PC7, PC10, 
PK4) capable to tolerate osmotic stress caused by 7–12 % NaCl concentrations and 
drought conditions in the media with water potential –0.20 and –0.42 MPa were re-
covered from rhizospheric soil samples characterized by technogenic salinization 
and moisture deficit. 10 isolates (ZP2, ZP3, ZP13, CP4, CP5, CP7, CP17, PC1, PC10 
and PK4) possessed nitrogenase activity 22.5 ± 3.0 to 67.5 ± 0.2 nM ethylene/vial/day. 
3 isolates ZP2, ZP3 and CP4 were capable to solubilize phosphates in liquid medi-
um (16.6 ± 0.12 to 49.9 ± 1.34 mсg of dissolved phosphorus/ml), whereas isolates 
PC1, PC7 and PK4 growing on solid glucose-asparagine medium containing 
Са3(PO4)2 produced “halo” zone (1.9–17.7 mm). All cultures synthesized heteroauxin 
(IAA) in amount 2.0 ± 0.2 to 102±0.3 mсg/ml and proline (2.0 ±1.3 to 76.4 ± 1.8 mmole/L), 
while isolates PC1, PC10 and PK4 generated ACC deaminase activity (43.9 ± 0.2 – 
90.0 ± 0.2 nmolе /mg protein/h). Inoculation of radish seeds with 2 % solution  
of microbial cultural liquids exerted favorable effect on biometric parameters of se-
edlings.

Keywords: abiotic stress, indole-3-acetic acid, ACC deaminase, nitrogen fixa-
tion, phosphate solubilization, growth stimulation.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ 
ДЛЯ СИЛОСОВАНИЯ ГАЛЕГИ ВОСТОЧНОЙ  

GALEGA ORIENTALIS LAM.

И. А. НАЙДЕНКО, В. В. ДЕНИСЕНКО, М. Е. САФОНОВА

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
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Исследовано влияние внесения заквасок на основе молочнокислых бакте-
рий Lactiplantibacillus plantarum на процессы силосования, сохранность пита-
тельных веществ консервированного корма из зеленой массы галеги восточ-
ной (Galega orientalis Lam.) – перспективной многолетней бобовой кормовой 
культуры (сем. Fabaceae). Вариантами сравнения служили растительная мас-
са спонтанного брожения, а также корм, заготовленный с применением хими-
ческих консервантов АИВ-2 и ВИК-1. В силосе с заквасками на основе лакто-
бацилл лучше, чем при внесении других консервантов, сохранялся каротин, 
доля молочной кислоты была наибольшей, а содержание нитратов – наимень-
шим. По влиянию на сохранность основных питательных веществ закваски 
на основе предложенных нами молочнокислых бактерий не уступали хими-
ческим консервантам. В условиях модельного опыта доказана перспектив-
ность использования исследуемых лактобацилл для получения качествен- 
ного силосованного корма из высокобелкового растительного сырья Galega 
orientalis Lam.

Ключевые слова: молочнокислые бактерии, лактобациллы, силосова-
ние, бобовые травы, галега

Введение. Качественные корма являются основой эффектив-
ности современного животноводства, поскольку позволяют мак-
симально реализовать генетический потенциал сельскохозяй-
ственных животных. В рационах животных превалируют травя-
ные корма, не менее 1/4 приходится на долю силоса, удельный 
вес силосованных кормов по питательности в рационах жвач-
ных животных достигает 50–70 % [1].

Повышенные требования в настоящее время предъявляются 
к качеству всех видов кормов, прежде всего травяных, что на-
правлено на предотвращение их значительного перерасхода на 
производство животноводческой продукции. Большое внимание 
уделяется сбалансированности кормов по содержанию всех ком-
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понентов, и в первую очередь – по содержанию белка. Решению 
этой проблемы способствует использование бобовых трав, в том 
числе многолетних зернобобовых культур, урожайность белка  
у которых часто в 2 раза выше, чем у однолетних. В бобовых 
культурах протеина содержится в среднем в 1,3–1,8 раза больше, 
чем в злаковых, белок бобовых полноценнее по аминокислотно-
му составу, хорошо переваривается и способствует усвояемости 
белка других кормов [2–4].

Одной из перспективных многолетних высокобелковых куль-
тур является козлятник восточный, или галега восточная, или 
лесная рутовка – Galega orientalis Lam., обладающая длитель-
ным продуктивным долголетием (10 лет и более) и ценными 
биологическими и хозяйственными свойствами. В зеленой мас-
се галеги в зависимости от фазы развития содержится до 27,6 % 
протеина, 25,5–33,1 % клетчатки, 33,0–43,2 % безазотистых экс-
трактивных веществ (БЭВ), 2,5–3,0 % жира, 7,2–10,6 % золы, 
27–142 мг/кг каротина. Козлятник может расти на одном месте 
до 20 лет и эффективно использоваться в биологическом земле-
делии. Галега, как и другие бобовые травы, не нуждается в азот-
ных удобрениях, что способствует экономии средства на ее воз-
делывание и исключает избыточное накопление нитратов. Из 
галеги получают разные виды высокобелковых растительных 
кормов: травяную муку, зеленый корм, сено, сенаж, силос [5, 6]. 

Как и все бобовые травы, козлятник относится к трудноси-
лосуемым растениям. В связи с этим в комплексе мер по обеспе-
чению животноводства растительным белком важное значение 
имеет не только увеличение площади посевов бобовых и бобо-
во-злаковых травосмесей, а также разработка эффективных тех-
нологических приемов улучшения качества и сохранности пита-
тельных веществ получаемых кормов.

Внесение в силосуемую растительную массу бактериальных 
препаратов является одним из наиболее эффективных и эколо-
гически безопасных способов снижения потерь при силосова-
нии, повышения качества корма путем направленного регулиро-
вания молочнокислого брожения, существенного улучшения 
витаминного состава, соотношения органических кислот в си-
лосе, обеспечения длительного срока его хранения и др. [7, 8].
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На протяжении многих лет в Институте микробиологии 
НАН Беларуси проводятся исследования, направленные на выде-
ление и изучение штаммов молочнокислых бактерий, перспек-
тивных для повышения качества силосованных кормов [9, 10].

Цель исследования ‒ оценить влияние внесения молочно-
кислых бактерий вида Lactiplantibacillus plantarum на процессы 
силосования, сохранность питательных веществ консервирован-
ного корма из зеленой массы галеги восточной (Galega orientalis 
Lam.) – перспективной многолетней кормовой бобовой культу-
ры (сем. Fabaceae). 

Материалы и методы. Исследования проводили с перспек-
тивными для включения в состав препарата для повышения ка-
чества силосованных кормов штаммами молочнокислых бакте-
рий вида L. plantarum, выделенными нами ранее из раститель-
ных источников Беларуси. 

Лактобациллы поддерживали на слабоагаризованной и жид-
кой среде MRS [11]. Глубинное культивирование молочнокис-
лых бактерий осуществляли в жидкой питательной среде при 
температуре 30 ± 2 °С. В качестве посевного материала исполь-
зовали 18-часовые физиологически активные (инокулят III гене-
рации) культуры бактерий, 0,1–0,5 об. % которых вносили в пи-
тательную среду. 

Количество жизнеспособных клеток бактерий в 1 мл суспен-
зии (число колониеобразующих единиц – КОЕ) определяли ме-
тодом предельных разведений при высеве в слабоагаризованные 
питательные среды. 

Активность кислотообразования определяли титрометриче-
ским и потенциометрическим методами.

Морфологию бактерий изучали на препаратах живых и фик-
сированных окрашенных клеток с использованием световой  
и фазовоконтрастной микроскопии. Окраску по Граму проводи-
ли в модификации Хукера [12].

Для моделирования процессов силосования измельченную 
до длины 2–3 см зеленую массу галеги восточной закладывали  
в литровые емкости, которые после плотного заполнения закры-
вали резиновыми крышками и хранили при температуре 17 ± 2 °С 
в течение 3 месяцев. Каждый вариант модельного опыта закла-
дывали в 3-кратной повторности.
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Контрольный силос спонтанного брожения закладывали без 
внесения консервантов. Зеленую массу опытных вариантов обо-
гащали культурами лактобацилл из расчета 0,1 мл/кг. Помимо 
силоса спонтанного брожения, вариантами сравнения служили 
также корма, заготовленные с применением химических консер-
вантов ВИК-2 и АИВ-2, которые вносили из расчета 6 мл/кг. Со-
став химических консервантов приведен в табл. 1. 

Таблица 1. Состав химических консервантов 

Консервант Состав, %

ВИК-2 Муравьиная кислота – 80
Уксусная кислота – 9
Пропионовая кислота – 11

АИВ-2 Муравьиная кислота – 80
Ортофосфорная кислота – 2
Вода – 18

После трех месяцев хранения проводили отбор и анализ проб 
полученного силосованного корма. Зоотехнический анализ си-
лоса разных вариантов проводили общепринятыми методами на 
кафедре кормления сельскохозяйственных животных Белорус-
ской государственной сельскохозяйственной академии. Содер-
жание сырого протеина определяли титрометрическим методом 
по Кьельдалю, ГОСТ 13496.4–93; содержание сырого жира – ме-
тодом экстракции сырого жира из взвешенной анализируемой 
пробы растворителем и взвешиванием обезжиренного остатка, 
ГОСТ 13496.15–97; содержание каротина – фотометрическим 
методом, ГОСТ 134.17–95; содержание сырой клетчатки – по 
ГОСТ 13496.2–91; первоначальную, гигроскопическую и общую 
влагу – согласно ГОСТ 27548; рН (активную кислотность) – по-
тенциометрически с помощью ионометра, ГОСТ 26180–84; со-
держание органических кислот в силосе – по СТБ 1223–2000;  
содержание БЭВ – методом счисления. Оценку качества кор- 
ма (органолептические свойства, химический состав) – по 
ГОСТ 23638–90. Определение запаха проводили органолептиче-
ски, растирая небольшую порцию корма между пальцами. Опре-
деление цвета, консистенции, структуры и наличие плесени 
проводили визуально при хорошем освещении осмотром образ-
цов силосованного корма.
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Результаты и обсуждение. Согласно классификации А. А. Зуб-
 рилина, по степени силосуемости многолетние бобовые травы, 
как правило, относятся к непригодным для силосования или 
трудносилосуемым культурам, особенно на ранних стадиях свое-
го развития [13]. Низкое содержание легкогидролизуемых углево-
дов (глюкозы, фруктозы, сахарозы) в этих растениях недостаточ-
но для нормального развития молочнокислых бактерий, а высокая 
буферность зеленой массы, обусловленная высокой концентраци-
ей азотсодержащих соединений и щелочных зольных веществ, 
препятствует снижению рН. Доминирующее положение в процес-
се спонтанного брожения бобовых растений, содержащих боль-
шое количество белковых веществ и крахмал как основной поли-
сахарид, принадлежит, как правило, бактериям рода Clostridium. 
Получение качественного силосованного корма из бобовых трав 
невозможно без дополнительных приемов: провяливание зеленой 
массы перед закладкой в хранилище, силосование совместно  
с легкосилосуемыми растениями, использование разных консер-
вантов и др.

Мы исходили из предположения, что внесение заквасок на 
основе выделенных и отобранных нами ранее штаммов молоч-
нокислых бактерий, обладающих высокой энергией роста и кис-
лотообразования, широким спектром сбраживаемых углеводов, 
амилолитической активностью, будет способствовать улучше-
нию качества силоса из зеленой массы галеги.

Полученные путем глубинного культивирования в жидкой 
питательной среде закваски L. plantarum 1 и L. plantarum 2 со-
держали 2–4 × 107 КОЕ/мл жизнеспособных клеток молочнокис-
лых бактерий, рН 4,2–4,4. Морфология клеток лактобацилл 
была типичной для физиологически активных культур.

Органолептическая оценка образцов силоса из зеленой мас-
сы галеги показала, что в вариантах с внесением бактериальных 
заквасок и химических консервантов корм имел приятный запах, 
немажущуюся консистенцию, плесень отсутствовала, лучше, 
чем в контроле, сохранились структура и цвет. Корм спонтанно-
го брожения был с неприятным запахом масляной кислоты.

Обобщенные в табл. 2 характеристики разных вариантов 
корма после трех месяцев хранения свидетельствуют о превали-
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ровании бродильных процессов маслянокислого типа в силосе 
спонтанного брожения. 
Таблица 2. Характеристика разных вариантов силоса из галеги восточной 

после 3 месяцев хранения 

Показатели

Варианты силоса

контроль ВИК-2, 6 
мл/кг

АИВ-2, 6 
 мл/кг

закваски на основе 
штаммов вида  
L. plantarum,  

0,1 мл/кг

1 2

рН 6,0 4,2 4,1 4,2 4,3
Сухое вещество (СВ), % 17,6 20,7 19,9 20,9 19,8
Сумма органических кислот, % 
от СВ

10,9 10,0 12,2 10,1 13,3

Соотношение кислот, % от суммы
молочная 60,8 66,3 73,7 76,5 77,0
уксусная 28,9 33,6 24,7 23,5 23,0
масляная 10,3 0 1,6 0 0

Сырой протеин, % от СВ 11,5 12,1 11,8 13,6 12,2
Сырой жир, % от СВ 5,2 5,0 5,2 7,0 5,7
Сырая клетчатка, % от СВ 32,5 29,9 28,8 30,2 32,4
БЭВ, % от СВ 46,9 44,5 47,1 42,1 42,3
Аммиачный азот, % от СВ 0,21 0,01 0,05 0,09 0,09
Каротин, мг/кг СВ 20,3 33,9 36,3 58,0 57,0
Азот нитратов, мг/кг СВ 15,1 18,6 18,3 12,5 13,0

Наряду с накоплением большого количества масляной кис-
лоты, в контрольном варианте значительно содержание аммиач-
ного азота, что свидетельствует о высокой активности гнилост-
ных микроорганизмов. Содержание молочной и уксусной кислот 
было недостаточным для снижения рН, который оставался на 
уровне 6,0. Значение рН, содержание органических кислот, на-
копившихся в результате процессов брожения, их соотношение 
являются одними из основных показателей качества силосован-
ных кормов. В силосе высокого качества, соответствующего 
первому классу, значение рН должно находиться в пределах 3,9–
4,3 для всех видов трав (согласно ОСТ 10202–97). Недостаточное 
качество консервирования контрольного силоса спонтанного 
брожения обусловило значительные потери протеина (7,2 %)  
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и сухого вещества (19,1 %) в этом варианте корма. Содержание 
каротина уменьшилось в 4,7 раза в сравнении с исходной зеле-
ной массой.

Внесение химических и биологических препаратов в силосу-
емую массу способствовало существенному снижению рН, нако-
плению молочной кислоты, лучшей сохранности протеина. Дея-
тельность маслянокислых и гнилостных микроорганизмов при 
этом подавлялась, что предотвращало (а в варианте с АИВ-2  
существенно уменьшало) накопление масляной кислоты и сни-
жало количество аммиачного азота в сравнении с кормом спон-
танного брожения. По влиянию на органолептические свойства 
сохранность основных питательных веществ, закваски на основе 
предложенных нами молочнокислых бактерий не уступали хи-
мическим препаратам, содержащим в своем составе такие актив-
ные консерванты как муравьиная кислота (80 %), уксусная кис-
лота, пропионовая кислота, ортофосфорная кислота (см. табл. 1).

В силосе с заквасками на основе культур L. plantarum 1  
и L. plantarum 2 лучше, чем при внесении других консервантов, 
сохранялся каротин, доля молочной кислоты была наибольшей, 
а содержание нитратов – наименьшим. Полученные нами дан-
ные согласуются со сведениями, приведенными в литературе, 
об увеличении (на 10–40 % по сравнению с контролем) содержа-
ния каротина в экспериментальных образцах корма из клевера 
лугового и козлятника восточного, полученных с внесением мо-
лочнокислых бактерий [14].

Заключение. В условиях модельного опыта доказана пер-
спективность использования исследуемых лактобацилл для по-
лучения качественного силосованного корма из высокобелково-
го растительного сырья Galega orientalis Lam.

Авторы выражают благодарность сотрудникам кафедры корм-
ления сельскохозяйственных животных Белорусской государ-
ственной сельскохозяйственной академии за проведение зоотех-
нического анализа образцов силосованного корма.
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The influence of the introduction of starter cultures based on lactic acid bacte-
ria Lactiplantibacillus plantarum on the processes of silage fermentation, the pres-
ervation of nutrients in ensiled feed from the green mass of Galega orientalis Lam. – 
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a promising perennial legume fodder crop of the Fabaceae family was studied. 
Vegetable mass resulting from spontaneous fermentation, as well as feed prepared 
with the aid of chemical preservatives AIV-2 and VIC-1 served as references. In the 
silage fermented by lactobacilli–based starter cultures, carotene was preserved bet-
ter than with other preservatives, the proportion of lactic acid was the highest, and 
the nitrate content was the lowest. In terms of the effect on the preservation of main 
nutrients, the starter cultures based on the selected lactic acid bacteria were not in-
ferior to chemical preservatives. The model experiment proved attractive prospects 
of studied lactobacilli for fermentation of proteinaceous vegetable culture Galega 
orientalis Lam. into high quality silage.

Keywords: lactic acid bacteria, lactobacilli, silage, legumes, galega.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ФАКТОРОВ АНТИМИКРОБНОЙ 
АКТИВНОСТИ ШТАММА БАКТЕРИЙ  

BACILLUS VELEZENSIS БИМ В-497 Д

И. А. ПРОСКУРНИНА1, А. Б. БУЛАТОВСКИЙ 2,  
Э. И. КОЛОМИЕЦ 1

1Государственное научно-производственное объединение  
«Химический синтез и биотехнологии», Минск, Беларусь,  

irina_ pros@tut.by 
2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Исследованы основные факторы, определяющие антимикробную актив-
ность штамма-антагониста Bacillus velezensis БИМ В-497 Д в отношении ус-
ловно патогенных бактерий Escherichia coli и Staphylococcus aureus. Показана 
литическая активность штамма в отношении грамотрицательных тест-объектов. 
Установлена динамика накопления антимикробных метаболитов в культу-
ральной жидкости штамма B. velezensis БИМ В-497 Д при периодическом 
культивировании. Оценена его максимальная антибактериальная активность 
в отношении тест-объекта E. coli КМИЭВ-39А, составившая 96 ЕА/мл. Подо-
браны условия получения активных фракций с антимикробным действием, 
определен заряд и молекулярный вес активных метаболитов.

Ключевые слова: Bacillus velezensis, антимикробная активность, анти-
бактериальные экзометаболиты, низкомолекулярные пептиды.
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Введение. Большинство видов рода Bacillus обладают хоро-
шим потенциалом для производства широкого спектра антимик-
робных соединений, благодаря чему способны использоваться  
в качестве метода биозащиты при дисбиотических нарушениях 
у животных и выступать компонентом противомикробных пре-
паратов. Антимикробное действие данной группы бактерий обес-
печивается в основном за счет биосинтеза внеклеточных вто-
ричных метаболитов пептидной природы, обладающих большим 
разнообразием структурной и функциональной активности [1]. 
В геномах бактерий рода Bacillus от 5 до 8 % генных кластеров 
ассоциировано с синтезом таких вторичных биоактивных мета-
болитов, как пептиды и липопептиды, поликетиды, бактериоци-
ны и сидерофоры [2].

Выделяют несколько основных механизмов действия анти-
биотических веществ, продуцируемых данной группой бакте-
рий: специфическое подавление синтеза нуклеиновых кислот  
и белков в клетке, блокировка синтеза структурных компонен-
тов или нарушение функции мембраны клеток патогенных мик-
роорганизмов [3]. Клеточная стенка бактерий является удобной 
мишенью для разработки антимикробных средств, поскольку 
эта структура отсутствует в клетках млекопитающих. Показано, 
что наиболее активные антагонисты рода Bacillus для воздей-
ствия на клеточную стенку патогенных бактерий помимо анти-
микробных метаболитов вырабатывают также литические фер-
ментные комплексы (в основном протеазы). Бактериолитические 
комплексы бактерий Bacillus sp. могут включать ферменты с раз-
личной субстратной специфичностью и проявлять высокую ак-
тивность в отношении клеточных стенок грамположительных  
и грамотрицательных бактерий и дрожжей: Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, 
Candida albicans [4].

Пептидные антибиотики и литические ферменты наиболее 
активно продуцируются культурами Bacillus sp. в поздней лога-
рифмической фазе роста, однако процессы биосинтеза могут 
быть связаны также со стадией спорообразования и ингибиро-
ваться выделением продуктов метаболизма, таких как органиче-
ские кислоты. Липопептидные антибиотики, продуцируемые 
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бациллами, достаточно устойчивы к повышенным температу-
рам, низким значениям рН, относительно устойчивы к действию 
протеолитических ферментов при температурах ниже 37 °С.

Таким образом, факторами антимикробной активности бак-
терий рода Bacillus могут выступать антибиотические метабо-
литы и литические ферменты, оказывающие бактериостатиче-
ское либо выраженное бактерицидное и бактериолитическое 
действие на условно патогенные микроорганизмы.

Цель работы – исследование факторов, определяющих  
антимикробную активность штамма-антагониста B. velezen- 
sis БИМ В-497 Д в отношении условно-патогенных бактерий  
E. coli и S. aureus. 

Материалы и методы. Объектом исследования служил штамм 
бактерий B. velezensis БИМ В-497 Д, выделенный из образца по-
чвы с территории РУСПП «Свинокомплекс Борисовский» и де-
понированный в Белорусской коллекции непатогенных микро-
организмов Института микробиологии НАН Беларуси. 

Тест-объектами для оценки антимикробной активности (АА) 
и бактериолитической активности исследуемой культуры служили 
штаммы E. coli КМИЭВ-39А, E. coli К3 и S. aureus КМИЭВ-107, 
предоставленные РУП «Институт экспериментальной ветерина-
рии им. С. Н. Вышелесского НАН Беларуси». 

Глубинное культивирование и получение посевного матери-
ала B. velezensis БИМ В-497 Д осуществляли при температуре 
30 ± 2 °С и интенсивном перемешивании (180–200 об/мин) на 
стандартной солевой среде Мейнелла [5] с добавлением до 3%-
ной мелассы и 1,5%-ного сульфата аммония. В качестве посев-
ного материала использовали суточную культуру штамма, вы-
ращенную до оптической плотности (λ = 590 нм) 1,0–1,2.

Получение жидких тест-культур осуществляли глубинным 
культивированием на мясо-пептонном бульоне (МПБ) при тем-
пературе 37 °С в течение 12 ч до ОП590 = 0,6–0,7. 

Ростовые характеристики антагониста B. velezensis БИМ В-497Д 
и тест-объектов определяли по титру КОЕ методом предельных 
разведений [6] при высеве на 2%-ный МПА либо среду Эндо 
(для штаммов E. coli КМИЭВ-39А и E. coli К3). Для определения 
титра спор перед высевом на МПА производили термическую 
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обработку разведений бактериальной суспензии при 80 °С в тече-
ние 10 мин. 

Для получения фильтратов образцы культуральной жидко-
сти (КЖ) штамма-антагониста центрифугировали со скоростью 
14 600 об/мин при температуре 4 °C в течение 10 мин с последу-
ющей стерилизацией супернатантов через целлюлозно-ацетат-
ные фильтровальные мембраны с размером пор 0,22 мкм 
(Macherey-Nagel, Германия).

Клеточные экстракты получали путем лизиса клеточных 
стенок исследуемой культуры с использованием лизирующего 
буфера (рН 8,0) (0,02 М Трис-HCl, 10%-ная сахароза, лизоцим  
1 мг/мл) при 45 °С в течение 1 ч с последующей обработкой  
смесью хлороформ : изоамиловый спирт (24:1 об/об), центрифу-
гированием (14 600 об/мин, 10 мин) и отбором супернатантов. 

Количественную оценку АА фракций КЖ штамма-антаго-
ниста осуществляли методом Бухарина [7]. Исследуемые фрак-
ции КЖ в количестве 2 мл вносили в пробирки к 1 мл взвеси 
индикаторной культуры (суспензия с 1–4 × 107 КОЕ/мл суточ-
ных агаровых культур E. coli КМИЭВ-39А, E. coli К3 либо S. au-
reus КМИЭВ-107 в физрастворе). В качестве контрольных проб 
к 1 мл взвеси индикаторной культуры добавляли 2 мл жидкой 
питательной среды Мейнелла, обработанной хлороформом. Ин-
кубация проб проводилась при температуре 37 ºC. Расчет АА 
фракций проводили по формуле:

  
 (1)

где ODк – оптическая плотность индикаторной культуры через 
18 ч инкубирования в контрольной пробе (контроль роста тест-
объекта); ODоп – оптическая плотность индикаторной культуры 
через 18 ч инкубирования в опытных пробах. Оптическую плот-
ность проб измеряли на спектрофотометре UV-2401-PC (Shimadzu, 
Япония) (при λ = 600 нм).

Антибиотическую активность (АбА) фильтратов КЖ B. vele-
zensis БИМ В-497 Д определяли на индикаторном штамме  
E. coli КМИЭВ-39А (суспензия клеток экспоненциальной куль-
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туры, содержащей 1–4 × 107 КОЕ/мл) методом серийных разве-
дений (от 1:2 до 1:128) на жидкой питательной среде МПБ [8]. 
Эффективность ингибирующего действия оценивали через 16–
18 ч инкубации планшетов при 37 °С.

За условную единицу активности (ЕА) антимикробного фак-
тора принимали наименьшее его количество, при котором на-
блюдалось полное ингибирование роста тест-бактерий, и выра-
жали ее как обратную величину максимального разведения, при 
котором наблюдалось отсутствие роста; концентрацию выража-
ли в ЕА/мл КЖ. 

Для установления температурной устойчивости антимикроб-
ных метаболитов фильтратов КЖ их аликвоты прогревали в тем-
пературных пределах 80–100 °C с использованием нагревающего 
блока CH-100 (Biosan SIA, Латвия) в течение 5–40 минут. Ох-
лажденные образцы тестировали на антимикробную активность 
методом серийных разведений. 

Ферментативную обработку фильтратов КЖ проводили про-
теиназой К (в конечных концентрациях 0,2 и 0,3 мг/мл в течение 
1 ч при температуре 50 и 60 °С) и проназой (в конечной концен-
трации 0,5 мг/мл в течение 1 и 2 ч при температуре 37 °С). Инак-
тивацию ферментов проводили 20-минутной экспозицией хло-
роформом (1:1) с последующим центрифугированием (14 600 об/мин, 
5 мин). В полученных супернатантах оценивали АА методом 
двукратных разведений. 

Определение заряда молекулы антимикробного метаболита 
проводили методом аналитической ионообменной хроматогра-
фии [9] с использованием анионной Dowex 1 × 2 (200–400 меш) 
и катионной Dowex 50 × 2 (200–400 меш) смол. Отмывку ионо-
обменных колонок и элюирование антимикробного вещества со 
смол проводили буферным раствором (pH 7,0) (0,01 M Tрис-HCl; 
0,3 М NaCl). Собранные фракции (по 0,5 мл) оценивали на про-
явление антимикробной активности в отношении тест-культур 
E. coli КМИЭВ-39А и S. aureus КМИЭВ-107.

После определения заряда антимикробных метаболитов, ин-
гибирующих E. coli КМИЭВ-39А, проводили подбор анионооб-
менных смол для очистки активной фракции из ряда: Maсro-
Prep-DEAE Support (Bio-rad, USA), Maсro-Prep-High Q Support 
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(Bio-rad, USA), DEAE-Toyopearl 650M (TSK-Gel, Япония), ДЭАЭ 
целлюлоза бисерный полимер (Reanal, Венгрия). 

Элюцию целевого соединения с отобранной смолы DEAE-
Toyopearl 650M проводили ступенчатым градиентом NaCl (0,3, 
0,5, 1,0, 1,5, 2,0 М) или 0,01 М Tрис-HCl (pH 7,0) с этиловым 
спиртом (20, 40, 60 %).

Определение молекулярной массы антимикробных метабо-
литов осуществляли методом гель-проникающей хроматогра-
фии на Sephadex G-10, G-15, G-25, G-100 (GE, Швеция), пред- 
варительно уравновешенных буферным раствором (рН 7,5) 
(0,01 М Tрис-HCl; 0,1 М NaCl). Элюирование метаболитов осу-
ществляли с использованием выше указанного раствора, соби-
рали 20 фракций элюата по 0,5 мл.

Полученные данные выражали, используя стандартное откло-
нение. Статистическую обработку проводили с использованием 
программы Microsoft Excel и прикладных программ Sta tistica 8.0. 

Результаты и обсуждение. Исследования спектра антимик-
робной активности штамма бактерий B. velezensis БИМ В-497 Д, 
проведенные нами ранее методами in vitro на агаризованных 
средах [10], показали, что культура обладает выраженным бак-
терицидным либо бактериостатическим действием в отношении 
ряда условно-патогенных микроорганизмов: S. aureus., E. coli,  
P. aeruginosa, S. dublin, P. vulgaris, K. pneumonia и их ассоциаций, 
выделенных из гнойных очагов и вызывающих гнойно-некроти-
ческие поражения наружных покровов животных. Также методом 
отсроченного антагонизма установлено, что основное количе-
ство антимикробного фактора штамма B. velezensis БИМ В-497 Д 
локализовано в бесклеточном фильтрате КЖ [11]. При этом ин-
тактные клетки культуры и их гомогенат проявляли незначи-
тельную антимикробную активность.

Результаты приведенных выше исследований согласуются  
с данными, полученными методом количественной оценки ан-
тагонистической активности бактерий. Так, при действии экзо-
метаболитов бесклеточного фильтрата на индикаторные штам-
мы задержка их роста, определяемая фотометрически, состави-
ла 17–30 % по отношению к контролю, в то время как в образцах 
с клеточным экстрактом наблюдалась даже некоторая стимуля-
ция роста тест-объектов (табл. 1). 
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Таблица 1. Оценка антимикробной активности (АА) фракций КЖ штамма 
B. velezensis БИМ В-497 Д в отношении индикаторных культур

Исследуемые 
фракции

Рост E.coli КМИЭВ-39А 
(OD590) АА фрак-

ций

Рост S. aureus КМИЭВ-107 
(OD590) АА фракций

контроль опыт контроль опыт

Фильтрат 
КЖ

0,671 ±  
0,07

0,462 ±  
0,04

31,1 % 
(ингиби-
рование 
роста)

0,638 ±  
0,06

0,480 ±  
0,03

24,8 % 
(ингиби-
рование 
роста)

Клеточный 
экстракт

0,671 ±  
0,08

0,710 ±  
0,07

– 
(стиму-
ляция 
роста)

0,638 ±  
0,07

0,670 ±  
0,06

– 
(стимуля-
ция роста)

На следующем этапе работы исследовалась продукция анти-
микробных метаболитов штаммом B. velezensis БИМ В-497 Д  
в бесклеточных фильтратах КЖ в динамике. Культивирование 
проводили в стационарных условиях на оптимизированной сре-
де Мейнелла. Установлено, что бактерицидное действие филь-
трата КЖ штамма-антагониста начинает проявляться в лога-
рифмической фазе роста (рис. 1).
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Рис. 1. Динамика роста и продукции штаммом B. velezensis БИМ В-497 Д  
антимикробных экзометаболитов
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На протяжении логарифмической фазы роста с 10 по 26 ч 
культивирования АбА фильтратов КЖ росла, достигая своего 
максимального уровня 96 ЕА/мл в интервале 26–36 ч, что совпа-
дало со стадией проспор культуры. Следует отметить, что титр 
КОЕ на данном этапе роста оставался практически неизменным 
(0,7–1,0 × 109 КОЕ/мл), а процентное содержание спор в проме-
жутке 26–32 ч инкубации в культуре не превышало 40 %.

После 32 ч культивирования наблюдалось значительное уве-
личение содержания спор в культуре и ее переход в стадию ак-
тивного спорообразования, а начиная с 48 ч культивирования 
количество спор в культуре составляло не менее 90 % от всех 
жизнеспособных клеток. На стадии формирования спор уровень 
АбА фильтратов снижался до 64 ЕА/мл.

Таким образом, нами была выявлена связь между уровнем 
АбА в фильтратах культуры и фазой ее развития. Так, макси-
мальное значение данного параметра совпадает с началом мета-
болической и структурной перестройки клеток – стадией про-
спор, а при переходе культуры к активному спорообразованию 
продукция антимикробных метаболитов снижается и доходит 
до минимума в споровой культуре.

На следующем этапе работы установлено, что фильтраты 
культуры обладают бактериолитической активностью, причем 
секретируемые клетками штамма B. velezensis БИМ В-497 Д ме-
таболиты частично лизировали лишь клетки грамотрицатель-
ных патогенов. Так, в пробах с клетками E. coli КМИЭВ-39А 
либо E. coli К3 и 60%-ной бесклеточной КЖ антагониста опти-
ческая плотность суспензий снижалась за 12 ч культивирования 
на 24–31 %. При экспозиции культуры S. aureus КМИЭВ-107  
в фильтрате КЖ штамма-антагониста в течение 12–18 ч сниже-
ние оптической плотности суспензий не наблюдалось. 

При изучении устойчивости антимикробного фактора к тем-
пературному воздействию установлено, что антибиотически ак-
тивный метаболит бесклеточного фильтрата относительно тер-
молабилен. Так, при продолжительном (20–60 мин) нагревании 
при 80 °С и кратковременном (5–10 мин) при 90–100 °С остаточ-
ная АбА фильтратов КЖ штамма-антагониста сохранялась до 
62 %. 
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Экзометаболиты штамма оказались чувствительными к фер-
ментативному воздействию протеиназой К и проназой. Филь-
траты КЖ, подвергшиеся обработке протеиназой К в течение 1 ч 
при 50 °С, теряли 87,5 % АбА, при 60 °С – 92 %, а при гидролизе 
проназой в течение 2 ч при 37 °С утрачивали ее полностью. По-
лученные данные о подавлении антибактериальной активности 
фильтратов КЖ под действием протеиназы К и проназы указы-
вают на наличие пептидных связей в антимикробном экзомета-
болите, продуцируемом штаммом B. velezensis БИМ В-497 Д [12].

Для определения суммарного заряда молекул экзометаболи-
тов проводили ионообменную хроматографию на анионите Dowеx 
1×2 и катионите Dowеx 50×2. Проскок, собранный с катионита, 
показывал уровень АбА, сравнимый с контролем (4-кратно раз-
веденным фильтратом КЖ) 16 ЕА/мл, в то время как проскок, 
полученный с анионита, содержал всего 4 ЕА/мл. Полученные 
данные указывали на то, что метаболиты имеют суммарный от-
рицательный заряд, за счет которого и взаимодействуют с анио-
нитом. 

На следующем этапе работ проводили подбор анионообмен-
ников из ряда сорбентов: Maсro-Prep-DEAE Support (1), Maсro-
Prep-High Q Support (2), DEAE-Toyopearl 650M (3) и ДЭАЭ цел-
люлоза (4). За счет неспецифического взаимодействия молекул 
антимикробного метаболита с сорбентами не удалось элюиро-
вать целевое соединение с ионитов 1, 2, 4. Частично (12 %) анти-
биотически активное вещество элюировалось с сорбента 3, в свя-
зи с чем он был отобран для дальнейшей работы. 

При оптимизации условий десорбции варьировали ионную 
силу и концентрацию органического компонента (этиловый 
спирт) элюирующего буфера. Так, использование ступенчатого 
градиента концентрации NaCl (0,3–2,0 М) не позволило добить-
ся удовлетворительных результатов по элюции антимикробного 
метаболита (рис. 2, А). Элюат, полученный при использовании 
буфера с градиентом этилового спирта (от 20 до 60 %), но без до-
бавления NaCl, также не обладал АбА. Наиболее эффективно де-
сорбция экзометаболита наблюдалась при совместном исполь-
зовании в элюенте 0,5 М NaCl с добавлением этанола (20–60 %) 
(рис. 2, Б). 
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А

Б

Рис. 2. Хроматограммы элюции активного метаболита буферными раствора-
ми Tрис-HCl (0,01 М, рН 7,0) различных составов: А – с градиентом концен-
трации NaCl (0,3–2,0 М) ( ); Б – с градиентом концентрации этилового 
спирта (20–60 %) ( ) и с градиентом концентрации этилового спирта (20–

60 %) при 0,5 М NaCl ( )

Таким образом, применение высоких концентраций как соли 
(2 М), так и растворителя (60 % этанола) в элюенте в отдельно-
сти не позволяло элюировать активное вещество с сорбента,  
в то время как включение данных компонентов в состав десорб-
ционного буфера в оптимальных количествах (0,5 М NaCl и 40 % 
этанол) обеспечивало элюцию антимикробных метаболитов, ак-
тивных в отношении E. coli КМИЭВ-39А, со смолы (в составе 
фракций 22–23) (рис. 3). Также отмечено, что при данном режиме 
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градиентного элюирования при содержании этанола 10 % в де-
сорбционном буфере получали оптически активные фракции 
1–3, оказывающие ингибирующее действие на культуру S. aure-
us КМИЭВ-107.

С использованием метода гель-проникающей фильтрации на 
смолах Sephadex G-10, G-15, G-25, G-100 определен молекуляр-
ный вес метаболитов активной фракции, находящийся в интер-
вале 0,7–4 кДа. 

Заключение. В результате проведенных исследований уста-
новлено, что штамм бактерий B. velezensis БИМ В-497 Д является 
продуцентом антибактериальных экзометаболитов, ингибирую-
щих развитие условно-патогенных грамположительных и гра-
мотрицательных бактерий. Установлен максимальный уровень 
антибиотической активности фильтрата КЖ, который обнару-
живается на поздней логарифмической фазе роста культуры 
(26–36 ч) и составляет 96 ЕА/мл. Также показано, что секретиру-
емые культурой штамма-антагониста биологически активные 
соединения обладают лизирующим действием в отношении гра-
мотрицательных условно-патогенных микроорганизмов. Установ-
лено, что антимикробные метаболиты относятся к низкомолеку-
лярным соединениям (0,7–4 кДа), имеют пептидную природу, 
несут общий отрицательный заряд. Для первичной очистки ан-
тагонистически активной фракции из бесклеточного фильтрата 
КЖ штамма подобраны условия ионообменной хроматографии. 

Авторы статьи выражают благодарность старшему научному 
сотруднику лаборатории молекулярной биотехнологии Инсти-
тута микробиологии НАН Беларуси кандидату биологических 
наук Рымко Александру Николаевичу, а также Лозюк Светлане 
Константиновне за оказанную помощь в проведении экспери-
ментальной части исследования.
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INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY FACTORS  
OF BACTERIAL STRAIN BACILLUS VELEZENSIS BIM B-497 D
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1State Scientific and Production Association “Chemical Synthesis  
and Biotechnology”, Minsk, Belarus, irina_ pros@tut.by 
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The main factors determining the antimicrobial activity of the antagonist Ba-
cillus velezensis BIM B-497D have been investigated in relation to opportunistic 
bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The lytic activity of the strain 
against gram-negative test objects has been demonstrated. The dynamics of the an-
timicrobial metabolites accumulation in the culture medium of the B. velezen- 
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sis BIM B-497D during periodic cultivation has been established. Its maximum an-
tibacterial activity – 96 EA/ml against the E. coli KMIEV-39A was estimated. The 
conditions for obtaining active fractions with antimicrobial action were selected, 
the charge and molecular weight of active metabolites were determined.

Keywords: Bacillus velezensis, antimicrobial activity, antibacterial exome-
tabolytes, low molecular peptides.
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ВЛИЯНИЕ ФУНГИЦИДНЫХ ПРЕПАРАТОВ РАЗНОЙ 
ХИМИЧЕСКОЙ ПРИРОДЫ НА ПИТАТЕЛЬНУЮ  

И ВИТАМИННУЮ ЦЕННОСТЬ ПЛОДОВ VACCINIUM 
СORYMBOSUM L. В УСЛОВИЯХ БЕЛАРУСИ

Ж. А. РУПАСОВА1, Н. Б. КРИНИЦКАЯ1, Д. О. СУЛИМ1,  
К. А. ДОБРЯНСКАЯ1, В. С. ЗАДАЛЯ1, Н. Б. ПАВЛОВСКИЙ1, 

О. В. ДРОЗД1, Л. В. ГОНЧАРОВА1, П. Н. БЕЛЫЙ1,  
Э. И. КОЛОМИЕЦ2, З. М. АЛЕЩЕНКОВА2,  

М. Н. МАНДРИК-ЛИТВИНКОВИЧ2

1Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
rupasova@basnet.by 

2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь

Исследовано влияние фунгицидных препаратов – химического Беллиса  
и бактериальных ХелсБеррина и ХелсБеррина в сочетании с Гуматом калия 
при дву- и четырехкратных обработках растений голубики высокорослой на 
биохимический состав плодов по 14 показателям. Приведены результаты, по-
лученные в двух полевых экспериментах на почвах различного уровня плодо-
родия: менее плодородных (на экспериментальной базе ЦБС НАН Беларуси)  
и более плодородных (в крестьянско-фермерском хозяйстве «Ягодное лукош-
ко»). В обоих экспериментах показано, что все испытанные препараты обе-
спечивали более высокий, чем в контроле, уровень питательной и витамин-
ной ценности плодов по широкому спектру действующих веществ, однако 
эффект зависел от химической природы фунгицидов и плодородия почвы. 
Применение фунгицидов в менее благоприятных условиях для роста расте-
ний способствовало улучшению качества ягодной продукции в 1,3–5,1 раза,  
в более благоприятных – в 1,3–20,0 раз. В одинаковых экспериментальных 
условиях максимальное положительное влияние на качество ягодной продук-
ции оказала двукратная обработка ХелсБеррином в сочетании с Гуматом калия, 
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минимальное – двукратная обработка ХелсБеррином. Показано, что с повы-
шением уровня плодородия почвы происходило усиление позитивного влия-
ния бактериальных фунгицидов на качество плодов голубики при ослабле-
нии эффекта от применения химического фунгицида вплоть до его полного 
нивелирования.

Ключевые слова: химические фунгициды, микробные препараты, голу-
бика высокорослая, плодородие почв, биохимическая характеристика плодов.

Введение. В настоящее время получение качественного уро-
жая голубики высокорослой в Беларуси в значительной степени 
ограничено ее высокой поражаемостью фитопатогенами, обу-
словленной не только продолжительным локализованным воз-
делыванием данной культуры, но и ее повышенными требова-
ниями к условиям увлажения, высокими темпами формирования 
вегетативной сферы, способствующими загущению посадок. За-
мечено, что когда болезни принимают характер эпифитотий, 
они могут привести к снижению продуктивности и даже к пре-
кращению плодоношения и гибели растений. Доминирующее 
положение в спектре заболеваний в посадках голубики высоко-
рослой принадлежит ожогу побегов, или раку стеблей (Fusicco-
cum putrefaciens), распространенность которого может достигать 
11,0–58,0 %, а также фомопсисному увяданию ветвей (Phomopsis 
vaccinii) с распространенностью 13,0–59,0 %, обусловливающих 
развитие болезней в пределах 3,2–43,5 и 2,0–38,5 % соответ-
ственно. Наряду с этим зачастую встречается рак ветвей, или 
ботриосфериевая цветковая гниль (Botryosphaeria vaccinii), мо-
нилиоз (Monilia oxycoccii) и серая гниль (Botrytis cinerea) [1].

Большое разнообразие патогенных микроорганизмов, выяв-
ленных в посадках голубики, потребовало разработки мер, сдер-
живающих их развитие. До сих пор в качестве профилактиче-
ских приемов борьбы с болезнями голубики проводится очистка 
насаждений от опада в сочетании с обработкой 5%-ным раство-
ром бикарбоната натрия либо контактными препаратами меди. 
Весной при появлении первых листьев применяют фунгициды 
Антракол, Бордосская смесь, Купроксат, Ридомил, Строби, Танос, 
Хорус, Хлорокись меди. В период вегетации растений для борьбы 
с грибными заболеваниями используют Фундазол, Topas 250E 
(Топас 250Е), Mission 418EC (Миссия 418ЕС), Funginex 190EC 
(Фунгинекс 190ЕС), Allegro 500F (Аллегро 500F).
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В последние годы все большее внедрение в защитные меро-
приятия на посадках голубики получают микробные препараты. 
Так, в России для борьбы с мучнистой росой и монилиозом 
ягодных культур используют Бактофит СК – биологический 
препарат, созданный на основе спор и клеток штамма Bacillus 
subtilis ИПМ215, гумата калия (натрия) и микроэлементов (Mn, 
S, Си, В, Fe, Zn, Mo) [2]. В европейских странах для борьбы с се-
рой гнилью на посадках голубики применяют препарат Serenade 
Max (Серенада Макс) или Serenade ASO (Серенада АСО), полу-
ченный на основе бактерий Bacillus subtilis, а для борьбы с ан-
тракнозом – препарат Polyversum WP на основе живого хищного 
гриба Pythiumo oligandrum [3, 4]. В Колумбии для борьбы с се-
рой гнилью в посадках голубики высокую результативность по-
казали микробные препараты Actinovate (Streptomyces lydicus), 
Pre-stop (Gliocladium catenulatum), Serenade ASO (Bacillus subtilis)  
и Sonata (Bacillus pumilus) [5].

Несмотря на то, что до настоящего времени в Государствен-
ный реестр средств защиты растений и удобрений, разрешенных 
к применению на территории Республики Беларусь, не включе-
ны микробные препараты с антагонистической активностью  
к возбудителям болезней голубики высокорослой, на наш взгляд, 
представляется весьма актуальным и целесообразным использо-
вание в этих целях данных экологически безопасных фунгици-
дов. Это согласуется с принятым в Республике Беларусь в ноя-
бре 2018 г. Законом «О производстве и обращении органической 
продукции», предполагающим использование в растениеводче-
ских технологиях биологических препаратов, в том числе фун-
гицидного действия. В связи с этим в 2021–2022 гг. в Ганцевич-
ском районе Брестской обл. в условиях опытной культуры впер-
вые были проведены испытания нового жидкого бактериального 
препарата ХелсБеррин, обладающего фитозащитным и ростсти-
мулирующим действием. Разработанный в Институте микро-
биологии НАН Беларуси препарат ХелсБеррин содержит клетки, 
споры и продукты метаболизма бактерий Bacillus amyloliquefa-
ciens Б.16 и Bacillus amyloliquefaciens З.9. Исследовано также 
действие данного препарата в сочетании с 2%-ным раствором 
Гумата калия. 



296	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

Оценка эффективности указанных микробных препаратов 
проводилась в сравнении с действием химического фунгицида 
Беллис, разрешенного для использования на посадках голубики 
высокорослой на территории республики. При этом наряду  
с определением фунгицидного действия проводилась оценка их 
влияния на основные параметры развития и биохимический со-
став ягодной продукции. 

Цель работы – сравнительная оценка влияния химического 
(Беллис) и микробных (ХелсБеррин, ХелсБеррин в сочетании  
с Гуматом калия) препаратов на питательную и витаминную 
ценность ягодной продукции голубики высокорослой. 

Материалы и методы. Исследования выполнены на приме-
ре сорта Bluecrop голубики высокорослой в двух полевых экс-
периментах с идентичной 6-вариантной схемой обработок рас-
тений: 

1 – контроль (обработка водой); 
2 – обработка растений водно-диспергируемыми гранулами 

химического фунгицида Беллис из расчета 0,8 кг/га при норме 
расхода 2 г/л;

3, 4 – дву- и четырехкратная обработка жидким микробным 
препаратом ХелсБеррин из расчета 20 л/га при норме расхода  
50 мл/л;

5, 6 – дву- и четырехкратная обработка жидким биологиче-
ским препаратом ХелсБеррин в сочетании с 2%-ным Гуматом 
калия из расчета 20 л/га при норме расхода 50 мл/л.

Опыты проводили на почвах различного уровня плодородия – 
менее плодородных (на экспериментальной базе ЦБС НАН Бе-
ларуси) и более плодородных (в крестьянско-фермерском хозяй-
стве «Ягодное лукошко»). 

В вариантах опыта с двукратной обработкой растений мик-
робными фунгицидами первая из них по времени совпадала со 
второй при четырехкратной обработке, тогда как вторую обра-
ботку проводили за 3–5 дней до сбора плодов. При четырехкратной 
обработке первую проводили по завершении цветения расте-
ний, две последующие – через каждые 10 дней, а последнюю – 
за 3–5 дней до сбора плодов. Норма расхода рабочего раствора 
фунгицида на одну обработку составляла 2 л в каждом варианте 
опыта, выполняемого в двукратной повторности.
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Почва на экспериментальном участке отраслевой лаборатории 
ЦБС НАН Беларуси – торфяно-глеевая, мелиорированная, раз-
витая на слое пушицево-сфагнового верхового торфа, подстила-
емом с глубины 50 см рыхлым, разнозернистым песком. Торф 
среднеразложившийся, с зольностью 15 % и содержанием P2O5 – 
131 мг/кг, K2O – 180, Сa – 246, Mg – 32 мг/кг. Реакция почвенного 
раствора (pHH2O) в приствольной зоне посадок голубики варьи-
ровалась в диапазоне 4,9–6,2, тогда как у мульчирующего слоя 
(древесные опилки) она составляла 4,9–5,3, а в междурядьях – 
4,7–5,1. 

Почва на участке КФХ «Ягодное лукошко» – дерново-подзо-
листая, супесчаная, с содержанием гумуса 3,5 %, P2O5 – 285 мг/кг, 
K2O – 74, Сa – 982, Mg – 124 мг/кг. Реакция почвенного раствора 
(pHH2O) в приствольной зоне посадок голубики соответствовала 
области более низких, чем на предыдущем участке, значений – 
от 3,8 до 4,9 при pH мульчирующего слоя (древесные опилки)  
в пределах от 4,7 до 4,8, а в междурядьях – 5,0–5,7.

В период созревания плодов в свежих усредненных пробах 
растительного материала определяли содержание сухих веществ 
по ГОСТ 28561-90 [6]; аскорбиновой кислоты (витамина С) − 
стандартным индофенольным методом [7]; титруемых кислот 
(общей кислотности) – объемным методом [7]. В высушенных 
при 60 °С пробах определяли содержание растворимых сахаров – 
ускоренным полумикрометодом [8], гидроксикоричных кислот 
(в пересчете на хлорогеновую) – спектрофотометрическим мето-
дом [9]; пектиновых веществ – кальциево-пектатным [7]; ду-
бильных веществ (танинов) – титрометрическим методом Ле-
венталя [10], суммарное содержание антоциановых пигментов – 
по методу T. Swain, W. E. Hillis [11] с построением градуировочной 
кривой по кристаллическому цианидину, полученному из пло-
дов аронии черноплодной и очищенному по методике Ю. Г. Ско-
риковой и Э. А. Шафтан [12]; антоцианов и суммы катехинов  
(с использованием ванилинового реактива) – фотоэлектроколо-
риметрически [13, 7]; суммы флавонолов (в пересчете на рутин) – 
спектрофотометрически [7]. Все аналитические определения 
выполнены в двукратной биологической и трехкратной анали-
тической повторностях. Данные статистически обработаны с ис-
пользованием программы Excel. 
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Сравнение вариантов полевого опыта по интегральному 
уровню питательной и витаминной ценности плодов голубики 
осуществляли на основе защищенного патентом авторского спо-
соба ранжирования объектов по совокупности анализируемых 
признаков [14].

Результаты и обсуждение. Показанные выше различия уров-
ня плодородия субстрата в полевых экспериментах, на наш взгляд, 
могли отразиться на восприимчивости опытных растений к воз-
действию испытываемых фунгицидных препаратов, что нашло 
подтверждение результатами биохимических исследований. По 
данным, приведенным в табл. 1, плоды голубики характеризова-
лись заметными различиями диапазонов варьирования исследу-
емых показателей в рамках экспериментов. Вместе с тем значи-
тельная ширина приведенных диапазонов свидетельствовала  
о существенном влиянии испытываемых препаратов на нако-
пление в плодах органических соединений.

Таблица 1. Диапазоны варьирования биохимических характеристик 
плодов голубики высокорослой в полевых экспериментах  

(в сухом веществе)

Показатель

Количественная характеристика показателей 
голубики, полученной в условиях

экспериментальной  
базы ЦБС НАН 

Беларуси

крестьянско-фермерского 
хозяйства «Ягодное  

лукошко»

Сухие вещества, % 11,8–13,3 14,0–15,0
Свободные органические кислоты, % 7,53–11,31 4,62–5,89
Аскорбиновая кислота, мг/100 г 438,7–478,6 390,1–421,5
Гидроксикоричные кислоты, мг/100 г 662,6–1045,2 887,4–1061,0
Растворимые сахара, % 47,3–57,0 42,0–54,3
Сахарокислотный индекс 5,0–6,3 7,9–11,5
Пектиновые вещества, % 5,85–6,72 5,79–6,80
Собственно антоцианы, мг/100 г 3640–4384 4320–6840
Лейкоантоцианы, мг/100 г 1542–2558 1396–2328
Сумма антоциановых пигментов 5554–6942 6084–8996
Флавонолы, мг/100 г 1431–1788 2095–2963
Катехины, мг/100 г 564–632 447–684
Сумма биофлавоноидов, мг/100 г 7872–9237 8720–12547
Дубильные вещества, % 2,08–2,56 2,05–2,37
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Для количественной оценки влияния были определены от-
носительные различия исследуемых показателей в контроле  
и вариантах опытов с применением фунгицидов (табл. 2). Как  
и следовало ожидать, различия минерального фона почв замет-
но отразились на биохимических характеристиках плодов на 
фоне обработок растений испытанными препаратами. Так, в ус-
ловиях КФХ «Ягодное лукошко» ни в одном варианте опыта  
с использованием бактериальных фунгицидов не обнаружено 
достоверного влияния на содержание в плодах аскорбиновой  
и свободных органических кислот. В то же время их примене-
ние на территории экспериментальной базы ЦБС НАН Беларуси 
во всех вариантах опыта приводило к увеличению накопления 
титруемых кислот на 26–50 % относительно контроля. Наиболее 
значительное увеличение, прогрессирующее с увеличением ко-
личества обработок, отмечено на фоне совместного использова-
ния ХелсБеррина в сочетании с Гуматом калия. С одной стороны, 
это можно рассматривать как позитивное явление, учитывая 
важное физиологическое значение данных соединений, но, с дру-
гой стороны, активизация их биосинтеза могла негативно отра- 
зиться на вкусовых свойствах плодов. 

В отличие от эксперимента в КФХ «Ягодное лукошко», в по-
левом опыте на территории экспериментальной базы ЦБС НАН Бе-
ларуси двукратные обработки растений микробными препара-
тами обусловили хотя и незначительное (в пределах 4–8 %), но 
статистически значимое снижение содержания в плодах аскор-
биновой кислоты по сравнению с контролем при неизменном 
значении этого показателя в плодах, полученных с четырехкрат-
ным их применением. Различия эдафических условий в данных 
экспериментах оказали также существенное влияние на биосин-
тез в ягодах гидроксикоричных кислот. Так, в опыте на террито-
рии экспериментальной базы ЦБС НАН Беларуси большинство 
испытанных агроприемов активировало их накопление на 12–
50 % относительно контроля, наиболее существенно на фоне об-
работок растений ХелсБеррином в сочетании с Гуматом калия. 
Лишь при четырехкратном применении ХелсБеррина отмечено 
незначительное снижение содержания данных соединений. При 
этом в эксперименте на территории КФХ «Ягодное лукошко» 
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наблюдалась противоположная картина, свидетельствовавшая 
об обеднении плодов голубики гидроксикоричными кислотами 
на 13–16 % по сравнению с контролем.

Вместе с тем в обоих экспериментах выявлены однотипные 
тенденции в активизации биосинтеза пектиновых и дубильных 
веществ под действием испытанных фунгицидов. Их наиболее 
выраженный эффект установлен при использовании микроб-
ных препаратов, обеспечивающих увеличение содержания 
пектиновых и дубильных веществ соответственно на 3–15  
и 9–23 % в плодах, созревших на почвах экспериментальной 
базы ЦБС НАН Беларуси, на 6–17 % – на почвах КФХ «Ягодное 
лукошко». При этом содержание в плодах сухих веществ на 
фоне применения бактериальных фунгицидов не менялось. В то 
же время при использовании химического препарата Беллис 
установлено незначительное (в пределах 8 %) увеличение их со-
держания только в эксперименте, проведенном на эксперимен-
тальной базе ЦБС НАН Беларуси, тогда как уровень биосинтеза 
титруемых кислот в этом случае в условиях КФХ «Ягодное лу-
кошко» в 2,6 раза превысил предел, достигнутый в предыдущем 
эксперименте.

Влияние данного препарата на накопление в плодах аскор-
биновой кислоты, хотя и нашло статистическое подтверждение, 
однако было незначительным, не превышавшим 4–5 % относи-
тельно контроля. При этом в опыте на экспериментальной базе 
ЦБС НАН Беларуси наблюдалось снижение, а на территории 
КФХ «Ягодное лукошко» увеличение ее содержания (табл. 2). 

Обращает на себя внимание активизация биосинтеза раство-
римых сахаров в плодах, выявленная в обоих полевых экспе- 
риментах при использовании всех испытанных препаратов. Это 
под тверждалось увеличением (более значительным в условиях  
КФХ «Ягодное лукошко») содержания растворимых сахаров от-
носительно контроля при одинаковом в обоих случаях, однако 
минимальном увеличении этого показателя на фоне примене-
ния химического фунгицида Беллис (см. табл. 2). Независимо от 
количества обработок растений ХелсБеррином, а также при дву-
кратном при менении данного препарата в сочетании с Гуматом 
калия выявлена сходная по величине активизация накопления  
в плодах растворимых сахаров относительно контроля, состав- 
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Таблица 2. Относительные различия биохимического состава плодов 
голубики высокорослой (%), обработанной фунгицидными препаратами 

Показатели Варианты опыта 

Беллис
ХелсБер- 
рин, 2 об-
работки

ХелсБер- 
рин, 4 об- 
работки

ХелсБер- 
рин + Гу- 

мат К,  
2 обра-
ботки

ХелсБер-
рин + Гу- 

мат К,  
4 обра- 
ботки

Отраслевая лаборатория экспериментальной базы ЦБС НАН Беларуси
Сухие вещества +8,1 –* – – –
Свободные органические кислоты +10,5 +26,2 +32,5 +37,6 +50,2
Аскорбиновая кислота –3,8 –7,9 – –4,4 –
Гидроксикоричные кислоты +13,6 +11,9 –5,1 +33,9 +49,7
Растворимые сахара +10,6 +16,3 +14,8 +14,8 +20,5
Сахарокислотный индекс – –7,9 –14,3 –17,5 –20,6
Пектиновые вещества +3,4 +6,8 +9,9 +13,2 +14,9
Собственно антоцианы – –17,0 –9,4 – –8,5
Лейкоантоцианы –5,9 – –6,5 – –39,8
Сумма антоциановые пигменты –3,4 –11,1 –8,3 – –20,0
Катехины – +4,3 –3,4 –3,4 –6,9
Флавонолы –9,7 – +7,5 +12,9 +10,8
Сумма биофлавоноидов –4,3 –8,1 –5,2 – –13,8
Дубильные вещества +9,1 – +23,0 +16,8 +16,8

КФХ «Ягодное лукошко»
Сухие вещества – – – – –
Свободные органические кислоты +26,9 – – – –
Аскорбиновая кислота +5,2 – – – –
Гидроксикоричная кислоты –16,4 –13,0 -13,4 - -13,0
Растворимые сахара +11,2 +23,1 +24,5 +24,5 +29,3
Сахарокислотный индекс –13,2 +22,0 +26,4 +24,2 +26,4
Пектиновые вещества +5,9 +10,0 +11,9 +15,4 +17,4
Собственно антоцианы –8,9 –5,1 +8,9 +44,3 –7,6
Лейкоантоцианы +30,1 +17,2 +66,8 +54,4 +22,1
Сумма антоциановых пигментов – – +22,0 +46,6 –
Катехины –28,5 –34,6 – –14,1 –28,5
Флавонолы –14,0 –7,7 +9,1 +21,7 +7,7
Сумма биофлавоноидов –5,8 –4,6 +16,9 +35,6 –
Дубильные вещества +6,3 +9,8 +12,7 +15,6 +15,6

П р и м е ч а н и е:  * – прочерк означает отсутствие статистически значи-
мых по t-критерию Стьюдента различий с контролем при р < 0,05.
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лявшая 15–16 % в эксперименте на экспериментальной базе  
ЦБС НАН Беларуси и 23–24 % в КФХ «Ягодное лукошко». Вместе 
с тем в обоих экспериментах при четырехкратном использова-
нии ХелсБеррина в сочетании с Гуматом калия был получен 
наиболее выраженный эффект: содержание растворимых саха-
ров в плодах голубики повышалось соответственно на 21 и 29 % 
относительно контроля.

Обнаруженное в опыте на экспериментальной базе ЦБС НАН Бе-
ларуси усиление биосинтеза титруемых кислот в плодах голуби-
ки в 1,6–2,5 раза при использовании микробных препаратов пре-
восходило увеличение содержания растворимых сахаров. Это 
отрицательно сказалось на показателе сахарокислотного (коли-
чественного соотношения данных соединений) индекса плодов, 
который на 8–21 % уступает контрольному показателю. При 
этом наименьшее отклонение от контрольной величины выявле-
но при двукратной обработке растений ХелсБеррином, наиболь-
шее – при четырехкратном его использовании в сочетании с Гу-
матом калия (табл. 2). Данное обстоятельство свидетельствует 
о соответствующем снижении сладости плодов голубики на 
фоне обработок растений микробными фунгицидами в экспери-
менте на экспериментальной базе ЦБС НАН Беларуси. Заметим, 
что при использовании химического препарата Беллис уровни 
биосинтеза свободных органических кислот и растворимых са-
харов оказались сопоставимыми между собой, что не приводило 
к изменению сахарокислотного индекса плодов по сравнению  
с контролем.

В то же время в полевом опыте на территории КФХ «Ягод-
ное лукошко» во всех вариантах обработки растений биологиче-
скими фунгицидами получен прямо противоположный эффект, 
свидетельствовавший об увеличении на 22–26 % величины са-
харокислотного индекса относительно контроля. Повышение 
сладости плодов было обусловлено отсутствием влияния мик-
робных препаратов на содержание в них титруемых кислот на 
фоне значительной активизации накопления растворимых саха-
ров. Что касается химического препарата Беллис, то его приме-
нение в данном эксперименте обусловило снижение сахарокис-
лотного индекса относительно контроля на 13 %, что объясняется 
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более чем двукратным превышением накопления в плодах сво-
бодных органических кислот по сравнению с накоплением рас-
творимых сахаров. 

Использование всех видов фунгицидов на эксперименталь-
ной базе ЦБС НАН Беларуси приводило к преимущественному 
обеднению плодов голубики биофлавоноидами на 4–14 % по 
сравнению с контролем: в наименьшей мере – при использовании 
химического препарата Беллис, в наибольшей – при четырех-
кратной обработке растений ХелсБеррином в сочетании с Гума-
том калия (см. табл. 2). Это указывает на снижение Р-витаминной 
ценности ягодной продукции. Лишь при двукратном примене-
нии смеси вышеуказанных препаратов общий выход полифено-
лов не уступал контрольному показателю. При этом обработка 
микробными фунгицидами оказала наиболее выраженное нега-
тивное влияние на биосинтез в плодах антоциановых пигмен-
тов: их общее количество снизилось на 8–20 % относительно 
контроля. В эксперименте менее всего снизилось содержание 
катехинов (в пределах 3–7 %), причем двукратное использова-
ние ХелсБеррина способствовало даже незначительному их на-
коплению в плодах опытных растений. 

Микробные препараты оказали весьма заметное стимулиру-
ющее влияние на биосинтез флавонолов, в отличие от антоциа-
новых пигментов и катехинов. Это подтверждалось увеличением 
содержания флавонолов на 8–13 % по сравнению с контролем, 
особенно на фоне применения ХелсБеррина в сочетании с Гума-
том калия. Использование химического препарата Беллис не 
оказало достоверного влияния на содержание в плодах катехинов, 
но привело к обеднению их антоциановыми пигментами и фла-
вонолами соответственно на 3 и 10 %, что и обусловило обнару-
женное снижение в них общего количества Р-витаминов. 

В полевом опыте на территории КФХ «Ягодное лукошко» на 
фоне четырехкратных обработок растений ХелсБеррином и осо-
бенно при его двукратном применении в сочетании с Гуматом 
калия имело место значительное обогащение плодов биофлаво-
ноидами, подтверждаемое увеличением их общего количества 
соответственно на 17 и 36 % по сравнению с контролем. Столь 
выраженный позитивный эффект в этих вариантах опыта был 
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обусловлен, главным образом, активизацией накопления в пло-
дах антоциановых пигментов (на 22 и 47 %) и, в меньшей степени, 
флавонолов (на 9 и 22 %). Заметим, что использование всех  
испытанных препаратов обеспечивало усиление накопления на 
17–67 % лейкоформ антоциановых пигментов в плодах. Однако 
активизация биосинтеза собственно антоцианов лишь на фоне 
обозначенных выше агроприемов и снижение в остальных вари-
антах опыта их содержания на 5–10 % не позволили выявить 
значимых различий в общем количестве антоциановых пигмен-
тов с контролем в этих случаях. Вместе с тем в большинстве ва-
риантов опыта в КФХ «Ягодное лукошко» и ЦБС НАН Беларуси 
обнаружена общая, но с различной степенью выразительности, 
тенденция изменения содержания в плодах катехинов и особен-
но флавонолов, что обусловило снижение на 5–6 % общего вы-
хода Р-витаминов на фоне применения химического фунгицида 
Беллис и двукратных обработок растений ХелсБеррином.

На основании результатов биохимического анализа плодов 
голубики определены условия обработки растений фунгицида-
ми, влияющие на качество ягодной продукции. На территории 
экспериментальной базы ЦБС НАН Беларуси максимальное 
число наилучших биохимических показателей плодов выявлено 
у растений контрольного варианта и обработанных дву- и четы-
рехкратно ХелсБеррином в сочетании с Гуматом калия (табл. 3). 
При этом следует отметить, что четырехкратная обработка  
ХелсБеррином в сочетании с Гуматом калия приводила также  
и к наибольшему числу биохимических показателей плодов  
с минимальными значениями. 

В эксперименте на территории КФХ «Ягодное лукошко», как 
и в предыдущем случае, наибольшее количество максимальных 
значений исследуемых показателей обеспечивало применение 
ХелсБеррина в сочетании с Гуматом калия, особенно при дву-
кратной обработке растений.

С целью выявления агроприема, оказывающего наиболее за-
метное позитивное влиянием на биохимический состав плодов 
голубики, было проведено ранжирование вариантов опыта в по-
рядке снижения интегрального уровня их питательной и вита-
минной ценности по совокупности показателей, приведенных  
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в табл. 2. В соответствии с методическим приемом, принятым 
для исследования ответной реакции растений на применение 
фунгицидов [14], были повариантно суммированы относитель-
ные размеры положительных и отрицательных отклонений био-
химического состава плодов от контрольных показателей. По 
амплитуде выявленных различий судили о степени влияния 
препаратов на качество плодов опытных растений, а на основа-
нии кратного размера соотношения позитивных и негативных 
сдвигов в их биохимическом составе оценивали степень измене-
ния интегрального уровня питательной и витаминной ценности 
ягодной продукции в ту или иную сторону, приняв за единицу 
контрольный вариант опыта. Как следует из результатов поле-
вых опытов на территории экспериментальной базы ЦБС НАН Бе-
ларуси и КФХ «Ягодное лукошко» (табл. 4), на фоне испытанных 
агроприемов амплитуды изменения биохимических характери-
стик плодов варьировались относительно контроля в диапазо-
нах 82,4–272,5 и 147,1–296,4 % соответственно. Минимальные 
значения выявлены при использовании химического фунгицида 
Беллис в первом случае и на фоне двукратной обработки Хелс-
Беррином во втором, что указывало на наименее выраженное 
влияние данных агроприемов на биохимический состав плодов 
опытных растений. При этом в обоих опытах максимальные 
значения данного показателя, свидетельствующие о наиболь-
шем влиянии на него, установлены на фоне обработок ХелсБер-
рином в сочетании с Гуматом калия – четырехкратной в опыте 
на экспериментальной базе ЦБС НАН Беларуси и двукратной  
в КФХ «Ягодное лукошко». Заметим, что в первом случае с уве-
личением количества обработок микробными препаратами сте-
пень отмеченного влияния возрастала в 1,2–1,8 раза. В опыте на 
территории КФХ «Ягодное лукошко» подобная закономерность 
выявлена только при обработке растений ХелсБеррином, тогда 
как на фоне его применения в сочетании с Гуматом калия четы-
рехкратная обработка, напротив, уступала в 1,8 раза двукратной 
по степени влияния на качество плодов. 

Вместе с тем в обоих экспериментах все испытанные фунги-
циды обеспечивали более высокий, чем в контроле, интеграль-
ный уровень питательной и витаминной ценности плодов по со-
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вокупности 14 биохимических характеристик, оцениваемый по 
величине соотношения суммарных значений их положительных 
и отрицательных отклонений. Отмечено, что при использовании 
фунгицидов в условиях экспериментальной базы ЦБС НАН Бе-
ларуси степень улучшения качества ягодной продукции варьи-
ровалась от 1,3 раза на фоне двукратной обработки ХелсБеррином 
до 5,1 раза при его двукратном использовании в сочетании с Гу-
матом калия. В последнем случае оцениваемый показатель был 
в 2,5 раза большим, чем при использовании химического фунги-
цида. В остальных же вариантах опыта с применением бактери-
альных препаратов, несмотря на более высокий совокупный эф-
фект, их результативность в плане улучшения качества плодов 
голубики уступала таковой препарата Беллис в 1,2–1,5 раза.

В соответствии со снижением кратного размера соотноше-
ния положительных и отрицательных сдвигов в биохимическом 
составе плодов опытных растений под действием испытанных 
агроприемов относительно контроля, варианты полевого опыта 
были расположены в нижеприведенной последовательности: 

ХелсБеррин + Гумат К (2 обработки) > Беллис > ХелсБеррин 
(4 обработки) > ХелсБеррин + Гумат К (4 обработки) > ХелсБеррин 
(2 обработки) > Контроль. 

В эксперименте на территории КФХ «Ягодное лукошко» на-
блюдалась противоположная картина различий эффективности 
химического и бактериальных фунгицидов, свидетельствовав-
шая о наиболее низком в первом случае, причем сопоставимом  
с контролем, интегральном уровне питательной и витаминной 
ценности ягодной продукции. Наиболее же высокие значения 
данного показателя, превысившие в 20 раз таковые в контроле  
и в варианте с применением химического фунгицида, были по-
лучены на фоне двукратной обработки растений ХелсБеррином 
в сочетании с Гуматом калия. При этом только двукратное при-
менение одного ХелсБеррина обеспечивало сходное по величине 
с экспериментом на экспериментальной базе ЦБС НАН Белару-
си улучшение качества плодов голубики относительно контро-
ля, тогда как в остальных вариантах опыта с использованием 
микробных препаратов их результативность в этом плане пре-
вышала таковую в предыдущем эксперименте в 1,6–8,8 раза.
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В опытах, проведенных на экспериментальной базе ЦБС НАН Бе-
ларуси и КХК «Ягодное лукошко», выявлено различное влия-
ние испытанных агроприемов на интегральный уровень пита-
тельной и витаминной ценности плодов голубики. При этом  
в обоих хозяйствах обнаружено сходное распределение испы-
танных микробных фунгицидов в соответствии со снижением 
эффективности их влияния на качество плодов и полное отсут-
ствие такого эффекта у химического фунгицида Беллис:

ХелсБеррин + Гумат К (2 обработки) > ХелсБеррин (4 обра-
ботки) > ХелсБеррин + Гумат К (4 обработки) > ХелсБеррин  
(2 обработки) > Беллис > Контроль. 

Заключение. В условиях экспериментальной базы ЦБС НАН Бе-
ларуси и КХК «Ягодное лукошко», расположенных на почвах 
различного плодородия, исследовано влияние обработки расте-
ний голубики высокорослой фунгицидными препаратами – хи-
мическим Беллис и бактериальными ХелсБеррина и ХелсБерри-
на в сочетании с Гуматом калия на биохимический состав пло-
дов. Все испытанные препараты обеспечивали повышенный по 
сравнению с контролем интегральный уровень питательной  
и витаминной ценности плодов по 14 биохимическим показате-
лям: сухим, дубильным и пектиновым веществам, свободным 
органическим кислотам, аскорбиновой и гидроксикоричным кис-
лотам, растворимым сахарам, антоциановым пигментам, флаво-
нолам, катехинам, сахарокислотному индексу. Применение фун-
гицидов в условиях, менее благоприятствующих росту расте-
ний, способствовало улучшению качества ягодной продукции  
в 1,3–5,1 раза, в более благоприятствующих условиях – в 1,3–
20,0 раз. В одинаковых экспериментальных условиях макси-
мальное положительное влияние на качество ягодной продук-
ции оказала двукратная обработка ХелсБеррином в сочетании  
с Гуматом калия, минимальное – двукратная обработка Хелс-
Беррином. Установлено, что с повышением уровня плодородия 
почвы происходило усиление позитивного влияния бактериаль-
ных фунгицидов на качество плодов голубики при ослаблении 
эффекта от применения химического фунгицида вплоть до его 
полного нивелирования.
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INFLUENCE OF FUNGICIDAL PREPARATIONS  
OF DIFFERENT CHEMICAL NATURE ON THE NUTRITIONAL  

AND VITAMIN VALUE OF VACCINIUM CORYMBOSUM L.  
FRUIT UNDER THE CONDITIONS OF BELARUS

Zh. A. RUPASOVA1, N. B. KRINITSKAYA1, D. O. SULIM1,  
K. A. DOBRYANSKAYA1, V. S. ZADALIA1, N. B. PAVLOVSKY 1,  

O. V. DROZD1, L. V. GONCHAROVA1, P. N. BELYJ 1, E. I. KOLOMIETS2,  
Z. M. ALESHCHENKOVA2, M. N. MANDRIK-LITVINKOVICH2

1 Central Botanical Garden of the National Academy of Sciences of Belarus, 
Minsk, Belarus, rupasova@basnet.by 

2 Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Minsk, Belarus

The influence of fungicidal preparations – chemical Bellis and bacterial Health-
Berrin and HealthBerrin in combination with Potassium Humate during double and 
quadruple treatments of highbush blueberry plants was tested on the fruits bio-
chemical composition according to 14 indicators. The results obtained in two field 
experiments on soils of different fertility levels are presented: less fertile (at the ex-
perimental plot of the Central Botanical Garden of the National Academy of Sci-
ences of Belarus) and more fertile (at the private farm “Yagodnoye Lukoshko”). 
Both experiments showed that all tested preparations provided enhanced nutritional 
and vitamin value of fruits over the control recorded for a wide range of active sub-
stances, however the effect depended on the type of fungicides and soil fertility. The use 
of fungicides for plant growth under less favorable conditions improved the quality 
of berries by 1.3–5.1 times, under more favorable conditions – by 1.3–20.0 times. 
Under the same experimental conditions, the maximum positive effect on the quali-
ty of berry products was exerted by double treatment with HealthBerrin in combi-
nation with Potassium Humate, and the minimum positive effect on the quality of 
berry products was exerted by double treatment with HealthBerrin. It was shown 
that with rise in the level of soil fertility, the positive effect of bacterial fungicides 
on the quality of blueberry fruits increased, while the effect of the chemical fungi-
cide weakened until it was completely eliminated.

Keywords: chemical fungicides, microbial preparations, highbush blueberry, 
soil fertility, biochemical characteristics of fruits.
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УДК 579.222+577.15+579.6

ГОССИПОЛСОДЕРЖАЩИЕ ПРОДУКТЫ  
ПЕРЕРАБОТКИ СЕМЯН ХЛОПЧАТНИКА  
КАК СЫРЬЕ ДЛЯ ИНДУСТРИИ КОРМОВ 

Л. И. САПУНОВА1, Л. В. ЕРХОВА1, В. В. ГОРБАНЬ2,  
А. Г. ЛОБАНОК1

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
microbio@mbio.bas-net.by, leonida@mbio.bas-net.by 

2SOYTEX LTD, Пафос, Республика Кипр, v.gorban@soytex.com

Представлены данные научно-технической и патентной информации о строе-
нии и свойствах госсипола – основного токсиканта, содержащегося в отходах 
переработки семян хлопчатника и лимитирующего их использование в инду-
стрии кормов. Рассмотрены способы детоксикации госсипола с акцентом на 
микробную ферментацию хлопкового шрота (жмыха) как наиболее эффек-
тивный способ снижения его токсичности для животных и повышения пита-
тельной ценности и усвояемости.

Ключевые слова: госсипол, хлопок, семена, шрот, жмых, микробная фер-
ментация, белковая кормовая добавка 

Согласно данным Продовольственной и сельскохозяйствен-
ной организации (FАО), в мире голодает около 8,9 % населения 
планеты (около 690 млн человек). Учитывая темпы роста этого 
показателя в последние 5 лет (+ 60 млн), к 2030 г. недоедание 
станет проблемой для 840 млн, а к 2050 г. – для 2 млрд человек. 
Это побудило Организацию Объединенных Наций в качестве 
своих глобальных целей до 2030 г. провозгласить ликвидацию 
голода, ответственное потребление продуктов питания и их 
производство [1]. Решить проблему простым наращиванием 
производства продуктов, особенно богатых белком животного 
происхождения, невозможно из-за дефицита сырья, сдерживаю-
щего развитие кормовой отрасли. Поэтому в индустрии комби-
кормов акцент ставится на увеличение в них доли растительных 
источников кормового белка. 

Для ослабления напряженности кормового дисбаланса ве-
дется поиск нетрадиционных источников сельскохозяйственного 
сырья – отходов переработки хлопка, рапса, горчицы, сои, кле-
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щевины, в вегетативной массе и жмыхе которых содержатся 
специфичные токсичные вещества. Разработке и совершенство-
ванию методов их обезвреживания и утилизации уделяется 
большое внимание во всем мире, но особенно в странах, где на-
званные виды растений произрастают [2].

В последние десятилетия большое внимание уделяется ис-
пользованию отходов переработки хлопчатника, содержащих 
значительные количества белка, жира и других питательных ве-
ществ [3]. Это обусловлено тем, что мировой объем производ-
ства семян хлопчатника может дать около 10,8 трлн г белка, до-
статочного для удовлетворения потребностей 590 млн человек 
при норме потребления 50 г/день. Проблема, которую необходимо 
решить в ближайшее время, – это содержащийся в хлопковом 
шроте госсипол, токсичность которого ограничивает использо-
вание богатого белком отхода в рационе животных и человека.

Госсипол (2,2’-бис(8-формил-1,6,7-тригидрокси-5-изопропил-
3-метил-нафталин) представляет собой окрашенный в желтый 
цвет полифенольный бинафтилдиальдегид (рис. 1). 

Рис. 1. Структурная формула госсипола

Госсипол, имеющий химическую формулу C30H30O8 и моле-
кулярную массу 518,55 Да, хорошо растворяется в ацетоне, хло-
роформе, эфире и метилэтилкетоне (бутаноне), частично – в сы-
рых растительных маслах, не растворяется в воде и гексане.

Он содержится, главным образом, в семенах, а также в сте-
блях, листьях, цветочных почках хлопчатника. Его количество 
в семенах зависит от сорта хлопчатника и варьируется в преде-
лах от 0,02 до 6,64 % [4, 5], а в трансгенных растениях прямо 
коррелирует с содержанием сырого жира [6]. 
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В продуктах переработки семян хлопка присутствуют 2 фор-
мы госсипола: в свободной он имеет активные гидроксильные  
и альдегидные группы, а связанная представлена его комплекса-
ми с белками, аминокислотами или другими соединениями [7]. 
Фенольные и карбонильные группы госсипола могут ковалент-
но связываться со свободными эпсилон-аминогруппами лизина 
и аргинина [8], а его димерная структура облегчает перекрест-
ное связывание белков [9]. Кроме того, госсипол может образо-
вывать хелаты с ионами металлов, проявляя как про-, так и ан-
тиоксидантные свойства [10].

В семенах госсипол присутствует преимущественно в сво-
бодной форме, которая под воздействием температуры и влаги 
преобразуется в менее токсичную связанную форму [7]. Связан-
ная форма госсипола не всасывается в желудочно-кишечном 
тракте, и, как правило, нетоксична для жвачных животных. Од-
нако часть свободного госсипола, в том числе частично высво-
бождаемого в пищеварительном тракте при диссоциации его 
связанной формы, проникает в кровоток животных [11]. 

Кроме того, госсипол представлен 2 стереоизомерными 
(атропоизомерными) формами (рис. 2), из которых для позвоноч-
ных животных более токсичным является (–) изомер: он медлен-
нее, чем (+) изомер, выводится и дольше сохраняется в тканях 
организма [11, 12].

Рис. 2. Атропоизомеры госсипола [13]

Содержащие госсипол побочные продукты переработки се-
мян хлопка широко используются в качестве источника энергии 
и белков в рационах животных, преимущественно жвачных. Од-
нако госсипол – это клеточный и сосудистый яд, нейротоксин. 



Биотехнологии	для	сельского	хозяйства 315

Он индуцирует воспалительные процессы в тканях, сопрово-
ждающиеся некрозом отдельных участков печени (где значи-
тельная часть яда обезвреживается), почек (через которые госси-
пол выделяется из организма), сердца, нервной ткани, слизистой 
оболочки желудочно-кишечного тракта. Комплекс госсиполе-
рон, образованный активными группами госсипола, ингибирует 
всасывание железа, а его дефицит отрицательно влияет на эри-
тропоэз, вызывает анемию, особенно у молочных коров, дли-
тельно содержащихся на кормах с токсикантом [14, 15]. 

Госсипол усиливает активность локализованных в цитозоле 
катионов Ca2+, которые участвуют в сокращении клеточной мем-
браны, стимулируют эриптоз (гемолиз эритроцитов), а также при-
водит к повышенному порозу сосудов и, как следствие, к серозно- 
геморрагическому воспалению [16]. Госсипол, кроме того, нару-
шает иммунную и репродуктивную функцию организма [17].

Токсикозы чаще всего возникают при продолжительном 
скармливании животным отходов переработки семян хлопчат-
ника. Это связано с особенностями метаболизма госсипола: об-
ладая кумулятивным действием, он из-за медленного выведения 
из организма накапливается в тканях и, превысив критический 
уровень, вызывает интоксикацию [18]. Основными клинически-
ми признаками отравления госсиполом у различных животных 
являются слабость, апатия, снижение темпов набора массы, на-
рушение дыхания и даже скоротечный летальный исход [7, 19, 20]. 

Существенную роль в патогенезе отравлений играют нейро-
тропные свойства госсипола: хорошая растворимость в липидах 
способствует накоплению токсиканта в нервных клетках, что 
сопровождается возбуждением или, наоборот, угнетением жи-
вотных всех видов. В легких случаях заболевание ограничива-
ется потерей аппетита, ослаблением перистальтики кишечника, 
у крупного рогатого скота – сильной слабостью, возбуждением, 
стоном, у свиней – рвотой, частым извержением каловых масс 
со слизью. У животных отсутствуют аппетит, жажда, жвачка [18]. 

Токсический эффект, связанный с влиянием госсипола на 
иммунную функцию организма, проявляется пониженной рези-
стентностью животных к инфекциям и снижением эффективно-
сти вакцин. Частым его проявлением является также нарушение 
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мужской и женской репродукции [17]. У коров госсипол прямо 
не влияет на послеродовую охоту или искусственное осемене-
ние, однако длительное потребление рациона с его высоким со-
держанием снижает оплодотворяемость, увеличивает частоту 
абортов [21], уменьшает количество жизнеспособных фоллику-
лов в яичниках [22]. Госсипол пагубно действует на каудальные 
придатки сперматозоидов из-за повреждения клеточных мем-
бран, вызывает дегенерацию семенных канальцев в паренхиме 
яичек у быков [23–25].

Рацион с высоким содержанием госсипола снижает надои  
и содержание в молоке белка, повышает количество соматиче-
ских клеток у лактирующих коров [26]. Однако концентрация 
свободного госсипола в молоке обычно не превышает нормиро-
ванных пределов [27–29].

Таким образом, чрезмерное потребление животными госси-
пола с кормами приводит к его накоплению в организме, прово-
цирует различные заболевания, что влияет на здоровье человека 
при включении в рацион продуктов, полученных от таких жи-
вотных [30]. Поэтому из-за токсичности госсипола во многих 
странах установлены допустимые нормы его содержания в кор-
мах и продуктах питания. 

В Беларуси суммарное содержание госсипола в шроте и жмы-
хе хлопковом ограничивается 0,02 %, а его свободной формы  
в комбикормах для овец и коз – 10 мг/кг [31]. В России этот по-
казатель в кормах для свиней, крупного рогатого скота и птицы 
на откорме нормируется на уровне 10 мг/кг, для птицы-несушки –  
5 мг/кг [32]. В Европейском союзе норма использования свобод-
ного госсипола в рационе взрослых жвачных животных состав-
ляет менее 500 мг/кг, в рационе телят или ягнят – 100 мг/кг [33]. 

Вызванный госсиполом токсикоз у жвачных животных воз-
никает, как правило, при дисбалансе потребления его свободной 
формы и способности микроорганизмов рубца провести деток-
сикацию, а также при перекорме молодняка с функционально 
недоразвитым рубцом [4]. Поэтому меры профилактики отрав-
ления госсиполом включают в себя запрет на длительное и не-
прерывное скармливание жмыхов и шротов хлопчатника в ра-
ционе молодняка животных раннего возраста, на исключение 
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содержащих токсикант ингредиентов из рациона на 2–3 недели 
после 2–3-месячного употребления. 

При производстве кормов токсичность госсипола снижают 
механической, физической, химической [18, 34], ферментативно-
микробной [35] или комплексной [36] обработкой отходов пере-
работки семян хлопчатника. Однако использование микроорга-
низмов является наиболее перспективным способом: микробная 
ферментация обеспечивает не только наиболее высокую эффек-
тивность детоксикации, но и существенно повышает питатель-
ную ценность содержащего госсипол сырья [37, 38].

Принимая во внимание, что жвачные животные более устой-
чивы к госсиполу по сравнению с животными с однокамерным 
желудком, исследователи особое внимание уделяют микроорга-
низмам рубца как потенциальным деструкторам токсиканта. 
Например, из рубца выделен и запатентован штамм бактерий 
Bacillus subtilis RBS (CGMCC 8069) с высокой активностью де-
градации госсипола: в модельных опытах эффективность его 
разложения в растворе достигает 94,74 %, а в составе муки, по-
лученной из семян хлопка, приближается к 80 % [39].

В качестве источника углерода госсипол используется также 
обитающим в рубце штаммом B. subtilis GH38. В оптимальных 
условиях бактериальной твердофазной ферментации (72 ч, 39 °С, 
рН 6,5, КОЕ 107 клеток/г) содержание свободного госсипола в из-
мельченных семенах хлопка снижается на 78,86 %, общего – на 
49 %. При этом в ферментированном субстрате увеличивается 
на 5 % концентрация сырого протеина (в том числе незамени-
мых аминокислот, особенно аргинина, метионина и лизина) [40].

Предложен штамм B. subtilis BLCC1-0039 – продуцент ней-
тральной протеазы, который при выращивании в среде с хлоп-
ковой мукой утилизирует до 97,81 % свободного госсипола в те-
чение 48 ч [41].

В условиях жидкофазной ферментации хлопкового шрота  
с участием B. subtilis ESIGMA-945 степень детоксикации госси-
пола достигает 97,56 % за 72 ч [42].

Эффективность разложения ацетата госсипола B. subti- 
lis CGMCC 21103 составляет 94 % в глубинной культуре, а в ус-
ловиях твердофазной ферментации хлопкового шрота превыша-
ет 90,7 % [43].
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Из рубца молочных коров выделен штамм анаэробных лак-
тобактерий Lactobacillus agilis WWK129, растущих в средах  
с госсиполом в качестве единственного источника углерода.  
В результате микробной in vitro-ферментации измельченных се-
мян хлопка в течение 5 сут содержание госсипола снижается на 
83 %. При этом концентрация в ферментированном продукте 
сырого протеина, незаменимых аминокислот, а также молочной 
кислоты достоверно увеличивается, а нейтрально-детергентной 
и кислото-детергентной клетчатки – уменьшается [44].

Штамм L. plantarum CGMCC 10999 способен разлагать гос-
сипол в условиях анаэробной твердофазной ферментации хлоп-
кового шрота с эффективностью до 68,35 %, а также сдерживать 
рост патогенной микробиоты и предотвращать вторичную кон-
таминацию субстрата [45].

Дрожжевые грибы Candida parapsilosis CGMCC No.3555 [46] 
и C. tropicalis CGMCC No.11000 [47] способствуют деструкции 
соответственно до 60 и 82,63 % госсипола, содержащегося в со-
ставе хлопкового шрота, в условиях твердофазной анаэробной 
ферментации.

Другие известные микроорганизмы, проводящие детоксика-
цию хлопкового шрота в монокультуре, представлены грибами 
различной таксономической принадлежности, например, Sac-
charomyces cerevisiae CGMCC 6438 (99 %) [48], Mucor circinelloi-
des (67,5 %) [49], Lactarius deliciosus (рыжик настоящий) [50]. 
Свободную форму госсипола с различной эффективностью раз-
рушают также выделенные из засеянной хлопчатником почвы 
Geotrichum candidum, C. tropicalis, Torulopsis candida и Aspergil-
lus sp. [51–55]. 

Однако более результативная трансформация отходов пере-
работки семян хлопчатника и более высокое качество белкового 
корма, получаемого на его основе, достигается за счет сочетания 
разнообразных метаболических возможностей таксономически 
различных микроорганизмов, используемых для ферментации. 
В последнее время именно такой подход, часто совмещенный  
с использованием экзогенных ферментов, прослеживается при 
разработке способов микробной ферментации хлопкового шро-
та. Например, при обработке этого растительного субстрата как 
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монокультурой штамма Bacillus subtilis CGMCC 21103, так и со-
вместно с S. cerevisiae и L. plantarum уровень детоксикации гос-
сипола составляет не менее 90 %. При этом в ферментированном 
продукте увеличивается концентрация сырого протеина и об-
щее содержание органических кислот, улучшающих вкусовые 
качества кормов [56].

Твердофазная ферментация хлопкового шрота с участием 
сложной композиции бактерий B. cereus и B. subtilis, сахароми-
цетов и молочнокислых бактерий приводит, в зависимости от 
условий проведения процесса, к снижению концентрации госси-
пола на 71,41–76,59 % при одновременном повышении содержа-
ния сырого протеина на 4,25–6,48 % [57].

Бактерии B. subtilis, B. natto, B. coagulans и Brevibacillus 
laterosporus составляют основу композитного микробного аген-
та для ферментации хлопковой муки, который снижает содер-
жание в ней свободного госсипола на 94,61–96,27 %, повышает 
содержание белка на 5,48–6,13 % и свободных аминокислот на 
8,57–9,21 %, ингибирует рост посторонней микрофлоры [58].

Ферментация хлопковой муки с использованием дрожжево-
го гриба C. utilis SG60765 (CCTCC NO 2015718) и бактерий B. li-
cheniformis ACCC19372, L. plantarum CICC20765 позволяет сни-
зить содержание госсипола на 93,4 % и при этом придать кормо-
вому продукту пробиотические свойства [59].

Современные способы комплексной ферментации расти-
тельных остатков, содержащих госсипол, редко основываются 
на использовании двух (S. cerevisiae и L. plantarum [60], A. niger 
и S. cerevisiae [61], S. cerevisiae и Monascus sp. [62]) или трех раз-
личных культур (Bacillus subtilis CICC Nо. 10071, S. cerevisiae 
CICC Nо. 1421 и Lactobacillus plantarum CICC NO.6009 [63]. 
Обычно для этого создают мультимикробные ассоциации с боль-
шим числом микроорганизмов различной таксономической при-
надлежности: Corynebacterium sp., Torula utilis, B. subtilis и мо-
лочнокислых бактерий [64], S. cerevisiae, B. subtilis, C. utilis,  
L. acidophilus и A. oryzae [65], A. niger, A. oryzae, Trichoderma lon-
gifera, Humicola asoluteum, Penicillium fungus и A. aculeatus [66]. 

Для последовательной аэробно-анаэробной ферментации 
хлопкового шрота предлагают смесь микробных культур более 
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сложного состава, включающую мицелиальный гриб A. niger, 
сахаромицеты C. utilis, S. cerevisiae, Kluyveromyces fragilis и бак-
терии B. subtilis, B. psychrosaccharolyticus (синоним В. coldolyti-
cus), Clostridium butyricum, L. acidophilus, L. plantarum, L. bulga- 
ricus [67].

Дополнением микробной композиции часто являются ком-
мерческие ферментные препараты, повышающие деструкцию 
антипитательных веществ и трудногидролизуемых полимеров 
хлопкового шрота. Так, его обработка консорциумом различных 
видов Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., B. subtilis, C. utilis,  
A. oryzae совместно с кислой протеазой, целлюлазой и дрожже-
литическим ферментом приводит к снижению содержания сво-
бодного госсипола и сырой клетчатки, увеличению количества 
низкомолекулярных полипептидов и аминокислот, обогащению 
пробиотиками [68]. Сходный результат достигается при фер- 
ментации хлопкового шрота смесью молочнокислых бактерий 
L. acidophilus CGMCC NO.8043, дрожжей Saccharomyces sp., 
протеазы, маннаназы и ксиланазы. Кроме того, синтез бактерия-
ми молочной кислоты позволяет получить кормовой продукт 
высокого качества в нестерильных условиях [69]. 

Действенным способом повышения кормовой ценности от-
ходов переработки семя хлопчатника является также совмест-
ное использование консорциума дрожжевых грибов Saccharo-
mycopsis fibuligera CGMCC No. 12221, C. utilis CGNCC 2.281,  
K. marxianus CGMCC No. 9427 и экзогенного ферментного ком-
плекса, состоящего из фитазы, целлюлазы, ксиланазы, пектина-
зы, папаина [70].

Следует отметить, что немногочисленные исследования мик-
робной детоксикации госсипола касаются снижения концентра-
ции его свободной формы, тогда как механизм процесса пока  
недостаточно изучен. Высокую степень переносимости госсипо-
ла жвачными животными объясняют именно его детоксикацией 
в рубце. Пищеварительные системы жвачных и нежвачных жи-
вотных отличаются исключительно наличием рубца. Поэтому 
изучение механизмов деструкции госсипола у жвачных сосре-
доточено, в основном, на установлении роли рубцовой микро-
биоты в превращении различных форм токсиканта.
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Полагают, что токсикант связывается с растворимыми бел-
ками, тем самым замедляя всасывание, а затем разлагается мик-
робиотой рубца (рис. 3) [71–73]. 

Рис. 3. Механизм детоксикации госсипола в рубце [74]

На участие в этом процессе обитающих в рубце микроорга-
низмов прямо указывает высокая скорость деградации ими гос-
сипола in vitro [76, 77], зависимая от присутствия антибиотиков [73]. 

На основании того, что в результате ферментации в модель-
ных опытах концентрация общего госсипола в рубце часто оста-
ется неизменной, сделано предположение об образовании ком-
плексов, состоящих из свободной формы токсиканта и компо-
нентов рубца [78]. Способность госсипола достигать кровотока 
снижается в составе комплексов, которые сами могут разру-
шаться в результате дериватизации с участием даланинола – хи-
рального аминоспирта. 

Среда рубца, в которой присутствуют некультивируемые in 
vitro микроорганизмы, является намного более сложной систе-
мой, чем среда, создаваемая в модельных условиях для фермен-
тации госсиполсодержащих субстратов с участием немногих 
выделенных из рубца представителей микробиоты [74]. Отсут-
ствие всеми признанных механизмов микробной детоксикации 
госсипола определяет постоянное внимание исследователей к этой 
проблеме.
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Отмечено, что в разрушении госсипола грибом A. niger при-
нимают участие его протеазы или другие белки (рис. 4) [55]. 
Всего идентифицирован 51 белок, каждый из которых диффе-
ренциально экспрессируется грибом в зависимости от источни-
ков углерода в среде и потенциально может вовлекаться в рас-
щепление госсипола. Из обнаруженных белков 13 низкомолеку-
лярных (< 18,4 кДа) играют ключевую роль в биодеградации 
токсиканта. В среде с госсиполом гриб преимущественно синте-
зирует белки, принадлежащие семейству кинезинов (цитратсин-
таза и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа), что косвенно 
свидетельствует в пользу их участия в энергетическом метабо-
лизме.

Рис. 4. Механизм детоксикации госсипола грибом A. niger [74]

Среди идентифицированных белков A. niger были 15 других, 
проявляющих, например, функцию лакказы – одной из наибо-
лее известных оксидаз полифенолов, потенциально способных 
участвовать в биодеградации госсипола, в том числе в рубце. На 
существенную роль энергетического метаболизма в разложении 
токсиканта указывают и результаты других исследователей [55]. 
Это связано с тем, что госсипол – это полифенольное гидроксил-
бинафталиновое соединение, и поэтому метаболический путь на-
фталина является важным звеном его биодеградации. Процесс 
разрушения нафталина, содержащего в своей структуре арома-
тическое кольцо, требует большого потребления энергии, что  
и объясняет повышенную экспрессию грибом ферментов, свя-
занных с высвобождением энергии, в среде с госсиполом [74]. 
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Наиболее изучен процесс деструкции госсипола у личинок 
хлопковой сойки (Helicoverpa armigera) и табачной листовертки 
(Heliothis virescens), питающихся растениями хлопчатника, бла-
годаря развитию современных стратегий молекулярной биотех-
нологии и омик-технологии. Современные представления о дето-
ксикации госсипола обобщены в обзоре Wang с соавторами [74]. 

Как упоминалось ранее, большинство микроорганизмов рубца 
жвачных животных являются облигатными анаэробами и, поэ-
тому, трудно культивируемыми. Однако технологии секвениро-
вания генов позволили в метагеноме рубца буйвола выявить 
гены ключевых ферментов, участвующих в детоксикации госсипо-
ла: всего найдены 373 контига, кодирующих гликозилтрансфе-
разу [79]. Методом транскриптомного анализа определен уровень 
экспрессии гена глутатион-S-трансферазы в стенке рубца [80]. 

Из метагеномных библиотек коровьей жвачки изолированы, 
клонированы и охарактеризованы гены карбоксилэстераз бакте-
рий, адсорбированных на твердых субстратах и находящихся  
в жидкости рубца. Их кодирующие последовательности оказались 
сходными с последовательностями карбоксилэстераз бактерий 
рубца – Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus sp., Bacteroides sp. 
и Prevotella sp. [81–83]. Хотя исследования подтвердили наличие 
карбоксилэстераз у микробиоты рубца, пока нет прямого под-
тверждения их синтеза чистыми или смешанными культурами 
микроорганизмов, способных разрушать госсипол. Не установ-
лен и механизм трансформации токсиканта с участием фермен-
тов рубцовой микробиоты. 

Таким образом, рубец представляет собой сложную систему 
ферментации, и вся присутствующая там микробиота играет 
важную роль в переваривании питательных веществ и удалении 
токсинов. Полагают, что помимо деструкции госсипола непо-
средственно микробными ферментами, участие в его детоксикации 
принимают и сами микроорганизмы, катализирующие реакцию 
токсиканта с другими метаболитами. Выяснение механизма мик-
робной детоксикации госсипола будет иметь не только несо-
мненное научное, но и практическое значение – побочные про-
дукты переработки семян хлопчатника смогут найти более ши-
рокое и безопасное использование в рационе не только жвачных 
животных.
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Выделен из поверхностно стерильных корней озимой пшеницы азотфик-
сирующий изолят эндофитных бактерий А3К, обладающий комплексом агро-
номически ценных свойств: азотфиксация, фосфатсолюбилизация и ростсти-
мулирующая активность. Охарактеризованы культурально-морфологические, 
физиолого-биохимические и молекулярно-генетические свойства эндофита. 
На основании полученных данных изолят А3К идентифицирован как Rahnella 
aquatilis. Согласно токсиколого-гигиеническим исследованиям штамм R. aquatilis 
А3К не является патогенным, токсичным и токсигенным и может быть ис-
пользован в качестве основы нового микробного препарата для стимуляции 
роста и развития озимой пшеницы.

Ключевые слова: корни растений, изоляты эндофитов, свойства, азот-
фиксатор Rahnella aquatilis.

Введение. Эндофитные бактерии, колонизующие внутрен-
ние органы растений и связанные с ними преимущественно 
симбиотическими или мутуалистическими отношениями, явля-
ются перспективными объектами для создания микробных пре-
паратов, стимулирующих рост растений и повышающих их устой-
чивость к стрессу, обусловленному воздействием окружающей 
среды. Применение эндофитных бактерий позволяет увеличить 
всхожесть семян и стимулировать развитие проростков, улуч-
шить качественные характеристики [1–3].

Пшеница представляет собой одну из основных широко ис-
пользуемых сельскохозяйственных культур в растениеводстве. 
Однако за последние два десятилетия продукция пшеницы в ми-
ре уменьшилась на 5,5 % и прогнозируется последующее ее сни-
жение в связи с глобальным потеплением [4].
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Генетический потенциал урожайности зерна отечественных 
сортов и гибридов озимой пшеницы при соблюдении техноло-
гии их возделывания достигает 90–100 ц/га [5]. В производ-
ственных условиях он реализуется не полностью. Повышение 
продуктивности озимой пшеницы и получение дополнительного 
урожая зерна при снижении экологических рисков предусматри-
вает новый подход к ее возделыванию, который включает кор-
рекцию состава и доз вносимых органоминеральных удобрений, 
частичную замену их на безопасные источники макро- и микро-
элементов и др. «Биологическим» резервом стимуляции роста  
и развития озимой пшеницы и повышения ее урожайности мо-
жет быть введение в технологию возделывания культуры ми-
кробных препаратов на основе эндофитных бактерий [6, 7]. При-
менение эндофитов в составе биопрепаратов получило в настоя-
щее время особую актуальность [8]. В Беларуси микробные 
препараты для стимуляции роста и повышения продуктивности 
озимой пшеницы на основе эндофитных бактерий отсутствуют.

Цель работы – выделить, охарактеризовать и идентифици-
ровать азотфиксирующий штамм эндофитных бактерий, обла-
дающий комплексом агрономически ценных свойств, перспек-
тивный для использования в качестве основы нового микробного 
препарата, стимулирующего рост и развитие озимой пшеницы.

Материалы и методы. Выделение эндофитных бактерий 
проводили методом Коха [9] из поверхностно стерильных [10] 
гомогенизированных фрагментов органов растений (корней, стеб-
лей, листьев) озимой пшеницы сортов Могилевская и Влади. 
Для выделения олигонитрофильных эндофитов разведения су-
спензии гомогенатов корней, стеблей и листьев, высевали на 
среду Эшби [9].

Наличие nifH-гена в геноме чистых культур олигонитро-
фильных эндофитных бактерий определяли согласно [11], их ни-
трогеназную активность – по методике, изложенной в статье [12].

Фосфатсолюбилизирующую и ростстимулирующую актив-
ности азотфиксирующих эндофитных бактерий исследовали по 
методикам, изложенным в руководствах [13, 14], содержание ин-
долилуксусной кислоты (ИУК) – колориметрическим методом [15].
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Культурально-морфологические и физиологические свойства 
эндофитов изучали по руководству [9], биохимические – с по- 
мощью автоматизированной системы Vitek 2 Compact.

Выделение геномной ДНК эндофитных бактерий осущест-
вляли, используя коммерческий набор «Bacteria DNA Prepara-
tion Kit» (Jena Bioscience) согласно прилагаемой инструкции.

Амплификацию нуклеотидной последовательности гена  
16S рРНК проводили с использованием универсальных эубактериаль-
ных праймеров 8f (5’-agagtttgatcctggctcag-3’) и 1492r (5’-ggttaccttgttacgactt-3’). 
Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала: 1 мкл ДНК-мат-
рицы (10 нг), 2 мкл 10× «АМ» буфера для Taq-полимеразы, 2 мкл 
смеси дНТФ (по 2 мМ), по 1 пМ каждого праймера, 0,25 мкл 
Taq-полимеразы (1,25 ед.). Температурно-временной профиль ампли-
фикации: 1 цикл – 5 мин при 95 °С; 30 циклов – 20 с при 95 °С, 
20 с при 55 °С, 90 с при 72 °С; 1 цикл – 5 мин при 72 °С; охлажде-
ние до 4 °С.

Продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 1%-ном 
агарозном геле с использованием 1× трис-ацетатного-ЭДТА-
буфера при напряженности электрического поля 5 В/см. Для ви-
зуализации ДНК в гель добавляли раствор бромистого этидия 
(0,05 мкг/мл). В качестве стандарта для определения размера 
продуктов использовали ПЦР маркер молекулярной массы ДНК 
«GeneRuler DNA Ladder 1Kb Plus» (Thermo Scientific).

Для очистки целевого продукта ПЦР использовали коммер-
ческий набор «DNA Extraction kit» (Thermo Scientific) согласно 
прилагаемой инструкции.

Реакцию секвенирования проводили с праймером 926г 
(5’-ccgtcaat tcatttgagttt-3’), используя набор реагентов «DNA Cycle 
Sequencing Kit» (Jena Bioscience) согласно прилагаемой инструк-
ции. Разделение и анализ продуктов секвенирования осущест-
вляли с помощью анализатора Li-COR 4300 DNA Analyzer (США). 
Компьютерную обработку результатов секвенирования, их ре-
дактирование и предоставление в форматах FASTA, Genbank, 
Plain text выполняли с помощью программы e-Seq™ Software. 
Сравнительный анализ гомологии секвенированной нуклеотид-
ной последовательности гена 16S рРНК и референсных последо-
вательностей проводили с использованием баз данных GenBank 
и EzBioCloud.
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Экспериментальные данные получены в трех повторностях, 
статистически обработаны с помощью пакета анализа данных 
MS Excel 2016. Результаты представлены средним арифметиче-
ским значением со среднестатистической ошибкой, которая не 
превышает 5 %.

Результаты и обсуждение. В результате посева гомогенатов 
корней, стеблей и листьев озимой пшеницы на безазотистую 
среду Эшби выделено 15 культур эндофитных бактерий, потен-
циально способных к фиксации атмосферного азота (табл. 1).

Таблица 1. Рост олигонитрофильных изолятов эндофитных бактерий 
на среде Эшби

№ п/п
Наименование  

изолята
Рост на агаризован-

ной среде Эшби № п/п
Наименование  

изолята
Рост на агаризован-

ной среде Эшби

Изоляты, выделенные из корней Изоляты, выделенные из стеблей
1 А1К ++ 10 А2С +
2 А2К ++ 11 А7С +
3 А3К +++ Изоляты, выделенные из листьев
4 А6К +++ 12 А1Л +++
5 А15К +++ 13 А3Л ++
6 А17К ++ 14 А4Л +
7 А21К +++ 15 А7Л +++
8 А24К ++ 16 А13Л +++
9 А25К ++

П р и м е ч а н и е:  «+++» – обильный рост; «++» – хороший рост; «+» – 
слабый рост.

Изоляты эндофитных бактерий, обильно растущие на среде 
Эшби, были проверены на наличие гена nifH, кодирующего 
один из ферментов нитрогеназного комплекса. В ходе ПЦР-ана-
лиза с праймерами nifH-1F и nifH-1R продукты ПЦР целевого 
размера (~ 430 п. н.) выявлены у 7 выделенных культур (рис. 1), 
что свидетельствует о наличии у них нитрогеназы

Определение нитрогеназной активности показало, что 5 изо-
лятов фиксируют 7,1–38,06 нМ С2Н4/фл./сут. (рис. 2). Наиболее 
высокие значения нитрогеназной активности в чистой культуре 
выявлены у эндофитов А3К и А21К (38,06 и 22,6 нМ С2Н4/фл./сут. 
соответственно).
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Исследование способности азотфиксирующих изолятов А3К 
и А21К к росту на агаризованной глюкозо-аспарагиновой среде 
с ортофосфатами кальция показало, что азотфиксирующий изо-
лят А3К способен солюбилизировать фосфаты: диаметр зон 
«гало» 19,5 ± 0,95 мм, индекс солюбилизации 2,14. Определение 
ростстимулирующей активности эндофитных бактерий А3К по-
казало, что обработка семян озимой пшеницы (сорт Августина) 
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их 2 % культуральной жидкостью позитивно влияла на рост и раз-
витие растений на ранних стадиях онтогенеза культуры. Энер-
гия прорастания и всхожесть семян повышалась в среднем на 
24 %, длина корней проростков – на 44 %, сухая биомасса кор-
ней – на 13 %. Установлено, что ростстимулирующий эффект 
изолята А3К обусловлен синтезом гетероауксина. Эндофит про-
дуцировал в среднем 133,0 ± 4,83 мкг ИУК/мл культуральной 
жидкости.

Таким образом, выделенный и отобранный изолят эндофит-
ных бактерий А3К обладает комплексом хозяйственно ценных 
свойств: азотфиксация, фосфатсолюбилизация и ростстимуляция, 
обусловленная синтезом ИУК.

С целью идентификации эндофита А3К изучили его культу-
рально-морфологические и физиолого-биохимические признаки.

Морфология колоний: изолят А3К при культивировании на 
мясо-пептонном агаре на 3-и сутки роста образует гладкие серо-
вато-белые, выпуклые, непрозрачные, с ровными краями коло-
нии; на среде Эшби – на 5-е сутки роста образует гладкие, бесц-
ветные, выпуклые, прозрачные, с ровными краями колонии.

Морфология клетки (фазово-контрастная микроскопия): гра-
мотрицательные палочки размером 0,2–0,3 × 0,8–1,0 мкм. Клет-
ки аспорогенны. Характер жгутикования – перитрихальный.

Физиолого-биохимические свойства. Оксидазоотрицателен, 
каталазоположителен, бродильный и окислительный тип мета-
болизма глюкозы в тесте Хью и Лейфсона. Факультативный ана-
эроб. Образует кислоту в средах с углеводами: глюкозой, саха-
розой, лактозой, маннитом, дульцитом, сорбитом, мальтозой, 
ксилозой. Не использует фруктозу и салицин. Реакции Фогес – 
Проскауэра и с метиловым красным – положительные. Особые 
свойства: растет на безазотной среде Эшби и глюкозо-аспараги-
новой среде.

Физиолого-биохимические свойства изолята А3К определяли 
с помощью автоматизированной системы Vitek 2 Compact (табл. 2).

По результатам физиолого-биохимических тестов, получен-
ных с помощью микробиологического анализатора Vitek 2 Com-
pact, изолят А3К идентифицирован как Rahnella aquatilis А3К.
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Видовая принадлежность штамма R. aquatilis А3К подтверж-
дена данными сравнительного анализа нуклеотидной последо-
вательности гена 16S рРНК. Так, сравнение секвенированного 
фрагмента гена 16S рРНК (750 п.н.) штамма А3К с референсны-
ми нуклеотидными последовательностями из баз данных Gen-
Bank и EzBioCloud показало наибольший уровень сходства  

Таблица 2. Физиолого-биохимические свойства изолята  
эндофитных бактерий А3К

Тест Реакция  
на субстрат Тест Реакция  

на субстрат
Аланин-фенилаланин- 
пролин ариламидаза

– Сахароза +

Адонитол – D-тагатоза –
L-пирролидонил  
ариламидаза

+ D-трегалоза +

L-арабитол – Цитрат натрия +
D-целлобиоза + Малонат +
β-галактозидаза + 5-кето-D-глюконат +
Образование Н2S – L-лактат (подщелачивание) +
β-N-ацетил- 
глюкозаминидаза

– α-глюкозидаза –

Глютамил ариламидаза – Сукцинат (подщелачивание) +
D-глюкоза + β-N-ацетил- 

галактозаминидаза
–

γ-глютамил транфераза – α-галактозидаза +
Сбраживание глюкозы + Фосфатаза +
β-глюкозидаза + Глицин ариламидаза –
D-мальтоза + Орнитин декарбоксилаза –
D-маннитол + Лизин декарбоксилаза –
D-манноза + Ассимиляция L-гистидина –
β-ксилозидаза – Кумарат +
β-аланин-ариламидаза – β-глюкоронидаза –
L-пролин-ариламидаза + О/129 резистентные  

(сост. вибрион.)
+

Липаза – Глютамил-глицин- 
аргинин ариламидаза

–

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

П р и м е ч а н и е:  «+» – положительная реакция; «–» – отсутствие реакции.
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с Rahnella aquatilis (99,47 и 99,73 % соответственно). На филоге-
нетическом дереве, построенном по данным анализа нуклеотид-
ной последовательности гена 16S рРНК, штамм А3К входил  
в один кластер со штаммом R. aquatilis CIP 78.65 (ATCC 33071) 
(рис. 3).

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по данным анализа гена 16S рРНК 
штамма А3К. На дереве приведены значения бутстреп-анализа, показывающие 

достоверность ветвления; масштаб, использованный для построения дерева 
(2 нуклеотидные замены на 1000 позиций), указан в левом нижнем углу рисунка 
 
Определение патогенности, токсичности и токсигенности штамма 

R. aquatilis А3К показало, что штамм не является патогенным, токсичным и 
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нитрогеназной активности выявлены у эндофита А3К (38,06 нМ 

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное по данным анализа гена 16S рРНК 
штамма А3К. На дереве приведены значения бутстреп-анализа, показываю-
щие достоверность ветвления; масштаб, использованный для построения де-
рева (2 нуклеотидные замены на 1000 позиций), указан в левом нижнем углу 

рисунка

Определение патогенности, токсичности и токсигенности 
штамма R. aquatilis А3К показало, что штамм не является па- 
тогенным, токсичным и токсигенным и может использоваться  
в микробиологическом производстве при создании нового ми-
кробного препарата комплексного действия для использования 
в растениеводстве.

Таким образом, штамм эндофитных бактерий R. aquatilis А3К 
является перспективным в качестве основы нового микробного 
препарата для стимуляции роста и развития озимой пшеницы.
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Заключение. При проведении исследований из поверхност-
но стерильных корней, стеблей и листьев озимой пшеницы сор-
тов Могилевская и Влади выделены 47 олигонитрофильных 
бактериальных изолятов эндофитных бактерий: 25 – из корней, 
7 – из стеблей и 15 – из листьев. Получены чистые культуры 
олигонитрофильных эндофитов, из которых 7 изолятов содер-
жали nifH-ген и 5 – фиксировали 7,1–38,06 нМ С2Н4/фл./сут.  
Более высокие значения нитрогеназной активности выявлены  
у эндофита А3К (38,06 нМ С2Н4/фл./сут.). Азотфиксирующий 
изолят эндофитных бактерий А3К солюбилизировал фосфаты 
кальция (диаметр зон «гало» 19,5 ± 0,95 мм) и стимулировал 
рост и развитие растений на ранних стадиях онтогенеза, что об-
условлено синтезом гетероауксина в количестве 133,0 ± 4,83 мкг/мл 
культуральной жидкости. На основании результатов определе-
ния культурально-морфологических, физиолого-биохимических 
и молекулярно-генетических изолят эндофитных бактерий А3К 
идентифицирован как Rahnella aquatilis. Штамм R. aquatilis А3К, 
обладающий комплексом агрономически ценных свойств, не яв-
ляется патогенным, токсичным и токсигенным и перспективен 
для создания нового микробного препарата, стимулирующего 
рост и развитие озимой пшеницы.
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ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION  
OF NITROGEN-FIXING STRAIN OF ENDOPHYTIC BACTERIA 

COLONIZING WINTER WHEAT

Н. V. SAFRONAVA, I. N. ANANYEVA, Z. M. ALESCHENKOVA,  
A. A. FEDORENCHIK, S. I. LEONOVICH

Institute of Microbiology, NAS of Belarus, Minsk, Belarus hsafronava@mail.ru

Nitrogen-fixing isolate of endophytic bacteria A3K showing a set of valuable 
agronomic properties: nitrogen fixation, phosphate solubilization, growth-stimula- 
ting activity, was isolated from sterile surface roots of winter wheat. Culturalmor
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phological, physiological-biochemical and molecular-genetic characteristics of en-
dophyte were described. Based on the obtained data isolate A3K was identified  
as Rahnella aquatilis. According to toxicological-hygienic investigations strain  
R. aquatilis A3K is not pathogenic, not toxic and toxigenic, hence it may be used as 
the active principle of a new microbial preparation to stimulate growth and develop-
ment of winter wheat.

Keywords: plant roots, endophyte isolates, properties, nitrogen-fixing culture 
Rahnella aquatilis.
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РАЗРАБОТКА БИОЛОГИЧЕСКОГО ПРЕПАРАТА 
 «ИПСБОВЕР» ДЛЯ ЗАЩИТЫ ХВОЙНЫХ  

НАСАЖДЕНИЙ ОТ КОРОЕДОВ ВЕРШИННОГО,  
ШЕСТИЗУБЧАТОГО ТИПОГРАФА

Н. Л. СЕВНИЦКАЯ

Институт леса НАН Беларуси, Гомель, Беларусь,  
n.sevnickaja@tut.by

Подобраны оптимальные для получения посевного материала штамма 
Beauveria bassiana 20-08 питательные среды: Чапека – Докса с добавлением 
отвара из насекомых и Сабуро. Установлено, что максимальный титр 
(65,5 × 108 спор/г) биологического препарата получали при использовании сы-
рья, содержащего пептон, мальтозу, глюкозу, дрожжевой экстракт (Сабуро)  
и зерновой субстрат (пшено). Разработан лабораторный регламент на произ-
водство биопрепарата, получено заключение по токсиколого-гигиенической 
оценке биопрепарата. Действующим началом препарата являются сухая споровая 
масса и мицелий энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 
и продуцируемые культурой гриба биологически активные вещества.

Ключевые слова: энтомопатогенные грибы, усыхание хвойных лесов, 
короед вершинный, шестизубчатый, типографа.

Введение. В Республике Беларусь леса являются одним из 
основных возобновляемых природных ресурсов и важнейшим 
национальным богатством. Лесистость территории нашей стра-
ны составляет 40,1 %. В видовом составе лесов преобладают 
хвойные породы (57,7 %), в том числе сосна обыкновенная (Pi- 
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nus sylvestris L.) – 48,6 % и ель европейская (Picea abies (L.) 
Karst) – 9,1 % [1]. 

Начиная с 2016 г. и по настоящее время в лесном фонде 
Беларуси, особенно в южных регионах, наблюдается массовое 
усыхание сосновых насаждений. В 2016–2022 гг. общая площадь 
сплошных санитарных рубок усохших сосновых насаждений 
составила 115 тыс. га. В период 1996–2022 гг. в порядке проведе-
ния сплошных санитарных рубок вырублено 41,84 млн м3 ело-
вой древесины [2]. 

Доминирующая роль в усыхании хвойных лесов принадле-
жит стволовым вредителям, среди которых вершинный Ips acu-
minatus Gyll., шестизубчатый Ips sexdentatus Born. короеды на-
носят значительный ущерб в сосновых насаждениях, короед ти-
пограф Ips typographus L. – еловых насаждениях. Несмотря на 
существующие методы контроля численности короедов, разви-
тие патологического процесса в хвойных древостоях происходит 
опережающими темпами. Разработка дополнительных эффектив-
ных способов защиты хвойных насаждений от стволовых вре-
дителей на основе использования возбудителей заболеваний,  
в частности энтомопатогенных грибов, не оказывающих нега-
тивного влияния на полезные компоненты лесного фитоценоза, 
является актуальной задачей.

Среди энтомопатогенных грибов Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 
(Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocreales, Cordycipitaceae) – один 
из наиболее распространенных в природе, типичный космопо-
лит, вызывающий белую мускардину, которая поражает боль-
шой спектр насекомых, в том числе короедов [3]. По данным 
Faria и Wraight [4], общее число микоинсектицидов во всем мире 
составляет 171 наименование, при этом 33,9 % всех известных 
препаратов созданы на основе B. bassiana, примерно столько же 
на основе Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin, 5,8 % – Isar-
ia fumosorosea Wize и 4,1 % – Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch. 

Большое значение имеют различные технологические спосо-
бы культивирования энтомопатогенных грибов. Поверхностный 
способ культивирования является первым из использованных 
на практике для получения инфекционного продукта, при этом 
споровый материал наиболее близок к таковому, поражающему 
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насекомых в естественных условиях. В Беларуси И. Т. Король [5] 
разработан метод получения препарата «Боверин зерновой-БЛ» 
на основе гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. на твердой среде 
из отходов ячменя от производства трихограммы. Б. Н. Огарков, 
И. И. Иващенко [6, 7] для увеличения выхода конидий и сниже-
ния себестоимости грибных препаратов рекомендуют добавлять 
к зерновой среде (пшено, ячмень, овес) инертный или имеющий 
малую пищевую ценность дешевый наполнитель с большим по-
верхностным объемом: шлак, керамзит, древесную стружку, со-
лому-сечку, рисовую и ячменную лузгу. Г. В. Митина [8] отмеча-
ет перспективность вторичной биоконверсии энтомопатогенны-
ми микромицетами субстрата после культивирования высших 
грибов шиитаке. 

Глубинный метод выращивания является наиболее приемле-
мым в промышленном производстве. Этот метод легче всего 
поддается автоматизации. Время культивирования в несколько 
раз меньше, чем при поверхностном способе. Получаемый в ре-
зультате инфекционный материал – бластоспоры или гифаль-
ные тела – соответствует тем, которые в естественном цикле 
развития инфекционного процесса в организме насекомого об-
разуются в гемолимфе насекомого-хозяина. Однако бластоспоры 
быстрее теряют активность по сравнению с воздушными кони-
диями. К тому же этот метод требует наличия достаточно слож-
ного оборудования и квалифицированного персонала. 

П. В. Хромогиным [9, 10] проведено периодическое глубин-
ное культивирование высоковирулентного штамма Ш2-5 Beauve-
ria bassiana в биореакторе на среде ТКI с выходом биомассы  
16,4 г/л. Получены сухие и замороженные формы биопрепарата 
с жизнеспособностью продуцента 70–98 %. 

Выращивание препарата комбинированным способом соче-
тает предыдущие два метода. Культивирование производится  
в два этапа: наработка биомассы гриба в глубинных условиях  
с последующим разливом культуральной жидкости тонким сло-
ем и выращиванием в стационарных условиях споровой пленки, 
которую затем снимают и высушивают. Недостатком является 
сложность автоматизации основных технологических операций. 
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В. В. Гулий и другими учеными [11] разработан принципи-
ально новый метод получения воздушных конидий грибов-ги-
фомицетов на примере энтомопатогенных видов B. bassiana,  
M. anisopliae, Lecanicillium muscarium и гриба-антагониста Tricho-
derma harzianum. Метод основан на использовании в качестве 
носителя рулонного гигроскопического материала и воздушно-
пузырчатой ленты, обеспечивающей аэрацию грибного материала 
внутри культивационной конструкции. Предлагаемый метод по-
зволяет существенно повысить количество конидий с единицы 
объема питательной среды. 

При массовом производстве микоинсектицидов одним из 
этапов является получение маточной культуры энтомопатоген-
ных грибов при выращивании на жидких питательных средах 
или на твердых агаризованных. При этом необходим подбор оп-
тимальной среды, которая способствовала бы сохранению, а по 
возможности и повышению вирулентности и продуктивности 
штамма. По данным Н. И. Микульской [12], наилучшим вариан-
том питательной среды, обеспечивающим ростовую активность 
штамма энтомопатогенного гриба B. bassiana, являются отходы 
ячменя от производства трихограммы, NH4NO3 (3 г на 1 кг от-
ходов ячменя), хитин (трупы бабочек зерновой моли 50–100 г на 
1 кг отходов ячменя. Титр B. bassiana на данной среде составил 
3,1 × 109 спор/г. 

Нами ранее выделен из лесной подстилки в очаге короеда ти-
пографа в еловом насаждении Беларуси (Молодечненский лес-
хоз, Лебедевское лесничество, кв. 163, ельник кисличник) новый 
штамм энтомопатогенного гриба B. bassiana (Bals.) Vuill. 20-08. 
Штамм зарегистрирован в Генном банке Национального центра 
биотехнологической информации (NCBI, США) под идентифи-
кационным номером FJ 868831, получен токсикологический па-
спорт штамма, согласно которому он не токсичен для человека  
и теплокровных животных и может использоваться в микробио-
логическом производстве [13].

В связи с увеличением численности стволовых вредителей, 
представляется актуальным разработать новый отечественный 
биологический препарат на основе данного штамма для защиты 
хвойных насаждений от короедов вершинного, шестизубчатого, 
типографа.
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Цель работы – разработка технологии получения биопрепа-
рата «ИПСБОВЕР».

Материалы и методы. Произведено расконсервирование 
культур продуцента, хранившихся в пробирках под вазелиновым 
маслом. Учитывали биологические характеристики культур: 
продуктивность и жизнеспособность спор штамма. Определяли 
продуктивность штамма (количество спор на 1 см2 продуциру-
ющей поверхности питательной среды) на твердых питательных 
средах на 14-е сутки культивирования путем смыва конидий  
с поверхности культуры (агаровый блок площадью 1 см2, выре-
занный из колонии в чашке Петри) 10 мл стерильной воды со 
следовыми добавками эмульгатора Твин-80. Продуктивность 
культур штамма на жидких средах и зерновых субстратах опре-
деляли соответственно на 9-е и 21-е сутки культивирования. 

Жизнеспособность спор штамма (количество спор, прораста-
ющих на искусственной питательной среде за определенный 
промежуток времени, выраженное в процентах) определяли ме-
тодом посева суспензии спор на среду Чапека – Докса, нанесен-
ную на предметные стекла в чашках Петри. Количество пророс-
ших спор учитывали через сутки. 

Для изучения влияния питательных сред на продуктивность 
и жизнеспособность гриба B. bassiana 20-08 культивировали 
штамм поверхностным способом на четырех твердых питатель-
ных средах при t = 26 °С в течение 14 суток. 

1. Среда Чапека – Докса является контролем для сравнения 
влияния остальных питательных сред (г/л): NaNO3 – 2,0;  
KH2PO4 – 1,0; MgSO4 × 7H2O – 0,5; KCl – 0,5; FeSO4 × 7H2O – 
0,01; сахароза – 30,0; агар – 20,0; вода дистиллированная – до 1,0 л. 

2. Среда Чапека – Докса с добавлением отвара из насекомых 
(жуки короедов). 10 г сухих или 20 г свежих измельченных на-
секомых на 100 мл дистиллированной воды кипятят на медлен-
ном огне 30 мин, после чего фильтруют, добавляют к среде из 
расчета 20–50 % к объему среды. 

3. Среда Сабуро (г/л): панкреатический гидролизат рыбной 
муки – 10,0; панкреатический гидролизат казеина – 10,0; дрож-
жевой экстракт – 2,0; натрия фосфат однозамещенный – 2,0; 
Д-глюкоза – 40,0; агар – 10,0; вода дистиллированная – до 1,0 л. 
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4. Картофельно-глюкозный агар (г/л): 
глюкоза – 20; картофельный отвар – 
300 мл, агар – 15; вода водопроводная – 
до 1,0 л. 

Выращивание посевного материа-
ла проводили в глубинных условиях 
при температуре 26 ºС в течение 9 суток 
в колбах на качалке (200–220 об/мин) на 
жидких питательных средах Чапека – 
Докса и Сабуро (г/л): пептон – 10, глю-
коза – 10, мальтоза – 10, дрожжевой 
экстракт – 5, вода водопроводная – до 
1 л, рН 5,6–6,0. 

Кроме вышеперечисленных пи та-
тельных сред, проводили сравнительное 
изучение продуктивности, жизнеспо-
собности на ячмене, пшене, перло вой 
крупе и пшенице. Штамм выращивали на зерновых субстра-
тах в бутылках и колбах в течение 21 сут. при t = 26 ºС (рис. 1).

Результаты и обсуждение. Проведена работа по оптимизации 
питательных сред для повышения титра спор биологического пре-
парата. Чистая культура штамма B. bassiana 20-08 поддержива-
лась на следующих питательных средах: среда Чапека – Докса,  
среда Чапека – Докса с добавлением отвара из насекомых, среда 
Сабуро, картофельно-глюкозный агар. Нами изучено влияние со-
става питательных сред на продуктивность культуры. В прове-
денном нами эксперименте среда Чапека – Докса является кон-
тролем.

На среде Чапека – Докса у штамма Beauveria bassiana 20-08 
выявлена высокая продуктивность (23,1 спор/см2) и жизнеспо-
собность спор (91,9 %) (таблица). 

Полученные данные свидетельствуют о том, что наиболее 
благоприятными для культивирования штамма B. bassiana яв-
ляются среда Чапека – Докса с добавлением отвара из насеко-
мых, среда Сабуро и картофельно-глюкозный отвар. На данных 
средах у культуры штамма наблюдается высокая продуктив-
ность и жизнеспособность спор.

 
Рис. 1. Штамм  Beauveria bassiana 20-08, выращенный на пшене 
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проведенном нами эксперименте среда Чапека – Докса является контролем. 

На среде Чапека – Докса у штамма Beauveria bassiana 20-08 выявлена 

высокая продуктивность (23,1 спор/см2) и жизнеспособность спор (91,9 %) (см. 

таблицу).  
 

Продуктивность штамма Beauveria bassiana 20-08 на питательных средах 
Питательная среда,  
зерновой субстрат 

Жизнеспособность спор, %,  Продуктивность n × 108, 
спор/см2, спор/мл, 

спор/г, x ± m 
Среда Чапека – Докса 91,9 ± 0,9 23,1 ± 0,7 

Среда Чапека – Докса с  
добавлением отвара из  

насекомых 

90,8 ± 3,5 59,3 ± 4,6 

Среда Сабуро (твердая) 86,2 ± 0,4 128,6 ± 6,55 
Картофельно-глюкозный 

агар 
97,7 ± 0,4 30,5 ± 2,9 

Среда Чапека– Докса  
(жидкая) 

90,5 ± 0,8 8,6 ± 0,5 

Среда Сабуро (жидкая) 89,5 ± 1,2 65,5 ± 2,14 
Ячмень 93,9 ± 0,2 17,7 ± 1,0 
Пшено 95,0 ± 1,7 65,5 ± 0,35 

Перловая крупа 12,9 ± 0,7 2,3 ± 0,25 
Пшеница 86,3 ± 1,3 1,7 ± 0,25 

Рис. 1. Штамм Beauveria  
bassiana 20-08, выращенный  

на пшене



346	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

Продуктивность культур на среде Чапека – Докса с добавле-
нием отвара из насекомых в 2,6 раза выше по сравнению со сре-
дой Чапека – Докса, а на среде Сабуро и картофельно-глюкозном 
агаре в 5,6 и 1,3 раза выше, чем на контрольной среде соот- 
ветственно. Полученные результаты согласуются с выводами  
У. С. Искандарова и других ученых [14–16], согласно которым, 
на средах, содержащих дрожжевой экстракт или бактопептон, 
наблюдаются высокие показатели как по числу проросших спор, 
так и по энтомопатогенной активности у B. bassiana. Раститель-
ные экстракты, пептон (источник азота), крахмал (источник 
углерода) способствуют наибольшему накоплению биомассы 
гриба B. bassiana. На естественной среде (картофельный отвар) 
и на синтетической среде вместе с картофельным отваром (1:1) 
более интенсивно образуются споры, их количество (титр спор), 
в среднем, в 2 раза выше, чем на синтетических питательных 
средах. Жизнеспособность спор штамма B. bassiana 20-08 на 
всех исследуемых средах достаточно высокая (86,2–97,7 %).

Изучены морфолого-культуральные признаки штамма B. bas-
siana 20-08 на исследуемых питательных средах.

Штамм B. bassiana 20-08 на среде Чапека – Докса формирует 
колонии круглые, плоские, войлочно-мучнистые, желтовато-бе-
лого цвета, реверзум бледножелтый. Колонии слегка приподня-

Продуктивность штамма Beauveria bassiana 20-08 на питательных средах

Питательная среда, зерновой субстрат
Жизнеспособность  

спор, %, 

Продуктивность n × 108,  
спор/см2, спор/мл,  

спор/г, x ± m

Среда Чапека – Докса 91,9 ± 0,9 23,1 ± 0,7
Среда Чапека – Докса с добавлением 
отвара из насекомых

90,8 ± 3,5 59,3 ± 4,6

Среда Сабуро (твердая) 86,2 ± 0,4 128,6 ± 6,55
Картофельно-глюкозный агар 97,7 ± 0,4 30,5 ± 2,9
Среда Чапека– Докса (жидкая) 90,5 ± 0,8 8,6 ± 0,5
Среда Сабуро (жидкая) 89,5 ± 1,2 65,5 ± 2,14
Ячмень 93,9 ± 0,2 17,7 ± 1,0
Пшено 95,0 ± 1,7 65,5 ± 0,35
Перловая крупа 12,9 ± 0,7 2,3 ± 0,25
Пшеница 86,3 ± 1,3 1,7 ± 0,25
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ты над субстратом и состоят из трех концентрических зон. Спо-
роношение обильное, консистенции муки с войлоком. Край ко-
лонии неровный, лучистый, центр выпуклый (рис. 2).
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Край колонии ровный, центр в виде небольшого бугорка.  
В центральной части колонии наблюдается морщинистость. 

Установлено, что оптимальными для культивирования 
штамма B. bassiana 20-08 являются среда Чапека – Докса с до-
бавлением отвара из насекомых и среда Сабуро. На данных сре-
дах рекомендуется поддержание чистой культуры в пробирках. 

Для получения посевного материала проводили глубинное 
культивирование B. bassiana в колбах на качалке на жидких сре-
дах Чапека – Докса и Сабуро. Продуктивность культуры штам-
ма на среде Сабуро выше в 7,6 раз, чем на среде Чапека – Докса. 
Как уже отмечалось, пептон и дрожжевой экстракт, входящие  
в состав среды Сабуро, способствуют повышению титра спор. 
Посевной материал представляет собой суспензию светло-буро-
го цвета. Штамм при поверхностном росте на жидких питатель-
ных средах образовывает пушистую грибницу. Поверхность ко-
лоний белого цвета. Глубинная культура хлопьевидная.

Производство энтомопатогенных грибных препаратов может 
осуществляться в биолабораториях вблизи от места примене-
ния. В подобных условиях для получения массовой культуры 
грибных энтомопатогенов наиболее целесообразным является 
применение способа поверхностного культивирования на твердых 
сыпучих субстратах, чаще всего растительного происхождения 
(зерновых и т. п.). Преимуществом поверхностного культивиро-
вания является то, что в этом случае развивается конидиальное 
спороношение – фаза гриба, обладающая наибольшей активно-
стью в отношении насекомых хозяев. Нами изучена пригодность 
этого метода для культивирования энтомопатогенного гриба  
B. bassiana. Штамм B. bassiana 20-08 выращивали на зерновых 
субстратах и крупе. Зерновые культуры являются хорошими пи-
тательными средами для размножения энтомопатогенных грибов. 
Еще одно преимущество культивирования на зерновом субстра-
те – снижение себестоимости конечного продукта. Установлено, 
что энтомопатогенный гриб B. bassiana проходил на зерновой 
среде полный цикл развития, завершавшийся формированием 
инфективных воздушных конидий. Начало роста мицелия отме-
чали на 2-е сутки после посева, споруляции – 10–12-е сутки по-
сле засева питательной среды. Опытные образцы твердофазной 
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культуры штамма 20-08 при этом представляли собой плотное 
образование, состоящее из зерновой среды и поверхностного 
мицелиального слоя гриба. Подсчет титра спор проводили на 
21-е сутки после посева. К этому моменту поверхность твердо-
фазной культуры штамма была покрыта обильной однородной 
массой легко отделяющихся спор. Периодически бутылки с зер-
новыми субстратами необходимо сильно встряхивать, чтобы 
разрушить образовавшиеся комки субстрата. 

Сравнение выхода спор на исследуемых субстратах свиде-
тельствует о том, что максимальная продукция спор наблюдает-
ся при культивировании штамма на пшене и ячмене (65,5 × 108  
и 17,7 × 108 спор/г). Минимальный выход спор наблюдается  
у штамма на перловой крупе (2,3 × 108 спор/г) и пшенице  
(1,7 × 108 спор/г).

Таким образом, для наработки препарата наиболее опти-
мальным субстратом является пшено, что согласуется с данны-
ми М. В. Левченко [17]. Так, для штаммов ББК-1 (B. bassiana)  
и БТ-86 (B. brongniartii) более предпочтительным было пшено. 
Продуктивность на пшене составила соответственно 38,72 × 108 
и 18,35 × 108 спор/г у ББК-1 и БТ-86 на 20-е сутки культивирования. 
В «Методических указаниях по применению биопрепарата на 
основе энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 
против основных вредителей сельскохозяйственных культур» 
культивирование гриба для наработки препаративной формы 
осуществляют в 3 литровых емкостях на сыпучих субстратах,  
в качестве которых используют некондиционное зерно (ячмень, 
пшено, отруби) [18]. 

Выполнен также сравнительный анализ жизнеспособности 
спор штамма при выращивании на разных субстратах. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что жизнеспособность спор 
штамма B. bassiana 20-08 достаточно высокая на пшене (95 %), 
ячмене (93,9 %) и пшенице (86,3 %). На перловой крупе уровень 
прорастания спор – 12,9 %.

Установлено, что максимальную биомассу (65,5 × 108 спор/г) 
опытных образцов твердофазной культуры штамма 20-08 полу-
чали при использовании сырья, содержащего пептон, мальтозу, 
глюкозу, дрожжевой экстракт (среда Сабуро жидкая) и зерновой 
субстрат (пшено). 
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Таким образом, полученный штамм B. bassiana 20-08 – энто-
мопатогенный, проявил высокую биологическую активность 
против жуков короеда типографа, вершинного и шестизубчатого 
короедов (100 % смертность на 10-е сутки лабораторных опытов 
при титре рабочего раствора 1 × 108 спор/мл). Штамм B. bas- 
siana 20-08, выращиваемый на пшене перспективен для создания 
биологического препарата «ИПСБОВЕР». Разработан лабора-
торный регламент на производство препарата, который заклю-
чается в комбинированном способе получения препарата: посев 
культуры штамма B. bassiana 20-08 на агаризованные среды Ча-
пека – Докса или Сабуро, затем получают посевной материал 
способом глубинного культивирования в колбах на качалке на 
жидкой среде Сабуро, и сам биопрепарат поверхностным спосо-
бом на пшене в бутылках. 

К концу культивирования биомасса на внешний вид пред-
ставляет собой споровую массу и мицелий белого цвета. Био-
массу гриба высушивают в сушильном шкафу, предварительно 
выдержанном при +150 ºС в течение 2 ч и доведенном после это-
го до температуры 35–37 ºС. Пшено с культурой гриба высуши-
вают при этой температуре до воздушно-сухого состояния. Ко-
нечная влажность препарата 5–10 %. 

По внешнему виду биологический препарат «ИПСБОВЕР» 
представляет собой сыпучую массу от белого до бежевого цвета 
со слабым специфическим запахом и титром спор не менее  
5 млрд/г (рис. 4).
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(Bals.) Vuill. 20-08 и продуцируемые культурой гриба биологи-
чески активные вещества. Препарат хранят в сухих, защищен-
ных от атмосферных осадков помещениях при температуре не 
ниже + 5–25 ºС. Срок годности 6 месяцев от даты изготовления.

Препарат эффективен против насекомых-вредителей в ре-
зультате действия токсинов при проникновении гиф гриба через 
покровы. Кроме непосредственной гибели насекомых, он сни-
жает жизнеспособность и плодовитость выживших вредителей. 

Получено заключение по токсиколого-гигиенической оценке 
биопрепарата, согласно которому он не обладает патогенными, 
токсическими и раздражающими свойствами (IV класс опасно-
сти), однако потенциально аллергоопасен при ингаляционном 
поступлении в организм, что обосновывает необходимость со-
блюдения мер профилактики при его производстве и примене-
нии. На основании результатов выполненных исследований био-
препарат «ИПСБОВЕР» на основе энтомопатогенного гриба 
штамма B. bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 рекомендуется для опыт-
но-промышленного производства и использования согласно ин-
струкции по применению, и для государственной регистрации  
в Республике Беларусь в качестве биологического средства борьбы 
со стволовыми насекомыми-вредителями хвойных насаждений.

Заключение. Оптимальными для получения посевного ма-
териала штамма B. bassiana 20-08 являются среда Чапека – Докса 
с добавлением отвара из насекомых и среда Сабуро. На данных 
средах выявлен наибольший титр спор – 59,3 и 128,6 × 108 спор/см2. 
Установлено, что максимальный титр спор (65,5 × 108 спор/г) 
биологического препарата получали при использовании сырья, 
содержащего пептон, мальтозу, глюкозу, дрожжевой экстракт 
(среда Сабуро жидкая) и зерновой субстрат (пшено). Оптималь-
ные условия роста и накопления культурой биологически актив-
ных веществ на качалке достигаются при продолжительности 
выращивания 216 ч, температуре (26 ± 2)  °С, скорости переме-
шивания 200–220 об/мин. с использованием питательной среды 
Сабуро следующего состава, г/л: пептон – 10, глюкоза – 10, маль-
тоза – 10, дрожжевой экстракт – 5, вода водопроводная – до 1 л  
и в термостате на зерновом субстрате (пшено) при продолжи-
тельности выращивания 480 ч, температуре 26 ± 2 °С.
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Разработан лабораторный регламент на производство био-
препарата, получено заключение по токсиколого-гигиенической 
оценке биопрепарата. Действующим началом препарата являют-
ся сухая споровая масса и мицелий энтомопатогенного гриба  
B. bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 и продуцируемые культурой гри-
ба биологически активные вещества.
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DEVELOPMENT OF BIOLOGICAL PREPARATION “IPSBOVER” 
FOR PROTECTION OF CONIFEROUS PLANTATIONS  

FROM BARK BEETLES IPS ACUMINATUS, IPS SEXDENTATUS  
IPS TYPOGRAPHUS

N. L. SEVNITSKAYA

Institute of Forest of the National Academy of Sciences of Belarus,  
Gomel, Belarus, n.sevnickaja@tut.by

Optimal culture media for obtaining inoculum of Beauveria bassiana 20-08 
strain are selected: Czapek-Dox medium supplemented with insect broth and Sa- 
bouraud medium. It was found that the maximum biomass (65,5 × 108 spores/g) of 
the biological preparation was obtained using materials containing peptone, malt-
ose, glucose, yeast extract (Sabouraud medium) and grain substrate (millet). The 
laboratory regulation for the production of the biological preparation was deve- 
loped, conclusion was obtained on the toxicological and hygienic assessment of the 
biological preparation. The active origin of the preparation is dry spore mass and 
mycelium of the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 20-08 
and biologically active substances produced by fungus culture.

Keywords: entomopathogenic fungi, drying out of coniferous forests, apical 
bark beetle, six-toothed bark beetle, typographa.
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УДК 579.24

ТЕХНОЛОГИЯ ПОЛУЧЕНИЯ ПРЕПАРАТА  
МИКРОБНОГО «БИОПРОДУКТИН»  

В ЖИДКОЙ И СУХОЙ ТОВАРНЫХ ФОРМАХ

Е. Ю. ШМЫГА, Н. И. ГИРИЛОВИЧ,  
М. Н. МАНДРИК-ЛИТВИНКОВИЧ, Э. И. КОЛОМИЕЦ

ГНПО «Химический синтез и биотехнологии», Минск, Беларусь, 
kozich.katyusha@mail.ru

Оптимизированы состав питательной среды и норма внесения посев- 
ного материала для культивирования бактерий Bасillus amyloliquefa- 
ciens БИМ В-1267 Д, B. mojavensis БИМ В-1268 Д, Priestia megaterium БИМ 
В-1269 Д и B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д – основы биопрепарата «Био-
продуктин», что обеспечило достижение максимальной антагонистической 
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активности бактерий-антагонистов и высокого титра культур к 32 ч фермен-
тации. Результаты исследования использованы при разработке технологии 
получения препарата «Биопродуктин» в жидкой и сухой товарных формах. 
Проведена оценка биологической активности препарата, фитозащитного  
и ростостимулирующего действия.

Ключевые слова: бактерии рода Bacillus и Priestia, питательная среда, 
посевной материал, условия культивирования, жидкая и сухая препаратив-
ные формы. 

Введение. Ввиду высокой востребованности микробных пре-
паратов на основе бактерий рода Bacillus большое внимание уде-
ляется разработке технологий их получения. Одним из показа-
телей технологичности биопрепаратов на основе бацилл являет-
ся их высокая эффективность и низкая стоимость, обусловленная 
способностью бацилл к росту на дешевых отходах промышлен-
ного и сельскохозяйственного производства. Важными этапами 
для повышения конкурентоспособности микробных препаратов 
являются оптимизация питательной среды, условий культиви-
рования продуцентов, разработка высокотехнологичных товар-
ных форм [1–3, 5].

Поскольку распространенным способом применения биоло-
гических средств защиты растений является полив или опры-
скивание сельскохозяйственных культур, то традиционно для 
этих целей используются жидкие микробные препараты [3, 4]. 
Не менее актуальным на сегодняшний день является производ-
ство сухих форм биопрепаратов (порошок, смачивающийся по-
рошок, таблетки), которые наряду с высокой эффективностью 
характеризуются большим сроком хранения и являются наибо-
лее удобными в транспортировке [5, 6]. 

Цель исследования – разработка технологии получения 
препарата микробного «Биопродуктин» в жидкой и сухой пре-
паративных формах.

Материалы и методы. Основными объектами исследования 
являлись штаммы бактерий Bacillus amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, 
B. mojavensis БИМ В-1268 Д, Priestia megaterium БИМ В-1269 Д 
и B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д, составляющие основу пре-
парата микробного «Биопродуктин».
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Для культивирования бактерий использовали оптимизиро-
ванную нами питательную среду Мейнелла, г/л: меласса –  
30,0; K2HPO4 × 3H2O – 7,0; KH2PO4 – 3,0; MgSO4 × 7H2O –  
0,1; (NH4)2SO4 –1,5; Na-цитрат – 0,5; MnCl2 × 4H2O – 0,2 мг/л; 
ZnSO4 × 7H2O – 0,2 мг/л; рН 6,8–7,2. 

Посевной материал бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, 
B. mojavensis БИМ В-1268 Д, B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д 
и P. megaterium БИМ В-1269 Д выращивали на оптимизирован-
ной питательной среде Мейнелла в колбах Эрленмейера на ка-
чалке 180 об/мин при температуре 30 °С в течение 20 ч. Норма 
внесения – 5 об. %. 

Глубинное культивирование бактерий проводили раздельно 
при температуре 30 °С в колбах Эрленмейера на качалке при  
180 об/мин или лабораторных ферментерах АНКУМ-10М, изме-
няя интенсивность перемешивания (60–240 об/мин) и объем по-
даваемого воздуха (0,5–1,5 л/л∙мин). Для получения микробного 
препарата «Биопродуктин» выращенные жидкие культуры бак-
терий смешивали в соотношении 1:1:1:1 

Титр жизнеспособных клеток бактерий определяли методом 
предельных разведений [7] с последующим высевом на МПА. 
Подсчет колоний осуществляли через 48 ч культивирования при 
28 °С.

Антагонистическую активность бактерий исследовали мето-
дом лунок [7]. В качестве тест-объекта использовали фитопато-
генный гриб Fusarium graminearum БИМ F-601 Г.

Фосфатмобилизующую активность штамма P. megate- 
rium БИМ В-1269 Д оценивали по диаметру зоны гидролиза Са3(РО4)2 
на среде NBRiP [8–10], азотфиксирующую активность штаммов 
B. mojavensis БИМ В-1268 Д и B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д – 
по способности к росту на безазотистой среде Эшби с добавле-
нием 0,5%-ного спиртового раствора бромтимолового синего 
[11, 12]. 

Целлюлолитическую активность исследуемых бактерий опре-
деляли спектрофотометрическим методом [13], протеиназную 
активность – модифицированным методом Ансона [14, 15], эндо-
1,4-β-ксиланазную активность – фотометрическим методом [16], 
α-амилазную активность – по способности катализировать  
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гидролиз крахмала до декстринов различной молекулярной мас-
сы [17]. 

Оценку фитотоксичности и ростстимулирующего эффекта 
проводили на семенах овса. Овес сорта «Запавет» в течение 20 мин 
замачивали в 2%- и 5%-ном рабочем растворе жидкого микроб-
ного препарат «Биопродуктин» и в 0,2%- и 0,5%-ном рабочем 
растворе сухого препарата, промывали стерильной водой и вы-
севали в почву. В качестве контроля использовали зерна овса, 
замоченные в дистиллированной воде. Через 3–4 суток определяли 
всхожесть семян, а через 10 суток – сухую массу корня и стебля 
проростков в опытном и контрольном вариантах.

Присутствие уксусной, пропионовой и масляной кислот в куль-
туральной жидкости (КЖ) бактерий P. megaterium БИМ В-1269 Д 
детектировали на газовом хроматографе «Хром-5» (Чехия) с пла-
менно-ионизационным детектором. В газохроматографическую 
колонку вводили от 5 до 10 мкл осветленной центрифугировани-
ем КЖ. Разделение проводили на стальной колонке длиной 270 см 
с внутренним диаметром 4 мм, заполненной пористым полиме-
ром Porapak Q 80–100 меш. Изотермический режим колонки тер-
мостата: температура 190 °С в течение 30 мин. Расход газа-носи-
теля (гелия) – 35 мл/мин, температура инжектора 220 °С, детек-
тора – 250 °С. Идентификацию веществ проводили по временам 
удерживания внешнего стандарта (1%-ный раствор уксусной, 
пропионовой и масляной кислоты в дистиллированной воде). 
Времена удерживания компонентов смеси определяли с помо-
щью цифрового интегратора CI-100A (Чехия).

Регистрационные испытания эффективности препарата ми-
кробного «Биопродуктин», Ж проводили совместно с сотруд- 
никами РУП «Научно-практический центр НАН Беларуси по 
земледелию» на базе СПК им. Деньщикова Гродненской обл., 
Гродненского р-на. Препарат объемом 3,0 л разбавляли непо-
средственно перед применением в 200 л воды и опрыскивали  
1 га посевов.

Сухую форму препарата микробного «Биопродуктин» полу-
чали путем смешивания упаренной в 10 раз КЖ бактерий (титр – 
3,1 × 1010 КОЕ/мл) с носителями ковелос и диаммонийфосфат  
в соотношении 1,0:0,1:2,0 (по сухому веществу) с последующим 
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высушиванием в сушильном шкафу при температуре 45 °С. Да-
лее смешивали полученный сухой порошок с универсальным 
минеральным азотным удобрением «Карбамид (мочевина) с ми-
кроэлементами» (N – 46 %, ООО «Факториал», Россия) в соот-
ношении 1:2. 

Для статистической обработки данных использовали стан-
дартные пакеты программ Excel 2016. Приведены средние зна- 
чения из трех независимых экспериментов и их стандартные 
ошибки. Различия по сравнению с контролем считали достовер-
ными при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение. При оптимизации питательной 
среды в качестве исходного варианта была использована моди-
фицированная среда Мейнелла следующего состава, г/л: мелас-
са – 30,0; K2HPO4 × 3H2O – 7,0; KH2PO4 – 3,0; MgSO4 × 7H2O – 
0,1; (NH4)2SO4 –1,5; Na-цитрат – 0,5; рН 6,8–7,2. 

Согласно литературным данным было установлено, что со-
держание в питательной среде ионов Mn2+ в концентрации  
0,01 мМ повышало продукцию сурфактина (один из основных 
липопептидных метаболитов, ответственный за антимикроб-
ную активность) от 0,33 до 2,6 г/л [18–19]. Включение в состав 
питательной среды смеси микроэлементов, содержащей ионы Со2+ 
в сочетании с ионами Mn2+ и Zn2+ способствовало повышению 
антагонистической активности штамма B. velezensis BZR336g  
в 2 раза [20]. Нами также установлено, что внесение в питатель-
ную среду в концентрации 20 мл/л смеси раствора микроэле-
ментов, г/л дистиллированной воды: MnCl2 × 4H2O – 0,01;  
FeSO4 × 7H2O – 0,005; ZnSO4 × 7H2O – 0,01 повышает антагони-
стическую активность штаммов B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д,  
В. mojavensis БИМ В-1268 Д и B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д 
на 21,3–26,6 % [21]. В дальнейших исследованиях изучено влия-
ние раздельного внесения в питательную среду ионов Mn2+, 
Fe2+, и Zn2+ в концентрации 0,2 мг/л на антифунгальную актив-
ность бактерий-антагонистов (табл. 1). Согласно полученным 
данным добавление FeSO4 × 7H2O не оказывало стимулирую-
щего эффекта, а внесение MnCl2 × 4H2O приводило к повыше-
нию антагонистической активности в среднем на 12,0–17,3 %,  
а ZnSO4 × 7H2O – на 4,1–10,0 % 
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Таблица 1. Влияние растворов микроэлементов на антифунгальную 
активность бактерий-антагонистов

Вариант опыта 

Диаметр зоны задержки роста  
F. graminearum БИМ F-601 Г, мм

B. amyloliquefaciens 
БИМ В-1267 Д

B. mojavensis БИМ 
В-1268 Д

B. amyloliquefaciens 
БИМ В-1270 Д

Модифицированная среда Мейнелла
1. Без добавления  
микроэлементов (контроль) 24,0 ± 0,27 24,2 ± 0,34 22,0 ± 0,14

2. С добавлением  
микроэлементов:
2.1 MnCl2 × 4H2O – 0,2 мг/л 27,2 ± 0,43 27,1 ± 0,40 25,8 ± 0,28
2.2 FeSO4 × 7H2O – 0,2 мг/л 23,5 ± 0,55 24,0 ± 0,36 21,7 ± 0,51
2.3 ZnSO4 × 7H2O – 0,2 мг/л 25,4 ± 0,55 25,2 ± 0,36 24,2 ± 0,51
2.4 MnCl2 × 4H2O – 0,2 мг/л;  
ZnSO4 × 7H2O – 0,2 мг/л 29,7 ± 0,31 29,1 ± 0,22 26,6 ± 0,41

П р и м е ч а н и е: диаметр лунки – 9 мм.

Наибольший эффект оказывает внесение в питательную сре-
ду смеси раствора микроэлементов MnCl2 × 4H2O и ZnSO4 × 7H2O, 
обеспечившее увеличение антифунгальной активности бакте-
рий-антагонистов на 21,0–23,8 %.

Таким образом, для культивирования бактерий-антагони-
стов подобрана питательная среда следующего состава, г/л: ме-
ласса – 30,0; K2HPO4 × 3H2O – 7,0; KH2PO4 – 3,0; MgSO4 × 7H2O – 
0,1; (NH4)2SO4 – 1,5; Na-цитрат – 0,5; MnCl2 × 4H2O – 0,2 мг/л; 
ZnSO4 × 7H2O – 0,2 мг/л; рН 6,8–7,2.

При оптимизации продолжительности выращивания посев-
ного материала исследуемые штаммы бактерий культивировали 
в колбах на качалке на оптимизированной питательной среде 
Мейнелла в течение 12, 20 и 44 ч. Характеристика полученного 
посевного материала представлена в табл. 2. 

При использовании полученного посевного материала в кон-
центрации 2,0; 5,0 и 7,0 об.% для засева свежей питательной сре-
ды установлено, что наиболее высокие показатели титра клеток – 
(2,87 ± 0,24) – (3,42 ± 0,13) × 109 КОЕ/мл и антагонистической 
активности бактерий (зона задержки роста фитопатогенного 
гриба F. graminearum БИМ F-601 Г – 28,3–30,5 мм) достигались 
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жидкими культурами бактерий-антагонистов при внесении 
20-часового посевного материала в концентрации 2,0 и 5,0 об.% 
(рис. 1). При этом оптимальная продолжительность выращива-
ния составила 32 ч культивирования.

Рис. 1. Влияние нормы внесения посевного материала бактерий B. amyloliquefaciens  

БИМ В-1267 Д на жизнеспособность клеток и антифунгальную активность:  

а) 12 ч; б) 20 ч; в) 44 ч 

Использование 44-часового посевного материала, содержащего споры 

штаммов B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, В. mojavensis БИМ В-1268 Д и 

Рис. 1. Влияние нормы внесения посевного материала бактерий  
B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д на жизнеспособность клеток  

и антифунгальную активность: а) 12 ч; б) 20 ч; в) 44 ч

 
б

в

а
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Использование 44-часового посевного материала, содер- 
жащего споры штаммов B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д,  
В. mojavensis БИМ В-1268 Д и B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д, 
приводило к снижению антифунгальной активности на 17,5–
22,4 % независимо от нормы внесения. 

Для штамма P. megaterium БИМ В-1269 Д показано, что при 
внесении 20-часового посевного материала в питательную сре-
ду в концентрации 2,0 и 5,0 об.% на 32 ч культивирования на-
блюдались наибольшие диаметры зон растворения Са3(РО4)2 – 
15,8–16,1 мм (рис. 2) и титр штамма достигал максимального 
значения (4,6 ± 0,46) × 108 КОЕ/мл, тогда как при использовании 
12-часового или 44-часового посевного материала КЖ штам- 
ма характеризовалась более низким титром (1,7 ± 0,46) × 108  
и (2,4 ± 0,34) × 107 соответственно и сниженной фосфатмобили-
зующей активностью в 1,3 раза и в 2,0 раза соответственно. 

B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д, приводило к снижению антифунгальной 

активности на 17,5–22,4 % независимо от нормы внесения.  

Для штамма P. megaterium БИМ В-1269 Д показано, что при внесении 

20-часового посевного материала в питательную среду в концентрации 2,0 и 

5,0 об.% на 32 ч культивирования наблюдались наибольшие диаметры зон 

растворения Са3(РО4)2 – 15,8–16,1 мм (рис. 2) и титр штамма достигал 

максимального значения (4,6 ± 0,46) × 108 КОЕ/мл, тогда как при 

использовании 12-часового или 44-часового посевного материала КЖ штамма 

характеризовалась более низким титром (1,7 ± 0,46) × 108 и (2,4 ± 0,34) × 107 

соответственно и сниженной фосфатмобилизующей активностью в 1,3 раза и 

в 2,0 раза соответственно.  

Рис. 2. Влияние нормы внесения посевного материала на фосфатмобилизующую  
активность бактерий P. megaterium БИМ В-1269 Д:  

а) 12 ч; б) 20 ч; в) 44 ч  

а – 12 ч; б – 20 ч; в – 44 ч

Рис. 2. Влияние нормы внесения посевного материала  
на фосфатмобилизующую активность бактерий P. megaterium БИМ В-1269 Д 
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Следует отметить, что в процессе культивирования в КЖ 
бактерий P. megaterium БИМ В-1269 Д с фосфатмобилизующей 
активностью значительно снижался рН (до 5,54 и 5,52 при вне- 
сении в питательную среду 12- и 20-часового посевной материала 
в концентрации 2,0 и 5,0 об.% соответственно и до 6,02–6,07 – 
при использовании 44-часового инокулята в концентрациях 2,0; 
5,0 и 7,0 об.%), тогда как в КЖ исследуемых бактерий-антагони-
стов рН поддерживался на постоянном уровне 6,6–6,8. Согласно 
литературным данным, снижение рН среды в условиях глубин-
ного культивирования у штаммов-фосфатмобилизаторов связа-
но с синтезом ряда органических кислот (уксусная, пропионо-
вая, масляная, пировиноградная и др.) [22–24]. Проведенные 
нами спектрофотометрические исследования также выявили на-
личие уксусной, пропионовой и масляной кислот в КЖ P. mega-
terium БИМ В-1269 Д.

Таким образом, установлено, что для засева питательной сре ды 
целесообразно использовать 20-часовой посевной материал бакте-
рий B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, B. mojavensis БИМ В-1268 Д, 
B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д и P. megaterium БИМ В-1269 Д 
в концентрации 2,0 и 5,0 об.%, обеспечивающий к 32 ч фермен-
тации получение жидких культур бактерий-антагонистов и фос-
фатмобилизаторов с максимальным показателями титра кле- 
ток, антифунгальной активности и фосфатмобилизующей ак-
тивности. 

При оптимизации параметров раздельного глубинного куль-
тивирования исследуемых штаммов бактерий в лабораторном 
ферментере установлено что оптимальные показатели роста 
культур достигались при режиме аэрации 1,0 л/ л среды·мин, 
скорости вращения мешалки – 180 ± 10 об/мин, времени культи-
вирования 32 ч. Для получения препарата микробного «Биопро-
дуктин» КЖ изучаемых бактерий смешивали в соотношении 
1:1:1:1. 

По результатам исследований разработана лабораторная и опыт-
но-промышленная технология получения препарата микробного 
«Биопродуктин», Ж, а также нормативная документация (техни-
ческие условия на препарат, лабораторный и опытно-промыш-
ленный регламенты).
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Изучена хозяйственная и биологическая эффективность био-
препарата на озимом тритикале сорта Гренадо и установлено, 
что в течении 2019–2020 гг. в вариантах с применением препара-
та отмечена тенденция повышения содержания крахмала, а также 
достоверное увеличение содержания клейковины в зерне в вари-
антах с отчуждением соломы с 13,6 до 20,2 % и измельчением 
соломы с 14,4 до 20,4 %. Выявлено, что при двукратном приме-
нении препарата «Биопродуктин» в варианте с измельчением 
соломы и дополнительным внесением азота обеспечивается до-
стоверная прибавка урожайности 4,6–6,1 ц/га, и увеличению ко-
личества продуктивных стеблей к уборке на 18–19 шт./м2. Био-
логическая эффективность препарата против корневых гнилей 
составила 8,1–41,3 % (в варианте с отчуждением соломы) и 21,6–
56,0 % (в варианте с измельчением соломы и дополнительным 
внесением компенсационной дозы азота).

При разработке технологии получения препарата микроб-
ного «Биопродуктин», П в сухой форме проведены исследования 
по оптимизации параметров концентрирования препарата, под-
бору носителя и условий для высушивания. Установлено, что 
концентрирование препарата в 10 раз при температуре 40–45 °С 
обеспечивало получение высоких показателей антимикробной, 
ферментативной и фосфатмобилизующей активностей, тогда как 
повышение температуры до 50 и 55 °С наблюдали значителное 
снижение данных активностей. Сухие формы препарата микроб-
ного «Биопродуктин» получали путем смешивания упаренной  
в 10 раз КЖ бактерий (титр – 3,1 × 1010 КОЕ/мл) с носителями 
ковелос, диаммонийфосфат (далее ДАФ) и мел в различных кон-
центрациях с последующим высушиванием в сушильном шкафу 
при температуре 45 °С. Установлено, что применение в качестве 
носителя ковелоса совместно с ДАФ в соотношении 1,0:0,1:2,0 
позволило сохранить высокие показатели препарата и получить 
сыпучую препаративную форму, в то время как использование 
ДАФ не обеспечило рассыпчатость формы, а применение мела 
привело к снижению антифунагльной активности на 9,2–13,4 %, 
фосфатмобилизующей – на 12,5–41,2 %, целлюлолитической – 
на 42,9–68,4 %, ксиланазной – на 2,1–21,6 % и амилолитической – 
на 33,3–65,1 %. Далее смешивали полученный сухой порошок  
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с универсальным минеральным азотным удобрением «Карба
мид (мочевина) с микроэлементами» в соотношении 1:2. Сравни
тельная характеристика жидкой и сухой форм препарата пред
ставлена в табл. 3.

Разработанная сухая форма препарата позволяет увеличит 
срок хранения по сравнению с жидкой формой (6 мес.) до 2 лет 
при температуре от +4 до + 15 °С с сохранением основных харак
теристик.

Таблица 3. Характеристика препарата микробного «Биопродуктин»

Наименование показателя Биопродуктин, Ж Биопродуктин, П

Титр, КОЕ/мл (2,9 ± 0,2) × 109 (5,4 ± 0,1) × 109

Антимикробная активность  
(F. graminearum БИМ F601 Г), мм 27,2 ± 0,25 28,4 ± 0,35

Азотфиксирующая1 активность ++ ++
Фосфатмобилизующая2 активность, мм 8,0 ± 0,13 9,1 ± 0,25
Целлюлолитическая активность,ед/мл 1,1 ± 0,06 1,2 ± 0,03
Протеолитическая активность, ед/мл 8,74 ± 0,22 9,7 ± 0,14 
Ксиланазная активность, ед/мл 4,1 ± 0,13 3,9 ± 0,10
αамилазная активность, ед/мл 0,48 ± 0,03 0,42 ± 0,02 

П р и м е ч а н и е.  Диаметр лунки – 9 мм; 1 – «++» – интенсивный рост  
и выраженная желтая пигментация на среде Эшби; «+» – слабый рост, пиг
ментации не наблюдается; «–» – отсутствие роста и пигментации на среде 
Эшби; 2 – диаметр зоны растворения Ca3(PO4)2.

 

Рис. 3. Ростстимулирующая активность препарата микробного  
«Биопродуктин», Ж и П на семенах овса сорта «Запавет» 

 

Заключение. Проведенные исследования усовершенствования 

модифицированной питательной среды Мейнелла путем внесения смеси 

микроэлементов MnCl2 × 4H2O и ZnSO4 × 7H2O в концентрации 0,2 мг/л 

позволили повысить антагонистическую активность бактерий-антагонистов 

на 21,0–23,8 %. Оптимизированы продолжительность выращивания и нормы 

внесения посевного материала бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, 

B. mojavensis БИМ В-1268 Д, B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д и P. 

megaterium БИМ В-1269 Д и показано, что использование для засева свежей 

питательной среды 20-часового посевного материала в концентрации 2,0 и 5,0 

об.% обеспечивало к 32 ч ферментации получение жидких культур бактерий-

антагонистов и фосфатмобилизаторов с максимальным показателями титра 

клеток, антифунгальной активности и фосфатмобилизующей активности. 

Разработана технология получения препарата микробного «Биопродуктин» в 

жидкой форме, на основании которой высокие показатели роста культур 

достигались путем раздельного глубинного культивирования при режиме 

аэрации 1,0 л/ л среды·мин, скорости вращения мешалки – 180 ± 10 об/мин, 

времени культивирования 32 ч.  Для получения препарата микробного 

Рис. 3. Ростстимулирующая активность препарата микробного «Биопродуктин», 
Ж и П на семенах овса сорта «Запавет»



366	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

 В модельных опытах на семенах овса проведены исследо ва-
ния фитотоксичности и ростстимулирующего эффекта опытных 
образцов в жидкой и сухой товарных формах микробного пре-
парата (рис. 3). Установлено, что препарат микробный «Биопро-
дуктин», Ж в виде 2,0 и 5,0 % рабочих растворов и препарат 
«Биопродуктин», П – в 0,2 и 0,5 % рабочих растворов не оказы-
вали фитотоксичного действия на зерна овса, а стимулировали 
рост наземной части в среднем на 13,5–28,2 %, корневой – на 
58,0–65,3 %.

Заключение. Проведенные исследования усовершенствова-
ния модифицированной питательной среды Мейнелла путем 
внесения смеси микроэлементов MnCl2 × 4H2O и ZnSO4 × 7H2O 
в концентрации 0,2 мг/л позволили повысить антагонистиче-
скую активность бактерий-антагонистов на 21,0–23,8 %. Опти-
мизированы продолжительность выращивания и нормы внесения 
посевного материала бактерий B. amyloliquefaciens БИМ В-1267 Д, 
B. mojavensis БИМ В-1268 Д, B. amyloliquefaciens БИМ В-1270 Д 
и P. megaterium БИМ В-1269 Д и показано, что использование 
для засева свежей питательной среды 20-часового посевного 
материала в концентрации 2,0 и 5,0 об.% обеспечивало к 32 ч 
ферментации получение жидких культур бактерий-антаго нистов 
и фосфатмобилизаторов с максимальным показа телями титра 
клеток, антифунгальной активности и фосфатмо билизующей 
активности. Разработана технология получения препарата мик-
робного «Биопродуктин» в жидкой форме, на осно вании которой 
высокие показатели роста культур достигались путем раздель-
ного глубинного культивирования при режиме аэрации 1,0 л/л 
среды·мин, скорости вращения мешалки – 180 ± 10 об/мин, вре-
мени культивирования 32 ч. Для получения препарата микроб-
ного «Биопродуктин» КЖ изучаемых бакте рий смешивали  
в соотношении 1:1:1:1. Биологическая и хозяйственная эффек-
тивность препарата на озимом тритикале сорта Гренадо показа-
ли, что двукратное применением препарата в варианте с измель-
чением соломы и дополнительным внесением компенсационной 
дозы азота позволило получить прибавку урожайности озимого 
тритикале 4,6–6,1 ц/га, увеличить количество продуктивных 
стеблей к уборке на 18–19 шт./м2, снизить распространенность  
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и развитие корневых гнилей на 21,6–56,0 %. Разработана техно-
логия получения препарата сухой формы, исходя из которой 
применение в качестве носителя ковелоса со вместно с ДАФ  
в соотношении 1,0:0,1:2,0 позволяет получить рассыпчатую форму 
и сохранить его биологические характери стики в течение 2 лет. 
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TECHNOLOGY OF PREPARATION OF MICROBIAL  
“BIOPRODUCTIN” IN LIQUID AND DRY COMMERCIAL FORMS

E. Y. SHMYGA, N. I. GIRILOVICH, M. N. MANDRIK-LITVINKOVICH, 
E. I. KOLOMIETS

State Scientific and Production Association “Chemical Synthesis 
and Biotechnology”, Minsk, Belarus, kozich.katyusha@mail.ru

The composition of the nutrient medium and the rate of application of seed ma-
terial for the cultivation of bacteria Bacillus amyloliquefaciens BIM B-1267 D,  
B. mojavensis BIM B-1268 D, Priestia megaterium BIM B-1269 D and B. amylolique-
faciens BIM B-1270 D – the basis of the “Bioproductin” biopreparation, which en-
sured the achievement of maximum antagonistic activity of bacteria-antagonists 
and high titer of cultures by 32 hours of fermentation. The results of the study were 
used in the development of technology for the preparation of the drug “Bioproduc-
tin” in liquid and dry commercial forms. The evaluation of the biological activity of 
the drug, phytoprotective and growth-stimulating effects was carried out.

Keywords: bacteria of the genus Bacillus and Priestia, nutrient medium, seed 
material, cultivation conditions, liquid and dry preparative forms.
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ОЦЕНКА АНТИФУНГАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ  
МИКРОМИЦЕТОВ С КОМПЛЕКСНОЙ  

БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТЬЮ В ОТНОШЕНИИ 
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ БОЛЕЗНЕЙ РАСТЕНИЙ

Е. Н. ЯНКОВСКАЯ, Д. В. ВОЙТКА, М. В. ФЕДОРОВИЧ

Республиканское научное дочернее унитарное предприятие 
«Институт защиты растений», Прилуки, Беларусь,  

helena-yan@yandex.ru

Проведена сравнительная оценка биологической активности глубинных 
культур 7 штаммов микромицетов в отношении фитопатогенных тест-объектов. 
Наибольшие показатели ингибирования роста Alternaria solani были отмечены 
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у Isaria fumosorosea 21-2 (76,1 %), Lecanicillium sp. аph (65,1 %), Beauveria sp. 8/21 
(65,6 %) и Beauveria sp. 4/21 (60,0 %); роста Botrytis cinerea – у I. fumosorosea 
21-2 (87,1 %), Lecanicillium sp. аph (67,6 %), Beauveria sp. 8/21 (61,5 %)  
и Beauveria sp. 4/21 (74,9 %); роста Fusarium solani – у I. fumosorosea 21-2 
(63,0 %) и Lecanicillium sp. аph (70,9 %). Максимальной антагонистической ак-
тивностью по отношению к тестовым видам возбудителей болезней растений 
обладали глубинные культуры штаммов I. fumosorosea 21-2, Lecanicil- 
lium sp. аph, Beauveria sp. 8/21 и Beauveria sp. 4/21, которые можно определить 
как перспективные для создания биологических препаратов комплексного 
действия.

Ключевые слова: возбудители болезней растений, биологические сред-
ства защиты, микробные препараты, микромицеты, комплексная биологиче-
ская активность, антифунгальное действие. 

Введение. Экологическая безопасность сельскохозяйствен-
ного производства может быть повышена за счет увеличения 
объемов применения препаратов на основе биологических аген-
тов – природных микроорганизмов, регулирующих численность 
фитофагов и фитопатогенов в естественных биоценозах. Одним 
их актуальных вопросов в разработке подходов в интегрирован-
ной защите растений, способствующим инновационному разви-
тию аграрной отрасли, является создание биопрепаратов ком-
плексного действия, проявляющих фунгицидную и энтомоцид-
ную активность. В настоящее время известен ряд отечественных 
и зарубежных микробиологических средств защиты растений 
для контроля возбудителей болезней и вредителей, однако их 
ассортимент и спектр биологического действия ограничены [1–
4]. В связи с этим актуальными являются исследования по поис-
ку высокоактивных штаммов с комплексной фунгицидной и эн-
томоцидной активностью для эффективного контроля агроно-
мически вредных организмов.

Среди микроорганизмов, наиболее востребованных в биоло-
гическом контроле фитофагов, особое место занимают грибные 
патогены членистоногих [1, 5]. Известны данные научных ис-
следований об антифунгальном действии грибов рр. Beauveria, 
Metharhizium, Lecanicillium [6–9]. Установлено, что для энтомо-
патогенных грибов характерно разнообразие физиологических  
и биохимических функций, обеспечивающих усвоение пита-
тельных субстратов, а также антибиоз в отношении других ком-
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понентов сообщества микроорганизмов в биогеоценозах [5, 10–
13]. Это позволяет разрабатывать полифункциональные биоло-
гические препараты на их основе, эффективные одновременно 
против насекомых и фитопатогенных микроорганизмов.

В Беларуси проводили изучение межштаммовых взаимодей-
ствий энтомопатогенных грибов и грибов-антагонистов, однако 
их полифункциональное действие до настоящего момента не 
оценивали [14]. Выявление инсектофунгицидных эффектов при-
родных биологических агентов позволит оптимизировать за 
счет комплексного и превентивного характера действия биоло-
гических препаратов нового поколения систему защитных ме-
роприятий, минимизировать технологические усилия и эконо-
мические затраты, сократить применение химических средств 
защиты растений, сохранить биологическое разнообразие и под-
держать стабильность агробиоценозов. 

Цель исследования – изучение действия образцов глубинной 
культуры микромицетов, обладающих комплексной биологиче-
ской активностью, на тест-культуры возбудителей болезней сель-
скохозяйственных растений [15].

Материалы и методы. Исследования проводили в лабора-
тории микробиологического метода защиты растений от вреди-
телей и болезней РУП «Институт защиты растений». В работе 
использовали энтомопатогенные микромицеты, отобранные ра-
нее по признаку наличия антагонистической активности: Beau-
veria brongniartii МХ, Beauveria sp. 8/21, Beauveria sp. 4/21, Isaria 
fumosorosea 21-2, Isaria fumosorosea I21, Isaria farinosa NBZ2, 
Lecanicillium sp. аph, а также фитопатогенные грибы из коллек-
ции РУП «Институт защиты растений»: Alternaria solani Sorau-
er, Botrytis cinerea Fr., Fusarium solani (Mart.) Sacc.

Глубинное культивирование энтомопатогенных грибов осу-
ществляли в модифицированной среде Чапека [16] в колбах 
Эрленмейера объемом 750 мл на лабораторном шейкере  
IKA®KS 260 basic (200 об/мин) при 26 °С в течение 120 ч. 

Культуральные жидкости энтомопатогенных микромицетов, 
стандартизованные по показателю титра спор, в количестве  
0,1 мл высевали сплошным «газоном» на сусло-агар в чашках 
Петри. Титр спор определяли путём прямого подсчета в камере 
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Горяева [17]. Затем поверх энтомопатогенов проводили точеч-
ный посев фитопатогенных грибов (3 колонии на чашку). Учи-
тывали результаты совместного (опыт) и раздельного (контроль) 
роста энтомо- и фитопатогенных грибов. Повторность опыта че-
тырехкратная, в повторности одна чашка. 

Ингибирование роста фитопатогена на учетные сутки 
культивирования определяли по формуле:

где I – показатель ингибирования, %; К – диаметр колонии гриба 
в контрольной пробе, мм; А – диаметр колонии гриба в опытной 
пробе, мм [18].

Статистический анализ полученных данных проведен в па-
ке тах статистического анализа MS Exсel (однофакторный дис-
персионный анализ, описательная статистика) [19].

Результаты и обсуждение. На первом этапе исследований 
проведен подбор тестовой концентрации спор глубинной куль-
туры микромицетов с комплексной активностью на примере 
штамма Isaria fumosorosea 21-2. Исходное значение титра спор 
его глубинной культуры (1 × 107 спор/мл) было определено, исходя 
из результатов предыдущих исследований и опыта практиче-
ского применения энтомопатогенных грибов против фитофагов 
способом опрыскивания. Для установления минимальной эффек-
тивной дозы титр спор в суспензии уменьшали десятикратно, до 
1 × 104 спор/мл. 

Результаты эксперимента по выявлению концентрации спор 
гриба I. fumosorosea 21-2, ингибирующей рост тест-культур фи-
топатогенных грибов, приведены в табл. 1. 

Как видно, использование суспензии спор (опыт) в дозе, со-
ответствующей применяемой в производственных условиях  
(107 спор/мл), проявлялось полным (100 %) подавлением роста 
исследованных фитопатогенов и колонизацией всей поверхно-
сти питательной среды I. fumosorosea 21-2 (см. табл. 1). В то же 
время в контрольных вариантах опыта (с отдельным посевом  
A. solani, B. cinerea и F. solani) диаметр колоний фитопатогенов 
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через 10 сут роста составил в среднем 70,0, 68,4 и 70,0 мм соот-
ветственно. 

Аналогичные результаты получены при выращивании фито-
патогенных грибов на фоне посева I. fumosorosea 21-2 с титром 
спор в суспензии 1 × 106 спор/мл. Однако при снижении дозы ан-
тагониста до 1 × 104 спор/мл задержки роста A. solani, B. cinerea, 
F. solani не происходило: диаметр их колоний достоверно не от-
личался от контрольных показателей. 

Как следует из приведенных выше данных, для объективной 
оценки чувствительности фитопатогенов к действию антагони-
стов, обладающих комплексной биологической активностью, целе-
сообразно использовать суспензию спор энтомопатогенных гри-
бов с антифунгальной активностью титром не менее 1 × 105 спор/мл 
(или 1 × 104 спор на чашку Петри). В соответствующем варианте 
опыта ингибирующее действие I. fumosorosea 21-2 на A. solani 
проявилось в снижении диаметра его роста на 76,1 % по сравне-
нию с контрольным показателем, у B. cinerea и F. solani – соот-
ветственно на 87,2 и 62,9 %. 

С учетом данных, полученных при корректировке методики 
выполнения опыта, проведена сопоставительная оценка анти-
фунгального действия семи перспективных штаммов микроми-
цетов (табл. 2). 

При изучении динамики развития возбудителей болезней рас-
тений отмечено, что их рост на «газоне» микромицетов с ком-
плексной активностью ингибируется в разной степени. Наиболее 

Таблица 1. Влияние дозы споровой суспензии глубинной культуры  
I. fumosorosea 21-2 на рост фитопатогенных грибов на сусло-агаре  

в течение 10 сут

Титр  
I. fumoso- 
rosea 21-2, 

спор/мл

Диаметр колоний фитопатогенных грибов, мм

Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium solani

опыт контроль опыт контроль опыт контроль

107 0 70,0 ± 0 0 68,4 ± 3,9 0 70,0 ± 0,5
106 0 70,9 ± 3,2 0 71,3 ± 4,0 0 64,4 ± 4,1
105 15,0 ± 0,9 62,8 ± 1,9 7,4 ± 1,7 57,7 ± 2,6 22,8 ± 3,2 61,5 ± 3,3
104 59,2 ± 4,6 63,5 ± 2,8 68,4 ± 5,3 70,5 ± 3,7 72,0 ± 8,7 73,0 ± 6,4
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Таблица 2. Динамика ингибирования роста тест-культур фитопатогенных 
грибов энтомопатогенами с комплексной активностью, выращенными  

в глубинной культуре (сусло-агар, 1 × 104 спор на чашку Петри)

Тест-культуры фитопатогенов

Ингибирование роста тест-культур фитопатогенных грибов, 
%

3 сут 7 сут 10 сут

Beauveria sp. 8/21
Alternaria solani 50,5 70,4 65,6
Botrytis cinerea 56,4 64,6 61,5
Fusarium solani 16,7 13,7 19,8

Beauveria brongniartii МХ
Alternaria solani 30,0 52,1 50,2
Botrytis cinerea – 11,6 29,1
Fusarium solani 27,6 – 0,0

Isaria fumosorosea 21-2
Alternaria solani 66,2 76,1 76,1
Botrytis cinerea 95,8 87,7 87,1
Fusarium solani 65,9 64,0 63,0

Lecanicillium sp. аph
Alternaria solani 54,2 65,6 65,1
Botrytis cinerea 75,7 69,5 67,6
Fusarium solani 73,0 71,3 70,9

Beauveria sp. 4/21
Alternaria solani 2,9 59,3 60,0
Botrytis cinerea 24,6 69,8 74,9
Fusarium solani 11,8 40,9 42,8

Isaria fumosorosea I21
Alternaria solani 19,2 43,3 48,1
Botrytis cinerea 6,9 15,6 17,3
Fusarium solani 7,4 16,7 18,5

Isaria farinosa NBZ2
Alternaria solani 8,2 18,5 20,5
Botrytis cinerea 7,6 17,2 19,1
Fusarium solani 8,9 20,0 22,2

явно выраженное ингибирующее действие проявлялось сниже-
нием скорости роста фитопатогенных грибов на 10 сут совмест-
ного роста (см. табл. 2). К этому времени максимальный ингиби-
рующий эффект по отношению к A. solani отмечен у I. fumosoro-
sea 21-2 (76,1 %), Lecanicillium sp. аph (65,1 %), Beauveria sp. 8/21 
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(65,6 %) и Beauveria sp. 4/21 (60,0 %). Рост B. cinerea наиболее 
эффективно ингибировали I. fumosorosea 21-2 (87,1 %), Lecanicil-
lium sp. аph (67,6 %), Beauveria sp. 8/21 (61,5 %) и Beauveria sp. 4/21 
(74,9 %), рост F. solani – I. fumosorosea 21-2 (63,0 %) и Lecanicil- 
lium sp. аph (70,9 %). 

Таким образом, из 7 протестированных образцов глубинной 
культуры микромицетов наиболее выраженной антагонистиче-
ской активностью по отношению к тестовым видам фитопатоге-
нов обладали штаммы I. fumosorosea 21-2, Lecanicillium sp. аph, 
Beauveria sp. и Beauveria sp. 4/21.

Заключение. Сравнительная оценка антифунгальной актив-
ности энтомопатогенных микромицетов показала наиболее вы-
раженное супрессивное действие по отношению к тестовым видам 
фитопатогенов глубинных культур I. fumosorosea 21-2, Lecanicil-
lium sp. аph, Beauveria sp. 8/21 и Beauveria sp. 4/21, что позволяет 
определить их как потенциальных биологических агентов поли-
функционального действия.
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EVALUATION OF THE ANTIFUNGAL EFFECT  
OF MICROMYCETES WITH COMPLEX BIOLOGICAL ACTIVITY  

IN REGARD TO PLANT DISEASE PATHOGENS
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A comparative assessment of the biological activity of submerged cultures of  
7 strains of micromycetes in relation to phytopathogenic test objects was carried out. 
The highest inhibition rates against Alternaria solani were observed in Isaria fu-
mosorosea 21-2 (76.1 %), Lecanicillium sp. aph (65.1 %), Beauveria sp. 8/21 (65.6 %) 
and Beauveria sp. 4/21 (60.0 %), in relation to Botrytis cinerea – in I. fumosorosea 
21-2 (87.1 %), Lecanicillium sp. aph (67.6 %), Beauveria sp. 8/21 (61.5 %) and Beau-
veria sp. 4/21 (74.9 %), in relation to Fusarium solani – in I. fumosorosea 21-2 
(63.0 %) and Lecanicillium sp. aph (70.9 %). The highest level of antagonistic acti- 
vity against the test species of plant pathogens was demonstrated by the submerged 
culture of strains I. fumosorosea 21-2, Lecanicillium sp. aph, Beauveria sp. 8/21 and 
Beauveria sp. 4/21, which can be defined as promising for use as the basis of com-
plex action biological preparations.

Keywords: plant pathogens, biological protection means, microbial prepara-
tions, micromycetes, complex biological activity, antifungal action.
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A RECOMBINANT STRAIN OF ESCHERICHIA COLI  
AS A PRODUCER OF THE SARS-COV-2 

NUCLEOPROTEIN USED FOR DEVELOPMENT  
OF COVID-19 SERODIAGNOSTIC KITS
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The recombinant strain Escherichia coli BL21-SCN producer of SARS-CoV-2  
N protein (NP) with C-terminal His8 tag was constructed based on pET42a (+)  
expression vector. The NP synthesis capacity in the strain was 56,6 mg/l of culture 
liquid. Optimization of in-house NP-based ELISA resulted in sensitivity enhance-
ment of anti-SARS-CoV-2 IgG detection by 12 % in comparison to available analog 
kit, prolonged shelf-life of the antigen immobilized on a polystyrene plate by over  
a year, reduction of sample matrix effect by 10 times.

Keywords: SARS-CoV-2 nucleoprotein, NP SARS-CoV-2-producing strain, 
ELISA optimization, serological testing.

Introduction. The emergence of new highly contagious variants 
of SARS-CoV-2 that can evade the immune protection conferred by 
vaccines and natural infection [1], as well as the apparent inability to 
control COVID-19 by increasing herd immunity [2] suggest that 
SARS-CoV-2 infection will have a lasting impact on the epidemiologic 
situation long after the end of COVID-19’s emergency phase. Under 
these conditions, it remains relevant to assess SARS-CoV-2 serostatus 
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in recovered patients in order to develop an optimal strategy and 
tactics to combat epidemic morbidity. During the implementation of 
mass vaccination campaigns and for a sufficiently long period after it, 
serological tests will play a decisive role in evaluation of COVID-19 
vaccine effectiveness and duration of vaccine-induced immunity 
against SARS-CoV-2, which leads to generation of long-run demand 
for antiviral antibodies detection tools [3].

Among the four structural proteins of the virus (S, E, M, N),  
S and N (NP) are immunodominant. A key role in the development of 
immunity against SARS-CoV-2 is assigned to S protein due to its 
property to induce virus-neutralizing antibody response [4]. The 
spike protein SARS-CoV-2, like other glycoproteins of enveloped 
viruses, is involved in the process of penetration into the host cell and 
therefore it is considered to be the main target of vaccine and 
diagnostics development. Nevertheless, the emergence of novel and 
evolving variants of SARS-CoV-2, differing in a high rate of amino 
acid substitutions in the S protein, leads to significant reduction in 
IgG sensitivity detection and an increasing rate of false-negative 
results [5]. At the same time, recent studies have shown that NP-
binding antibodies against different SARS-CoV-2 variants are highly 
cross-reactive and the most immunogenic epitopes within this protein 
are not under selective pressure [6], which causes a growing interest 
in using serological tests based on a more conservative N protein in 
conditions of rapid change of circulating SARS-CoV-2 genovariants. 

The work describes the stages of creation the recombinant 
bacterial strain-producer of SARS-CoV-2 N protein and the optimal 
conditions of NP use as an antigenic component of serodiagnostic 
kits.

Materials and methods. Cloning of the N gene (GenBank Gene 
ID: 43740575) encoding SARS-CoV-2 NP was carried out by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using ArtMix-RT 
(ArtBiotech, Belarus). The source of the gene to be cloned was the 
SARS-CoV-2 genomic RNA isolated from biospecimen of a patient 
with COVID-19 with «RIBO-prep» (AmpliSens, Russia). The presence 
of the pathogen genetic material in the sample was confirmed by one-
step polymerase chain reaction with the reverse transcription stage 
(RT-PCR) test system «Art-Test Covid-19» (ArtBiotech, Belarus).
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The target gene was inserted under control of strong T7 promotor 
into pET42a (+) expression vector (Invitrogen, USA) by overlap ex-
tension PCR (OE-PCR) [7]. The Primer Premier 6,22 software was 
used to design the primers for the amplification of NP expression vec-
tor components (presented in the Results and discussion chapter).

Each stage of cloning was controlled by agarose gel electrophore-
sis with gels ranging between 0,8 %–1,2 % based on the fragment size.

The OE-PCR reaction product was used for transformation of 
electrocompetent E. сoli BL21 (DE3) cells. The transformed cells 
were seeded on Luria-Bertani (LB) agar plates supplemented with 
kanamycin (100 μg/ml) as a selective marker. Colony screening PCR 
was performed for verifying correct assembly of a cloned DNA con-
struct. Following the cultivation of selected colonies harboring 
pET42a-SCN vector in LB broth overnight at 250 rpm, 37 °C, the tar-
get plasmids were extracted from transformants according to alkaline 
lysis protocol [8] for subsequent Sanger sequencing.

The expression of NP was induced by adding isopropyl  
β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 0,5 mM final concentration)  
to culture in log phase (OD600 = 0,6) and grown for additional 14 h  
at 30 °C, 250 rpm. The cells collected by centrifugation at 10 000 g 
for 10 min at 4 °C were disrupted according to sonication cell lysis 
protocol (5 × 30 sec with 1 min pauses at 200–300 W at 4 °C). After 
re-centrifugation stage the supernatant was removed and the pellet 
was re-suspended in a denaturing buffer (50 mM Tris-HCl, 8 M urea, 
pH 8.0) and incubated at 37 °C for 3 h for further protein purification.

The target His8-tagged protein was purified in one step by immo-
bilized metal affinity chromatography (IMAC) on a nickel-nitrilotri-
acetic acid (Ni-NTA) resin (“Qiagen”, Germany) with a preliminary 
stage of solubilization and refolding of bacterial inclusion body pro-
teins with 8 M urea [9]. The bound proteins were eluted by a 0,02–
0,5 M gradient of imidazole under urea removal conditions. Fractions 
containing purified proteins were dialyzed against 1,000-fold volume 
of 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8,0) containing 100 mM NaCl.

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was carried out ac-
cording to Laemmli method [10] under reducing conditions on 12 % 
slab gels. The bacterial proteins were stained with Coomassie Bril-
liant Blue R-250 Dye. The molecular weight determination and  
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expression level of the target gene were carried out using Image Lab 
software (Bio-Rad, USA). 

The recombinant antigen was tested in ELISA for anti-SARS-
CoV-2-IgG binding efficacy with a panel of human serum (50 IgG-
positive samples confirmed with DS-ЕIA-ANTI-SARS-CoV-2-G kit 
(RPC Diagnostic Systems, Russia)). As a control of the test specifici-
ty 45 negative blood samples (not containing IgM and IgG against 
SARS-CoV-2) banked before COVID-19 pandemic were used. Infor-
med consent for research use of blood samples were obtained from all 
the donors.

The ELISA was performed under standard conditions: antigen 
coating concentration was 100 ng/well in 0,05 M carbonate-bicarbon-
ate buffer pH 9,6 (4 °C overnight), 96-well high binding strip plates 
(Greiner Bio-One GmbH, Germany) were blocked with 1 % BSA 
(Carl Roth GmbH, Germany) at 37 °C for 30 min, 1/20 000 dilution 
of Goat anti-Human IgG HRP (Invitrogen, USA) was used based on 
manufacturer recommendations. Each incubation stage was followed 
by subsequent fourfold washing stage (10 mM phosphate-salt buffer 
supplemented with 0,05 % Tween-20, pH 7,4). Visualization of the 
antigen-antibody complex was carried out by adding chromogenic 
substrate TMB (Elabscience, China), the reaction was stopped with  
2 M H2SO4 10 min after incubation with a substrate.

A simple random sample of size 100 was selected to compare the sen-
sitivity of in-house ELISA for detection of IgG to NP SARS-CoV-2 
under optimal conditions with the commercial set of reagents for qual-
itative determination of human IgG antibodies to the same protein 
«N-CoV-2-IgG PS» (Saint-Petersburg Pasteur Institute, Russia).

Results and discussion. Construction of strain producing the 
SARS-CoV-2 NP. The N gene coding sequence of SARS-CoV-2 was 
isolated by RT-PCR from the biological sample of a patient with  
COVID-19 and inserted into pET42a (+) vector by OE-PCR. The 
sepa rate PCR-generated products (linear vector and target gene) had  
a short overlap of complementary sequence. The overlap was formed 
by addition of bases at the 5′ ends of primers so that the 3′ end of each 
fragment could play the role of primer and continue the extension  
after splicing two fragments at the complementary sequence.
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The primers for N gene were designed so that the 5’ and 3’ ends 
of the PCR product contained sequences complementary to the 
pET42a (+) vector for splicing the fragments together. The vector lin-
earization primers contained additional C-terminal His8 tag coding 
sequence (Table 1). The primer specificity was confirmed by Primer-
BLAST [11].

To construct chimeric DNA concatemers containing a various 
number of insert-vector repeats the fragments were combined in 
equal amounts of molecules of the target gene and vector (50 fmol of 
each per reaction) without primers and were subjected to OE-PCR 
following by transformation of electrocompetent E. сoli BL21 (DE3) 
cells. 

Table 1. Parameters of PCR amplification

DNA fragment 
name

Primer 
orienta-

tion
Primer sequence, 5’-3’ PCR protocol

N Gene 
(Wuhan-Hu-1)

forward GTGGTGGTCCACAACATGTCTGA 
TAATGGACCCCAA

98 °C – 2 min.,  
40 cycles:*  
98 °C – 5 sec.,  
55 °C – 20 sec.,  
72 °C – 1 min.;
72 °C – 5 min.

reverse GGTGATGGTGATGCTCGGCCTG 
AGTTGAGTCAGC

pET42a (+) forward GAGCATCACCATCACCACCACCA 
CCACTAATTG

98 °C – 2 min.,  
25 cycles:*  
98 °C – 5 sec.,  
55 °C – 20 sec.,  
72 °C – 3 min.; 
72 °C – 5 min.

reverse GTTGTGGACCACCACCATATGTA 
TATCTCCTTCTT

pET42a-SCN 
OE product

– Non-primer PCR 98 °C – 2 min.,  
15 cycles:*  
98 ° – 5 sec.,  
55 °C – 10 sec.,  
72 °C – 4 min.; 
72 °C – 5 min.

* The PCR stages within the cycle were displayed in bold type.

Recombinant cells harboring the plasmid with insert of the  
N gene from SARS-CoV-2 isolate Wuhan-Hu-1 were screened on se-
lective LB plates with 100 µg/ml kanamycin. Following by colony 
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screening and Sanger sequencing confirmation, the strain producing 
recombinant NP SARS-CoV-2 was constructed and designated as 
E. coli BL21-SCN. The isolated plasmid with insert of SARS-CoV-2 N 
gene was named as pET42a-SCN. 

The bacteria-derived NP (48 kDa) was purified in a single step to 
electrophoretic homogeneity using metal chelate affinity chromatog-
raphy (Fig. 1). Attaching a C-terminal His8-tag on the NP amino acid 
sequence allowed to obtain target protein of 94 % purity. Yield of ex-
pressed protein after IMAC purification reached 56.6 mg per liter of 
culture.
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In-house NP-based ELISA optimization 
The ratio of the average optical density index (ODI) of positive 

samples to negative with 100-fold dilution of serum was 2.42 and 
reached 5.30 with 800-fold sample dilution in initial ELISA study of 
NP antigenic properties [12].

To optimize in-house NP-based ELISA the current study was fo-
cused on improvement of the following parameters: blocking non-
specific binding sites, sample matrix effect, storage stability of the 
NP pre-coated polystyrene plate.

The most commonly used protein blockers are bovine serum al-
bumin (BSA), non-fat dry milk or casein salts and fish gelatin. The 
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protein content usually varies from 0,9 % to 10 % [13]. The optimal 
percentage was selected for each blocker: sodium caseinate – 1 %, 
BSA – 3 %, fish gelatin – 2.5 %. The average positivity coefficient 
(the ratio of a positive sample OD value to cut-off value (mean of neg-
ative OD + 3 standard deviation)) was established for a standard se-
rum panel in order to choose the right blocker. Based on the average 
PC value in different blocking conditions (Fig. 2, A), sodium casein-
ate showed the most optimal ratio of specific/non-specific interaction 
(1.5 times ≥) compared to other blocking agents.

The sample dilution buffer is a mono-component protein solution 
designed to eliminate false positive or negative reactions in immuno-
assays. Manifestations of non-target analytes (phospholipids, meta- 
bolites, other proteins) or physical/chemical characteristics of a sample 
known as matrix effect can prevent specific interaction. Different 
polyols and disaccharides are known to be good stabilizers that can 
reduce the inhibition of the complex formation between antibody and 
target antigen.

To reduce inhibitory factors affecting the formation of immune 
complex, the stabilizing effect of 5 compositions containing disac-
charides and polyols was studied:

A: inositol – 1.8 %, trehalose – 0.6 %, NaCas – 1 %, Tween-20 – 
1,5 %;

B: inositol – 2.8 %, trehalose – 1.6 %, NaCas – 1 %, Tween-20 – 
2 %;

C: inositol – 0.25 %, trehalose – 0.13 %, NaCas – 1 %, Tween-20 – 
0,25 %;

D: inositol – 1.4 %, trehalose – 0.8 %, NaCas – 1 %, Tween-20 – 
0,8 %;

E: inositol – 0.4 %, trehalose – 0.8 %, NaCas – 1 %, Tween-20 – 
0,4 %;

Standard: NaCas – 1 %, tween – 20 – 0.4 %.
In our study, application of the buffers B-E was observed to re-

duce specific signal by 19–24 % and only addition of 1,8 % inositol 
and 0,6 % trehalose supplied with 1.5 % Tween-20 in the sample dilu-
tion buffer reduced the matrix effect by 10 times, which allowed to 
use 11-fold sample dilution instead of 100-fold in practical implemen-
tation (Fig. 2, B). 
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The stabilization effect of the most widely used excipient 
(0.5 %–7 % sucrose solution in 10 mM PBS, рН 7,4) was studied in 
order to extend the shelf-life of immobilized viral antigen. 

The addition of 3 % sucrose as a stabilizer of the NP pre-coated 
polystyrene plate prolonged its shelf-life by over a year instead of  
2 months in non-optimized conditions. The accelerated degradation 
test (28 days at +50 °C) [14] resulted in a complete degradation of 
non-stabilized antigen on the 12th day (Fig. 2.C) while the OD mean 
value of positive samples saved more than 70 % of the primary OD 
value even on the 28th day. The 3 % sucrose solution was determined 
to be optimal for the reason that application of stabilizer in the range 
from 0,5 to 2 % allowed to safe up only 61 % of the positive samples 
primary OD while subsequent increasing sucrose fraction failed to 
show significant effect on ELISA plate shelf-life. 

The applying of the stabilizers and the optimal blocker (Table 2) 
resulted in sensitivity enhancement of anti-NP IgG detection by 12 % 
compared to the analog «N-CoV-2-IgG PS» intended for the qualita-
tive determination of human IgG to NP SARS-CoV-2 (Fig. 2, D).

Table 2. Optimization of in-house NP-based ELISA 

Buffer type Standard components Optimized components ELISA parameter

Blocking buffer 1 % BSA, 
0.2 % Proclin300 

1 % NaCas, 
0.2 % Proclin300 

Non-specific binding 
sites blocking

Sample dilution 
buffer 

1 % Na-caseinate, 
0.05 % Tween-20, 
0.2 % Proclin300 

1 % NaCas, 
1.5 % Tween-20, 
1.8 % inositol,
0.6 % trehalose, 
0.4 % Proclin300 

Matrix effect 

Stabilizing 
buffer – 3 % sucrose

0.2 % Proclin300

Storage stability of the 
NP pre-coated ELISA 
plate

Conclusion. The constructed E. coli BL21-SCN strain has been 
successfully used for the recombinant NP SARS-CoV-2 isolation in 
order to use it as the antigenic component of the created diagnos- 
tic ELISA kits for detection of IgM and IgG to the SARS-CoV-2 
«SARS-CoV-2-NP-ELISA-M, G» (registered in the Republic of Belarus 
on 11.11.2020, reg certificate No. 7.109107). Attaching a C-terminal 



Биотехнологии	для	медицины	и	промышленности	 387

His8-tag on the NP amino acid sequence allowed to obtain target pro-
tein of high purity, which is critical point in elimination a variety of 
false positive and negative reactions. Optimization of the reaction 
conditions resulted in sensitivity enhancement of anti-NP IgG detec-
tion by 12 % compared to the analog kit available on the market, pro-
longed shelf-life of the NP pre-coated plate by over a year, reduction 
of sample matrix effect by 10 times.
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КОНСТРУИРОВАНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ШТАММА  
ESCHERICHIA COLI – ПРОДУЦЕНТА НУКЛЕОПРОТЕИНА  
SARS-CoV-2, ИСПОЛЬЗУЕМОГО В РАЗРАБОТКЕ НАБОРОВ  

ДЛЯ СЕРОДИАГНОСТИКИ COVID-19

И. В. БЕЛЬСКАЯ 1, И. С. КАЗЛОВСКИЙ 2, Н. В. ПОКЛОНСКАЯ 1,  
Т. В. АМВРОСЬЕВА1

1Республиканский научно-практический центр эпидемиологии  
и микробиологии, Минск, Беларусь, labsanvir@gmail.com 

2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
kazlouski.illia@gmail.com

Сконструирован рекомбинантный штамм E. coli BL21-SCN – продуцент 
N-белка SARS-CoV-2, содержащего октагистидиновый олигопептид на С-конце 
молекулы полипептида. Продуцирующая способность штамма в отношении 
вирусного антигена составила 56,6 мг/л культуральной жидкости. Оптими-
зация условий проведения ИФА позволила увеличить чувствительность вы-
яв ления IgG к SARS-CoV-2 по сравнению с доступным на рынке аналогом на 
12 %, увеличить стабильность хранения иммобилизованного на полистироль-
ном носителе антигена до 1 года, а также снизить матричный эффект иссле-
дуе мого образца биологического материала в 10 раз.

Ключевые слова: нуклеопротеин SARS-CoV-2, штамм-продуцент N бел ка 
SARS-CoV-2, оптимизация ИФА, серологическое тестирование
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Поиск универсального биомаркера для лечения рака остается основной 
проблемой в онкологии. Метаболизм фосфатидилсерина жестко регулирует-
ся и является сигналом «съешь меня» для фагоцитов в здоровых клетках. 
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Хотя на клетках рака и на его эндотелии сосудов фосфатидилсерин появляет-
ся в большом количестве, но они не подвергаются апоптозу, что делает этот 
биомаркер перспективным для терапии рака. Аннексин A5 является природ-
ным партнером связывания фосфатидилсерина и поэтому его можно исполь-
зовать для таргетной доставки химиотерапевтических агентов в микроокру-
жение опухоли. Аннексин А5 проявляет свою активность как мост между 
врожденной и адаптивной иммунной системами, что способствует иммунно-
стимуляции в микроокружении опухоли. В этом обзоре рассмотрено, как ан-
нексин А5 использовался в качестве химиотерапевтического и таргетного 
агента при раке.

Ключевые слова: аннексин А5, химерные белки, таргетная терапия.

Фосфатидилсерин (ФС), появляющийся на поверхности ра-
ковых клеток, может быть использован как маркер для адресной 
доставки химиотерапевтических агентов в опухоль с помощью 
молекулярного транспортера – аннексина А5 [1]. Этот транспор-
тер является белком семейства аннексинов, которые в организме 
человека служат для связывания с ФС. Они характеризуются од-
ной большой способностью связываться с отрицательно заря-
женными фосфолипидами мембраны клетки в присутствии ио-
нов кальция [2, 3]. Аннексин А5 был первым белком из семей-
ства аннексинов, у которого была изучена кристаллическая 
структура – она представлена в виде гнутого диска, на поверх-
ности которого «сидят» ионы кальция (рис. 1) [4].
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Рис. 1. Кристаллическая структура аннексина А5 [4]
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Аннексин А5 является внеклеточным белком, с молекуляр-
ной массой около 36 кДа и обратимо связывающийся с ФС. Он 
впервые был открыт в качестве белка-антикоагулянта [5] и вско-
ре стал популярным новым биомаркером для выявления апопто-
за из-за его высокой аффинности к ФС (Kd = 15 нМ) в присут-
ствии ионов кальция [6].

На сегодняшний день исследуются способы использования 
аннексина А5 для лечения меланомы, лимфомы, нейробласто-
мы, рака поджелудочной железы, легких, молочной железы, 
предстательной железы, яичников, толстой кишки и немелко-
клеточного рака (табл. 1).

Аннексин как ингибитор ангиогенеза
Препарат очищенного аннексина А5 демонстрирует проти-

воопухолевую активность у мышей с меланомой B16F10. При 
его введениях в дозах 5 и 10 мг на кг массы тела приводит к эф-
фекту ограниченной токсичности, который значительно пода-
вляет рост опухоли, о чем свидетельствует изменение массы 
тела мыши. Что более важно, аннексин А5 понижает концентра-
цию фактора роста эндотелия сосудов в сыворотке крови 
(VEGF), это приводит к снижению плотности сосудов в месте 
опухоли и индуцирует ее некроз [7].

Если аннексин А5 снижает плотность сосудов in vivo, то  
с течением времени доставка белка в микроокружение опухоли 
может быть затруднена. В эксперименте на модели ксенотран-
сплантата эпидермальной карциномы A431, при введении анти-
ангиогенного ингибитора SU11248, было выявлено, что накопле-
ние аннексина А5 в опухоли уменьшалось, но при этом увели-
чивалось количество ФС и апоптируемых клеток [24]. Однако  
с течением времени накопление аннексина А5 увеличивалось  
в опухоли немелкоклеточной карциномы A549 in vivo при введе-
нии SU11248 и в клетках рака толстой кишки HT-29 in vivo, при 
обработке ангиогенным ингибитором регорафенибом [25, 26]. 
При сравнении сосудистой зрелости карцином A431 и A549, по-
следняя имеет более высокую долю зрелых сосудов, которые 
менее чувствительны к химиотерапии антиангиогенными пре-
паратами [25], это позволяет предположить, что тип опухоли  
и ее сосудистая зрелость могут влиять на доставку аннексина 
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А5 в микроокружении опухоли. Также стоит учитывать срок 
проведения терапии аннексином А5.

Большинство больных раком страдают от осложнений, вы-
званных тромбозами, так как ФС на поверхности активирован-
ных тромбоцитов, раковых клеток и их микрочастиц регулирует 
тромбоз, что приводит к увеличению метастазирования, ангио-
генезу и мимикрии сосудов [27–29]. Кроме того, неконтролируе-
мый рост опухоли может вызывать сдавливание вен и стимули-
ровать образование венозных тромбоэмболизмов, таких как ле-
гочная эмболия или тромбозы глубоких вен [30]. У больных 
раком вероятность развития венозных тромбоэмболизмов в пять- 
семь раз выше, чем у пациентов без рака, что приводит к значи-
тельно худшему прогнозу для таких пациентов [30]. В качестве 
агрегатора тромбоцитов активируется тромбин, который требу-
ет отрицательного заряда, образующийся в основном за счет 
экстернализации ФС на поверхности этих клеток [31]. Тромбин 
превращает фибриноген в фибрин, создавая сгусток, который во 
многих солидных опухолях увеличивает экспрессию фактора 
VEGF [32]. Поскольку аннексин А5 связывается только с ФС, он 
блокирует способность протромбина и других факторов коагу-
ляции связываться с этим фосфолипидом, тем самым останав-
ливает процесс коагуляции [33]. Блокируя ФС, аннексин А5 ин-
гибирует тромбоз in vivo и агрегацию тромбоцитов in vitro [34, 
35]. Поэтому аннексин А5 можно использовать в качестве сред-
ства при тромбозах. Было показано, что аннексин А5 снижает 
концентрацию фактора VEGF, что уменьшает агрегацию тром-
боцитов, при этом кровеносные сосуды остаются открытыми  
и это увеличивает скорость доставки лекарства в опухоль. [35].

Аннексин А5, слитый с ферментами, для пролекарствен-
ной терапии 

В последнее время аннексин А5 стал все чаще использовать-
ся для нацеливания на ФС в качестве носителя химиотерапевти-
ческих полезных молекул для использования в ферментативной 
пролекарственной системе. Эта уникальная система работает  
в два этапа: первая – фермент доставляется аннексином А5  
в микроокружении опухоли, вторая – неактивное пролекарство 
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системно вводится в кровоток и превращается в цитотоксиче-
ское лекарственное средство в присутствии фермента в месте 
опухоли, которое диффундирует в опухолевые клетки и вызыва-
ет их гибель. Также это лекарство вызывает гибель эндотели-
альных клеток сосудов, приводя к прекращению кровоснабже-
ния опухоли (рис. 2) [12–18].
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Существует два основных класса ферментной пролекарствен-
ной терапии: вирусный/генный – доставка фермента в клетку  
и антительный/белковый – доставка фермента на поверхность 
клетки [14, 16]. Первый способ доставки имеет потенциальные 
риски. Вирусные векторы могут вызывать мутагенез хозяйского 
генома, возвращая его к вирусному фенотипу дикого типа, что  
в последствии будет приводить к выработке организмом анти-
тел против векторного ДНК, что приведет к слабой экспресии 
генов in vivo [17, 36, 37]. Во втором способе существуют ограни-
чения доставки антитела/белка. Почти 70 % пациентов иммуно-
гены против антител, а плохая васкуляризация опухоли и гете-
рогенность опухолевых биомаркеров существенно ограничива-
ют доставку белков по всей площади опухоли [36, 38]. Хотя при 
отмеченных ограничениях в пролекарственных методах лече-
ния ферментами, слитыми с аннексином А5, был показан успех 
in vitro и in vivo.
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Аннексин А5, слитый с цитозиндезаминазой 
Цитозиндеаминаза (ЦДаза, 35 кДа) – бактериальный фермент, 

который в норме не экспрессируется в эукариотических клетках 
и способен превращать цитозин в урацил [12, 39]. Пролекарство 
5-фторцитозин – нетоксичное противогрибковое средство, с по-
мощью ЦДазы, слитой с аннексином А5 в месте опухоли, превра-
щается в цитотоксический 5-фторурацил [12], который, находясь 
во внеклеточном пространстве, может свободно диффундиро-
вать в опухолевые клетки, где метаболизируется до фтордезок-
сиуридинмонофосфата, фтордезоксиуридинтрифосфата и фто-
руридинтрифосфата, имитирующих природные нуклеотиды. Эти 
образуемые метаболиты ингибируют фермент тимидилатсинта-
зу и в процессе репликации ДНК и РНК включаются в их струк-
туры, тем самым нарушая метаболизм раковой клетки, приводя 
к ее гибели [15]. Van Rite и соавт. разработали метод непрямого 
ИФА количественного определения специфического связвания 
химерного белка аннексин А5-ЦДаза с ФС на раковых клетках, 
на непокрытых антигеном пластинах in vitro [12, 13, 15]. Они 
определили специфическое связывание и расчитали константу 
диссоциации (Kd) для раковых моделей тройной отрицательной 
молочной железы (MDA-MB-231), поджелудочной железы (Panc-1, 
Capan-1) и предстательной железы (PC-3) [Там же]. Этот химер-
ный белок продемонстрировал высокую аффинность связыва-
ния с ФС с клетками MDA-MB-231 (Kd = 2,4 нМ), Panc-1 
(Kd = 0,09 нМ), Capan-1 (Kd = 0,90 нМ) и PC-3 (Kd = 0,061 нМ) 
[Там же]. Стоит отметить что, используя химерный белок аннек-
син А5-ЦДаза в пролекарственной системе с 5-фторцитозином 
значительно увеличивалась гибель раковых клеток и опаясы- 
вающей опухоль сосудистой сети in vitro [Там же]. Кроме  
того, была показана чувствительность колоректального рака  
и аденокарциномы к 5-фторурацилу. Предполагается, что такая 
терапия с применением слитого белка аннексина А5 с ЦДазой 
может улучшить существующие схемы лечения этих видов рака 
[39, 40].

Аннексин А5, слитый с пуриннуклеозидфосфарилазой 
Пуриннуклеозидфосфорилаза (ПНФаза, 156 кДа) – это мик-

робный гексамерный фермент, обнаруженный в E. coli и дрож-
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жах, способный превращать флударабин (пролекарство) в его 
более цитотоксическое производное (лекарство) – 2-фтораденин 
[12, 14]. Флударабин и 2-фтораденин являются уникальными со-
единениями, поскольку они могут спокойно проникать в проли-
ферирующие и непролиферирующие раковые клетки и вызы-
вать их апоптоз [12, 14]. Кроме того, было показано, что 2-фтора-
денин ингибирует экспрессию белкового фактора регулятора 
апоптоза BCL-2, тем самым вызывая клеточную смерть [Там же]. 
Химерный белок аннексин А5-ПНФаза был изучен авторами 
Krais at al. на клетках MDA-MB-231 тройного негативного рака 
молочной железы, MCF-7 эстроген-рецептор-положительном 
раке молочной железы и на эндотелиальных клетках HAAE-1 
[14]. Они определяли связывание этого химерного белка с ФС 
таким же образом, как и с аннексин А5-ЦДазой. Слитый белок 
аннексин А5-ПНФаза продемонстрировал высокое сродство свя-
зывания с ФС мембран клеток MDA-MB-231 (Kd = 75,3 нМ), 
MCF-7 (Kd = 51,6 нМ) и HAAE-1 (Kd = 18,3 нМ) in vitro [Там же]. 
При конфокальной микроскопии клеток MCF-7 было подтверж-
дено связывание этого химерного белка с их мембранами и че-
рез 2 суток выявлялось, что применение слитого белка аннексин 
А5-ПНФаза в системе пролекарства значительно увеличивает 
гибель клеток [14]. Guillen et al. изучили эту пролекарственную 
систему с применением этого химерного белка на раковых клет-
ках Panc-1 и Capan-1 поджелудочной железы и PC-3 предста-
тельной железы in vitro, где отметили, что применение такой 
схемы лечения увеличивает гибель раковых клеток, по сравне-
нию с монотерапией. Так же, как и у Krais at al., слитый белок 
аннексин А5-ПНФаза показал высокую аффинность связывания 
с ФС мембран этих клеток: Panc-1 (Kd = 0,03 нМ), Capan-1 (Kd = 
0,02 нМ) и PC-3 (Kd = 0,406 нМ) [12, 13]. Guillen at al. показали, 
что добавление низкой дозы доцетаксела (50 мкМ), в пролекар-
ственной системе лечения с химерным белком увеличивало ги-
бель раковых клеток на 25 %, по сравнению с контролем, где не 
использовался доцетаксел [12]. Этот эффект обусловлен тем, что 
доцетаксел увеличивает экстернализацию ФС на внешнюю сто-
рону мембраны раковой клетки, что позволяет увеличить коли-
чество доставляемого аннексина А5 на поверхность клетки [Там же]. 
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Суммируя все вышеперечисленное, система пролекарства в со-
четании с химерным белком аннексин А5-ПНФаза обладает по-
тенциалом для эффективного лечения этих раковых заболеваний.

Аннексин А5, слитый с метионин-гамма-лиазой и мутант-
ной цистатионин-гамма-лиазой

Метионин-гамма-лиаза (МГЛ, 172 кДа) – это высокоиммуно-
генный фермент из Pseudomonas putida, являющимся тетраме-
ром [17]. Его структурным аналогом в организме человека явля-
ется цистатионин-гамма-лиаза (ЦГЛ) [41]. Эти ферменты ката-
лизируют схожие ферментативные реакции, но только МГЛ может 
превратить пролекарственное средство селенометионин в его 
цитотоксические продукты – метилселенол, аммиак и альфа-ке-
тобутират. Эти вещества могут свободно проникать в раковые 
клетки через их мембраны и генерировать в них активные фор-
мы кислорода [16, 17, 41]. Получить субстратную специфичность 
ЦГЛ, как у МГЛ, можно за счет внесения трех аминокислотных 
мутаций. Такой фермент обозначается как мутантная цистатио-
нин-гамма-лиаза (мЦГЛ) [17, 41].

На основе этих ферментов Van Rite et al. и Krais et al. создали 
химерные белки на основе аннексина А5, они впервые описали 
систему терапии рака, которая объединяет принцип истощения 
раковых клеток, за счет уменьшения питательных веществ,  
и целевую химиотерапию в одно лечение. Эти слитые белки 
были протестированы in vivo на мышах с ксенотрансплантантом 
тройного негативного рака молочной железы (MDA-MD-231). 
Было показано, что химерные белки связываются с кровеносны-
ми сосудами опухоли и остаются в кровеносном русле на протя-
жении 8 ч [16, 17]. При проверке химерного белка аннексин  
А5-МГЛ на модели ортотопического тройного негативного рака 
молочной железы (4T1) in vivo наблюдалась выработка антител 
против МГЛ, что приводило к снижению эффективности такой 
терапии [17]. Для устранения такого иммунного ответа организ-
ма, Krais et al. заменили в химерном белке МГЛ на мЦГЛ, кото-
рый обладает метиониназной активностью и не вызывает выра-
ботку антител на такой белок. Было показано, что химерный бе-
лок аннексин А5-мЦГЛ в сочетании с химиотерапевтическими 
препаратами вызывает разрушение сосудистой сети опухоли  
и уменьшает ее размер [17, 42]. 
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Аннексин А5, слитый с апоптоз-индуцирующим лигандом
Апоптоз-индуцирующий лиганд, связанный с фактором не-

кроза опухоли (TRAIL), член семейства факторов некроза опу-
холи (TNF), которые способствует апоптозу раковых клеток, за 
счет их связывания с рецепторами смерти 4 или 5 [43, 44]. Было 
показано, что TRAIL является превосходным адъювантом при 
лечении многих видов раковых заболеваний, поскольку этот ли-
ганд индуцирует апоптоз и обладает способностью преодоле-
вать лекарственную и радиационную устойчивость путем повы-
шения сенсибилизации лекарств в клетках рака, которые разви-
ли толерантность [44]. 

Для таргетной доставки TRAIL к раку авторы Qiu et al., сли-
ли его с аннексином А5. Такое слияние позволяет достичь сни-
жения в два раза эффективной концентрации TRAIL на ряде ра-
ковых клеток in vitro [45]. Что более важно, при лечении немел-
коклеточного рака легких (A549), рака толстой кишки (colo-205) 
и ксенотрансплантата рака печени (Bel7402), химерный белок 
аннексин А5-TRAIL задерживает рост опухоли за счет умень-
шения ее объема и увеличения времени ее удвоения. Также та-
кое слияние TRAIL с аннексином А5 помогает преодолеть ба-
рьер доставки лекарств к TME, что приводит к увеличению ци-
тотоксличности [45].

Заключение. У большинства видов рака была выявлена экс-
тернализация ФС на поверхность мембраны клетки и такая осо-
бенность может быть активно использована для направленного 
лечения рака. Аннексин А5 является отличным кандидатом для 
доставки цитотоксических агентов и активации противораково-
го иммунитета в микроокружении опухоли. Опираясь на иссле-
дования, проведенные до настоящего времени, можно утверждать, 
что направленная на ФС терапия с использованием химерных 
белков на основе аннексина А5 может значительно улучшить 
подходы к лечению лиц, страдающих раковыми заболеваниями. 

Литература
1. Bakar, F. Annexin proteins: novel promising targets for anticancer drug de-

velopment / F. Bakar // Unique Aspects of Anti-cancer Drug Development : book // 
Intech. Open. ; ed.: M. L. Jolanta,  N. Latosi´nska. – London, 2017. – P. 51–69.



400	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

2. Annexin-phospholipid interactions. Functional implications / M. A. Lizarbe 
[et al.] // Int. J. Mol. Sci. – 2013. – Vol. 14. – P. 2652–2683. DOI: https://doi.org/ 
10.3390/ijms14022652

3. Xi, Y. Roles of Annexin A protein family in autophagy regulation and thera-
py / Y. Xi, R. Ju, Y. Wang // Biomed. Pharmacother. – 2020. – Vol. 130. –  
Art. 110591. DOI: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2020.110591

4. Domain IV of annexin A5 is critical for binding calcium and guarantees its 
maximum binding to the phosphatidylserine membrane / J. Wang [et al.] // Mole-
cules. – 2017. – Vol. 22. – Art. 2256. DOI: https://doi.org/10.3390/ molecules22122256

5. Reutelingsperger, C. P. Isolation and partial purification of a novel anticoag-
ulant from arteries of human umbilical cord / C. P. Reutelingsperger, G. Hornstra, 
M. C. Hemker // Eur. J. Biochem. – 1985. – Vol. 151. – Art. 625.

6. A novel assay for apoptosis Flow cytometric detection of phosphatidylserine 
expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V / I. Vermes 
[et al.] // J. Immunol. Methods. – 1995. – Vol. 184. – P. 39–51. DOI: https://doi.org/ 
10.1016/0022-1759(95)00072-I 

7. Anti-cancer activity of Annexin V in murine melanoma model by suppress-
ing tumor angiogenesis / X. Zhang [et al.] // Oncotarget. – 2017. – Vol. 8. – P. 42 
602–42 612.  DOI: https://doi.org/10.18632/oncotarget.16645

8. Annexin A5 as an immune checkpoint inhibitor and tumor-homing molecule 
for cancer treatment / T. H. Kang [et al.] // Nat. Commun. – 2020. – Vol. 11. – Art. 
1137. DOI: https://doi.org/10.1038/s41467-020- 14821-z

9. Inhibition of phosphatidylserine recognition heightens the immunogenicity 
of irradiated lymphoma cells in vivo / A. Bondanza [et al.] // J. Exp. Med. – 2004. – 
Vol. 200. – P. 1157–1165. DOI: https://doi.org/10.1084/jem.20040327

10. Annexin-V promotes anti-tumor immunity and inhibits neuroblastoma 
growth in vivo / X. Yan [et al.] // Cancer Immunol. Immunother. – 2012. – Vol. 61. – 
P. 1917–1927. DOI: https://doi.org/10.1007/s00262-012-1250-4

11. Van Rite, B. D Annexin V-targeted enzyme prodrug therapy using cytosine 
deaminase in combination with 5-fluorocytosine / B. D. Van Rite, R. G. Harrison // 
Cancer Lett. – 2011. – Vol. 307. – P. 53–61. DOI: https://doi.org/10.1016/j.canlet.2011.03.016

12. Guillen, K. P. Targeted enzyme prodrug therapy for metastatic prostate 
cancer – a comparative study of L-methioninase, purine nucleoside phosphorylase, 
and cytosine deaminase / K. P. Guillen, C. Kurkjian, R. G. Harrison // J. Biomed. 
Sci. – 2014. – Vol. 21. – Art. 65. DOI: https://doi.org/10.1186/s12929-014-0065-3

13. Annexin V-directed enzyme prodrug therapy plus docetaxel for the target-
ed treatment of pancreatic cancer / K. P. Guillen [et al.] // Pancreas. – 2015. –  
Vol. 44. – P. 945–952. DOI: https://doi.org/10.1097/MPA.0000000000000343

14. Krais, J. J. Purine nucleoside phosphorylase targeted by annexin V to breast 
cancer vasculature for enzyme prodrug therapy / J. J. Krais, O. de Crescenzo,  
R. G. Harrison // PLoS One. – 2013. – Vol. 8. – Art. e76403. DOI: https://doi.org/ 
10.1371/journal.pone.0076403

15. Enzyme prodrug therapy designed to target l-methioninase to the tumor 
vasculature / B. D. Van Rite [et al.] // Cancer Lett. – 2011. – Vol. 301. – P. 177–184. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.canlet.2010.11.013



Биотехнологии	для	медицины	и	промышленности	 401

16. S. Antitumor activity of an enzyme prodrug therapy targeted to the breast 
tumor vasculature / B. D. Van Rite [et al.] // Cancer Invest. – 2013. – Vol. 31. –  
P. 505–510. DOI: https://doi.org/10.3109/07357907.2013.840383

17. Antitumor synergism and enhanced survival with a tumor vasculature–tar-
geted enzyme prodrug system, rapamycin, and cyclophosphamide / J. J. Krais  
[et al.] // Mol. Cancer Therapeut. – 2017.– Vol.16. – P. 1855–1865. DOI: https://doi.
org/10.1158/1535-7163.MCT-16- 0263 

18. Anti-CD73 and anti-OX40 immunotherapy coupled with a novel biocom-
patible enzyme prodrug system for the treatment of recurrent, metastatic ovarian 
cancer / N. A. Virani [et al.] // Cancer Lett. – 2018. – Vol. 425. – P. 174–182. DOI: 
https://doi.org/10.1016/j. canlet.2018.03.027

19. Annexin v-trail fusion protein is a more sensitive and potent apoptotic in-
ducer for cancer therapy / F. Qiu [et al.] // Sci. Rep. – 2013. – Vol. 3. – Art. 3565. 
DOI: https://doi.org/10.1038/srep03565

20. Targeting single-walled carbon nanotubes for the treatment of breast cancer 
using photothermal therapy / L. F. Neves [et al.] // Nanotech. – 2013. – Vol. 24,  
№ 37. – Art. 375104. DOI: https://doi.org/10.1088/0957-4484/24/37/375104 

21. Phosphatidylserine targeted single-walled carbon nanotubes for photother-
mal ablation of bladder cancer / N.A. Virani [et al.] // Nanotech. – 2018. – Vol. 29. – 
Art. 035101. DOI: https://doi.org/10.1088/1361-6528/aa9c0c

22. Targeted single-walled carbon nanotubes for photothermal therapy com-
bined with immune checkpoint inhibition for the treatment of metastatic breast can-
cer / P. McKernan [et al.] // Nanoscale Res. Lett. – 2021. – Vol. 16 – Art. 9. DOI: 
https://doi.org/10.1186/s11671- 020-03459-x

23. Burst release of encapsulated annexin A5 in tumours boosts cytotoxic T-cell 
responses by blocking the phagocytosis of apoptotic cells / L. Li [et al.] // Nat. 
Biomed. Eng. – 2020. – Vol. 4. – P. 1102–1116. DOI: https://doi.org/10.1038/s41551-020-
0599-5

24. Failure of annexin-based apoptosis imaging in the assessment of antiangio-
genic therapy effects / W. Lederle [et al.] // EJNMMI Res. – 2011. – Vol. 1. – Art. 26. 
DOI: https://doi.org/10.1186/2191-219X- 1-26

25. Change of apoptosis and glucose metabolism in lung cancer xenografts dur-
ing cytotoxic and anti-angiogenic therapy assessed by annexin V based optical im-
aging and (18) F-FDG-PET/CT / J. Gross [et al.] // Contrast Media Mol. Imag. – 
2021. – Art. 6676337. DOI: https://doi.org/10.1155/2021/6676337

26. Monitoring cell death in regorafenib-treated experimental colon carcino-
mas using annexin-based optical fluorescence imaging validated by perfusion MRI / 
P. M. Kazmierczak [et al.] // PLoS One. – 2015. – Vol. 10. – Art. e0138452. DOI: 
https://doi.org/10.1371/journal. pone.0138452

27. Platelet-cancer interplay: molecular mechanisms and new therapeutic ave-
nues / A. Braun [et al.] // Front. Oncol. – 2021. – Vol. 11. – Art. 665534. DOI: https://
doi.org/10.3389/fonc.2021.665534

28. Podoplanin promotes cancer-associated thrombosis and contributes to the 
unfavorable overall survival in an ectopic xenograft mouse model of oral cancer /  
H. Y. Lee [et al.] // Biomed. J. – 2020. – Vol. 43. – P. 146–162. DOI: https://doi.
org/10.1016/j.bj.2019.07.001



402	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

29. Phosphatidylserine-exposing cells contribute to the hypercoagulable state 
in patients with multiple myeloma / L. Guo [et al.] // Int. J. Oncol. – 2018. – Vol. 52. – 
P. 1981–1990. DOI: https://doi.org/10.3892/ ijo.2018.4354

30. Cancer-associated thrombosis: an overview of mechanisms, risk factors, 
and treatment / N. B. Abdol Razak [et al.] // Cancers. – 2018. – Vol. 10 – Art. 380. 
DOI: https://doi.org/10.3390/cancers10100380

31. Reddel, C. J. Thrombin generation and cancer: contributors and conse-
quences / C. J. Reddel, C. W. Tan, V. M. Chen // Cancers. – 2019. – Vol. 11. – Art. 100. 
DOI: https://doi.org/10.3390/ cancers11010100

32. Elevated microparticles, thrombin-antithrombin and VEGF levels in colo-
rectal cancer patients undergoing chemotherapy / M. Z. Wojtukiewicz [et al.] // 
Pathol. Oncol. Res. – 2020. – Vol. 26. – P. 2499–2507. DOI: https://doi.org/10.1007/
s12253-020-00854-8

33. Therapeutic potential of annexins in sepsis and COVID-19 / L. Mui [et al.] // 
Front. Pharmacol. – 2021. – Vol. 21. – Art. 735472. DOI: https://doi.org/10.3389/
fphar.2021.735472

34. Thiagarajan, P. Inhibition of arterial thrombosis by recombinant annexin V 
in a rabbit carotid artery injury model / P. Thiagarajan, C. R. Benedict // Circula-
tion. – 1997. – Vol. 96. – P. 2339–2347. DOI: https://doi.org/10.1161/01.cir.96.7.2339

35. Antithrombotic action of annexin V proved as efficient as direct inhibition 
of tissue factor or thrombin / A. M. Galan [et al.] // Eur. J. Clin. Invest. – 2006. – 
Vol. 36. – P. 633–639. DOI: https://doi.org/10.1111/j.1365-2362.2006.01698.x

36. Xu-2001 Xu, G. Strategies for enzyme/prodrug cancer therapy / G. Xu,  
H. L. McLeod // Clin. Cancer Res. – 2001. – Vol. 11. – P. 3314–3324.

37. Genetic prodrug activation therapy for breast cancer: A phase I clinical trial 
of erbB-2-directed suicide gene expression / H. S. Pandha [et al.] // J. Clin. Oncol. – 
1999. – Vol. 17. – P. 2180–2189. DOI: https://doi.org/10.1200/jco.1999.17.7.2180

38. The molecular mechanisms that underlie the immune biology of anti-drug 
antibody formation following treatment with monoclonal antibodies / A. Vaisman-
Mentesh [et al.] // Front. Immunol. – 2020. – Vol. 11. – Art. 1951. DOI: https://doi.
org/10.3389/fimmu.2020.01951

39. Treatment of colon cancer cells using the cytosine deaminase/5- fluorocyto-
sine suicide system induces apoptosis, modulation of the proteome, and Hsp90β 
phosphorylation / L. Negroni [et al.] // Mol. Cancer Therapeut. – 2007. – Vol. 6. –  
P. 2747–2756. DOI: https://doi.org/10.1158/1535-7163.MCT-07-0040

40. Antitumor therapy mediated by 5-fluorocytosine and a recombinant fusion 
protein containing TSG-6 hyaluronan binding domain and yeast cytosine deami-
nase / J. I. Park [et al.] // Mol. Pharm. – 2009. – Vol. 6. – P. 801–812. DOI: https://doi.
org/10.1021/mp800013c

41. De novo engineering of a human cystathionine-γ-lyase for systemic l-me-
thionine depletion cancer therapy / E. Stone [et al.] // ACS Chem. Biol. – 2012. – 
Vol. 7. – P. 1822–1829. DOI: https://doi.org/10.1021/ cb300335j

42. Sensitization of melanoma cells to alkylating agent-induced DNA damage 
and cell death via orchestrating oxidative stress and IKKbeta inhibition / A. K. Tse 
[et al.] // Redox Biol. – 2017. – Vol. 11. – P. 562–576. DOI: https://doi.org/10.1016/j.
redox.2017.01.010



Биотехнологии	для	медицины	и	промышленности	 403

43. Allen, J. E. Regulation of the human TRAIL gene / J. E. Allen, W. S. El-
Deiry // Cancer Biol. Ther. – 2012. – Vol. 13. – P. 1143–1151. DOI: https://doi.org/ 
10.4161/cbt.21354

44. von Karstedt, S. Exploring the TRAILs less travelled: TRAIL in cancer 
bio logy and therapy / S. von Karstedt, A. Montinaro, H. Walczak // Nat. Rev. Can-
cer. – 2017. – Vol. 17. – P. 352–366. DOI: https://doi.org/10.1038/nrc.2017.28

45. Annexin v-trail fusion protein is a more sensitive and potent apoptotic in-
ducer for cancer therapy / F. Qiu [et al.] // Sci. Rep. – 2013. – Vol. 3. – Art. 3565. 
DOI: https://doi.org/10.1038/srep03565

WORLD OF THE ANNEXIN

A. B. BULATOVSKI

Institute of Microbiology, National Academy of Science of Belarus, Minsk, Belarus 
a.bulatovski@yandex.by

Finding a universal biomarker for cancer treatment remains a major challenge 
in oncology. The metabolism of phosphatidylserine is tightly regulated and is a «eat 
me» signal for phagocytes in healthy cells. Although phosphatidylserine appears in 
large numbers on cancer cells and on its vascular endothelium, they do not undergo 
apoptosis, making this biomarker promising for cancer therapy. Annexin A5 is  
a natural binding partner of phosphatidylserine and can therefore be used for targeted 
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Показана возможность использования природного биополимера хитозана 
для получения наночастиц, включающих молекулы фармацевтически важно-
го 3’,5’-циклического диаденозинмонофосфата (цикло-диАМФ). Подобраны 
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экспериментальные условия для получения комплексов хитозана с цикло-
диАМФ (размером порядка 100 нм), емкость которых в отношении цикло-
диАМФ достигает 38–40 мас.%. Показано высвобождение цикло-диАМФ из 
его комплекса с хитозаном рН-зависимым способом (при рН среды 4,5 более 
активно, чем при рН 7,4). Полученные результаты свидетельствуют в пользу 
возможности применения изученных нанокомплексов для рН-контролируе-
мой доставки цикло-диАМФ в клетки-мишени.

Ключевые слова: цикло-диАМФ, наночастица, хитозан, адъювант.

Введение. Несмотря на необычайную скорость разработки 
вакцин против инфекционного заболевания COVID-19 и усилия 
по массовой вакцинации населения, продолжающееся появле-
ние новых штаммов SARS-CoV-2 угрожает свести на нет значи-
тельный прогресс, достигнутый в сдерживании распростране-
ния данного вируса. Это обстоятельство вынуждает проводить 
поиск новых противовирусных средств с различными механиз-
мами действия [1]. В этой связи нам представляется важным об-
ратить внимание на индукторы универсального противовирус-
ного белка − интерферона, в частности, на 3′,5′-циклический  
диаденозинмонофосфат (цикло-диАМФ) [2].

Цикло-диАМФ является недавно открытым вторичным 
мессенджером у бактерий и архей [3] (рис. 1). 

Рис. 1. Структура молекулы цикло-диАМФ [3]
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Этот динуклеотид, непосредственно связываясь в клетке  
с белками-мишенями или влияя на их экспрессию, поддержива-
ет осмотическое давление, способствует репарации поврежде-
ний ДНК, контролирует вирулентность, образование биопленок 
и спор, а также регулирует множество других жизненно важных 
процессов бактерий и архей [4−6].

В организме человека и животных цикло-диАМФ выступа-
ет как эволюционно сформированный патоген-ассоциирован-
ный молекулярный паттерн. Он индуцирует биосинтез противо-
вирусного интерферона и проявляет сильную адъювантную ак-
тивность в отношении слизистых оболочек, способствуя как 
гуморальным, так и клеточным иммунным ответам [7−9]. Рас-
крытый недавно механизм адъювантных свойств цикло-диАМФ 
заключается в том, что он активирует особый белок-стимулятор 
экспрессии генов интерферона STING (от англ. STimulator of In-
terferon Genes) [10], который, в свою очередь, стимулирует реак-
ции адаптивного иммунитета.

Таким образом, благодаря своей иммуногенности, цикло-
диАМФ имеет перспективу использоваться в качестве иммун-
ного адъюванта при создании новых вакцин, обеспечивающих 
формирование напряженного и продолжительного иммунитета 
у привитых людей и животных [11, 12]. 

Особенно оправдано применение цикло-диАМФ в каче-
стве адъюванта при разработке противораковых вакцин, по-
скольку он может обеспечить «два удара» для устранения 
опухоли: прямую гибель иммуногенных опухолевых клеток  
и индуцирование продукции интерферона для усиления проти-
воопухолевой активности цитотоксических Т-клеток. В экспе-
риментах показано, что нацеливание на оба пути может приве-
сти к практически полной локальной регрессии опухоли и даже 
устранению отдаленных метастазов [13]. 

Однако широкое практическое использование цикло-ди-
АМФ проблематично из-за присутствия в его составе двух фос-
фатных групп, которые препятствуют транспортировке этой мо-
лекулы через клеточные мембраны [14, 15]. Для экранирования 
или нейтрализации отрицательных зарядов в молекулах цикли-
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ческих динуклеотидов и повышения вследствие этого эффек-
тивности поглощения их клетками-мишенями предпринимаются 
усилия по включению циклических динуклеотидов в состав 
липосом и других наноразмерных объектов. Показано, что по 
сравнению со свободными динуклеотидами, такие иммобилизо-
ванные варианты имеют заметно увеличенный период полувы-
ведения из организма, что обеспечивает повышенный противо-
опухолевый иммунитет [16, 17].

Важно подчеркнуть, что современная фармакологическая 
наука ведет поиск не только химически и метаболически устой-
чивых лекарственных форм, но и возможности контролируемого 
высвобождения лекарственных субстанций в месте патологиче-
ского процесса. Адресная доставка и высвобождение лекарствен-
ного средства позволяют избегать передозировки и нежелатель-
ных побочных эффектов, параллельно увеличивая длительность 
лечебного эффекта и уменьшая степень вредного воздействия 
лекарства на организм в целом [18−20]. 

Следует отметить, что в последнее время существенная роль 
в контролируемой доставке лекарственных средств начинает от-
водиться природному полисахариду хитозану, благодаря его не-
токсичности, гипоаллергенности, биосовместимости, биоразла-
гаемости, гидрофильности, мукоадгезивности и другим превос-
ходным фармакологическим свойствам [21−23].

Сообщалось также, что хитозан обладает иммуностимули-
рующим действием, ускоряет рекрутирование и активацию мак-
рофагов, индуцирует иммунные ответы, опосредованные цито-
токсическими Т-клетками [24, 25].

Хитозан является полимером, продуктом частичного деаце-
тилирования хитина (рис. 2), выделяемого из панциря рако- 
образных, моллюсков, насекомых и грибов [26, 27]. Аминогруп-
пы, присутствующие в хитозане, делают его восприимчивым  
к взаимодействию с отрицательно заряженными молекулами,  
в том числе с фосфатными остатками нуклеотидов (с образова-
нием частиц субмикронного размера [28]), что явилось побуди-
тельным мотивом использовать хитозан для получения его ком-
плексов с цикло-диАМФ.
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Исходя из вышеизложенного, целью настоящей работы слу-
жило получение наноразмерных частиц хитозана, включающих 
молекулы цикло-диАМФ.

Материалы и методы. Для синтеза комплексов хитозана  
с цикло-диАМФ хитозан (Acros Organics, Бельгия) с молекуляр-
ной массой 100–300 кДа и степенью деацетилирования 75 % 
растворяли в 1%-ной уксусной кислоте до концентрации 0,1 %. 
К этому раствору приливали по каплям при постоянном пере-
мешивании на магнитной мешалке и комнатной температуре 
0,1%-ный водный раствор цикло-диАМФ, синтезированного как 
описано нами в работе [29], для достижения разных конечных 
массовых соотношений хитозана и цикло-диАМФ (1:0,1; 1:0,2; 
1:0,4; 1:1; 1:3; 1:5; 1:10 соответственно). Полученные суспензии 
центрифугировали 10 мин при 10 000 g и образовавшиеся осад-
ки дважды отмывали дистиллированной водой с последующим 
высушиванием на воздухе при 60 ºС в течение 24 ч. 

Эффективность включения цикло-диАМФ в состав получае-
мых комплексов с хитозаном оценивали путем спектрофотоме-
трического (λ = 259 нм) определения его концентрации в супер-
натанте после осаждения частиц комплекса.

Хитозан

Хитин

Деацетилирование

Рис. 2. Трансформация хитина в хитозан
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Указанный параметр рассчитывали согласно следующей 
формуле:

1 100,
2

mA
m

= ×

где А – эффективность включения (%); m1 – масса цикло-ди-
АМФ, включившегося в состав частиц; m2 – масса цикло-ди-
АМФ, введенного в реакцию.

Емкость комплексов с хитозаном в отношении цикло-ди-
АМФ определяли по следующей формуле:

1 100,
3

mE
m

= ×

где Е – емкость препарата комплекса (%); m1 – масса цикло-ди-
АМФ, включившегося в состав комплекса; m3 – масса высушенно-
го комплекса.

Размер комплексов хитозана с цикло-диАМФ определяли 
совместно с сотрудниками Института биоорганической химии 
НАН Беларуси методом динамического рассеяния света с ис-
пользованием прибора Partical Size Analyzer 90Plus (Brookhaven 
Instruments Co., США) согласно инструкции фирмы-произво- 
дителя.

Для высвобождения цикло-диАМФ из его комплексов с хи-
тозаном навеску комплекса ресуспендировали в дистиллирован-
ной воде (pH 5,5) или в цитрат-фосфатном буфере (pH 1,5; 4,5  
и 7,4). Суспензию инкубировали при комнатной температуре, 
отбирая аликвоты через определенные промежутки времени. 
Степень элюции цикло-диАМФ оценивали путем спектрофото-
метрического (λ = 259 нм) определения его концентрации в су-
пернатанте после осаждения частиц комплекса. 

Количество повторностей опытов составило не менее 3. При-
веденные в работе экспериментальные данные представляют со-
бой доверительный интервал среднего арифметического для 
95%-ного уровня вероятности.

Результаты и обсуждение. Начальный этап работы был по-
священ синтезу комплексов на основе хитозана и цикло-диАМФ. 
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В качестве основных показателей, характеризующих полу чае мые 
комплексы, были выбраны эффективность загрузки, емкость  
в отношении молекул лиганда (цикло-диАМФ), а также размер 
получаемых комплексов. При этом предполагалось, что увели-
чение соотношения хитозан:цикло-диАМФ в сторону послед-
него должно способствовать повышению эффективности связы-
вания лиганда с носителем и емкости получаемых наночастиц  
в отношении цикло-диАМФ. 
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Рис. 3. Связывание цикло-диАМФ с хитозаном

П р и м е ча н и е: столбцы отражают процент связывания цикло-диАМФ  
с хитозаном, линия графика накопления указывает на зависимость увеличе-
ния емкости получаемых комплексов в отношении цикло-диАМФ от началь-
ного массового соотношения хитозана и цикло-диАМФ

Из рис. 3 следует, что наиболее высокий процент связывания 
(62 %) цикло-диАМФ с хитозаном достигается при соотношении 
их масс 1:1. При увеличении массового соотношения в сторону 
цикло-диАМФ эффективность загрузки снижалась (до 56, 44  
и 33 % при соотношении масс хитозана и цикло-диАМФ, равном 
1:3, 1:5 и 1:10 соответственно), но емкость полученных комплек сов 
в расчете на иммобилизированный цикло-диАМФ увели чи-
вается с 38 % при равном соотношении масс хитозана и цикло-
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диАМФ, достигая 75 % при 10-кратном избытке введенного  
в реакцию цикло-диАМФ. 

Для дальнейшей характеристики были выбраны комплексы, 
получаемые при конечном соотношении масс хитозана и цикло-
диАМФ, равном 1:1.  

Как видно из данных, представленных на рис. 4, размер по-
лучаемых комплексов варьирует в пределах 80–100 нм (будучи 
представленными преимущественно фракцией частиц размером 
82 нм, что составляет 29 % всех частиц образца), что позволяет 
рассматривать их как наночастицы (НЧ). Таким образом, нами 
была показана принципиальная возможность получения хитозан/
цикло-диАМФ НЧ. Однако, полученные таким способом образ-
цы НЧ не являются гомогенными и представлены фракцией 
частиц разного размера. Это указывает на необходимость совер-
шенствования методики наноструктурирования цикло-диАМФ.

Рис. 4. Размер комплексов хитозан/цикло-диАМФ

С целью установления возможности использования ком-
плексов хитозан/цикло-диАМФ в качестве системы для достав-
ки этого соединения в клетки-мишени, нами был проведен экс-
перимент по высвобождению динуклеотида в разных условиях. 
На рис. 5 приведены данные, отражающие степень высвобожде-
ния цикло-диАМФ из комплекса с хитозаном за 21 ч в дистил-
лированной воде (рН 5,5) и цитрат-фосфатном буфере при раз-
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личных значениях рН (7,4; 4,5 и 1,5). Такие значения рН были 
выбраны в связи с тем, что рН крови имеет значение около 7,4 
[30], а рН внутри лизосом находится в диапазоне значений от 4 
до 5 [31]. В качестве буферного компонента был выбран цитрат-
фосфатный буфер, который обеспечивает стабильный показа-
тель рН раствора в области исследуемых значений. 
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Рис. 5. рН-зависимое высвобождение цикло-диАМФ из комплексов  
с хитозаном

Как видно из рис. 5, в воду цикло-диАМФ из комплекса прак-
тически не элюируется, а в цитрат-фосфатный буфер (рН 7,4) 
элюция за 21 ч достигает 38 %. В условиях ацидоза (при рН 4,5  
и 1,5) высвобождение цикло-диАМФ из комплексов за то же вре-
мя достигает 49 и более 90 % соответственно. 

Отмеченный факт высвобождения цикло-диАМФ из его 
комплексов с хитозаном свидетельствует в пользу возможности 
использования изученных комплексов в качестве системы до-
ставки этого динуклеотида в клетки-мишени.

Заключение. С целью решения проблемы доставки фарма-
кологически перспективного цикло-диАМФ к клеткам-мише-
ням в организме человека и животных впервые получен нано-
размерный комплекс этого динуклеотида с природным полиме-
ром – хитозаном. Показано высвобождение цикло-диАМФ из 
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комплекса в слабокислых условиях среды, что указывает на 
принципиальную возможность применения изученных нано-
комплексов для рН-контролируемой доставки цикло-диАМФ  
в клетки-мишени. 
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SYNTHESIS OF CHITOSAN NANOPARTICLES COMPRISING 
3’,5’-CYCLIC DIADENOSINE MONOPHOSPHATE

M. A. VINTER, I. S. KAZLOUSKI, A. I. ZINCHENKO

The Institute of Microbiology of the National Academy of Sciences of Belarus, 
Minsk, Belarus

The possibility of using a natural chitosan biopolymer for semi-reading nano-
particles containing molecules of the pharmaceutically important 3’,5’-cyclic di-
adenosine monophosphate (cyclo-diAMP) has been evaluated. Experimental condi-
tions were found for the semi-preparation of chitosan complexes with cyclo-diAMP 
(about 100 nm in size), the capacity of which with respect to cyclo-diAMP reaches 
38–40 % by weight. The fact of cyclo-diAMP release from its complexes with chi-
tosan by the pH-dependent manner was established (at pH 4.5 is more active than at 
pH 7.4). The obtained results support the possibility of using the studied nanocom-
plexes for pH-controlled delivery of cyclo-diAMP to target cells.
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Несмотря на создание большого числа вакцин различного поколения и ря-
да химиопрепаратов прямого противовирусного действия, идеального сред-
ства борьбы с коронавирусом SARS-CoV-2, вызвавшим пандемию COVID-19, 
еще не найдено. По ряду причин авторы обзора литературы, охватывающего 
характеристику и свойства, а также фармакотерапевтический потенциал ин-
терферонов и их экзогенных индукторов в отношении борьбы с инфекцион-
ными заболеваниями высказывают идею использовать в качестве универ-
сального средства для терапии и профилактики COVID-19 (а также других,  
в том числе еще неизвестных вирусных респираторных инфекций) природ-
ные индукторы эндогенного интерферона, в частности, циклический 3 ,́5ʹ-диа-
денозимонофосфат (цикло-ди-АМФ) бактериального происхождения.

Ключевые слова: интерферон, индуктор интерферона, циклический ди-
нуклеотид, цикло-ди-АМФ, противовирусное средство.

Введение. COVID-19 (от англ. COrona VIrus Disease-2019 − 
инфекция, вызываемая вирусом SARS-CoV-2, представляет со-
бой опасное заболевание, которое может протекать как в форме 
острой респираторной вирусной инфекции сравнительно легко-
го течения, так и в тяжелейшей форме, часто заканчивающейся 
летальным исходом [1]. 

С весны 2020 г. распространение этого заболевания было 
признано ВОЗ пандемией, и по состоянию на начало 2023 г. за-
регистрировано уже более 600 млн случаев инфицирования лю-
дей, из которых более 6 млн умерли. Пандемия затронула прак-
тически все стороны жизнедеятельности большинства стран  
и народов [2], в том числе здравоохранение [3], промышленность 
[4], торговлю [5], образование [6], туризм [7], спорт [8], транс-
порт [9] и т. д.
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За три года, прошедшие с начала пандемии COVID-19, для 
борьбы с коронавирусной инфекцией учеными разных стран 
бы ли предложены: 

вакцины разных поколений [10], плазма крови реконвалес-
центов [11], ингибиторы вирусной РНК-полимеразы [12], инги-
биторы вирусных протеаз [13], ингибиторы процесса внедрения 
вируса в клетку [14], малые интерферирующие РНК [15], моно-
клональные антитела [16], рибонуклеазы [17], стволовые клетки 
[18], квантовые точки [19], растительные препараты [20], лекар-
ства традиционной китайской медицины [21], соли лития [22], 
эвкалиптовое эфирное масло [23], лактоферрин [24], искусствен-
ные ферменты-нанозимы [25], метиленовый синий [26] и др. 
средства.

Одним из лучших средств для контроля COVID-19 на мо-
мент написания настоящей статьи считается препарат «Молну-
пиравир» фирмы Merck [27, 28]. Химической субстанцией этого 
препарата является 5ʹ-изопропиловый эфир β-D-N4-гидрокси-
цитидина (рис. 1), который после соответствующей внутрикле-
точной метаболической активации ингибирует вирус путем  
летального мутагенеза [29].

30 
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Рис. 1. Структурная формула 5ʹ-изопропиловый эфир β-D-N4-гидроксицитидина 
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эффективности, доступности и безопасности, пока не найдено. Об этом 

Рис. 1. Структурная формула 5ʹ-изопропилового эфира  
β-D-N4-гидроксицитидина

Размер и разнообразие представленной линейки противови-
русных средств свидетельствует о том, что идеальное средство, 
в отношении эффективности, доступности и безопасности, пока 
не найдено. Об этом красноречиво свидетельствует продолжаю-
щийся рост числа госпитализаций и смертей пациентов.

Пока с SARS-CoV-2 борются, в основном, с помощью разра-
ботанных во многих странах вакцин. Однако акцент только на 
вакцины имеет существенные недостатки, в частности: 
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периодически возникают новые мутантные варианты вируса 
[30]; 

доступ к вакцинам для ощутимой части населения мира за-
труднен [31]; 

значительная популяция людей во многих странах отказы-
вается от вакцинации [32]. 

История разработки вакцин против вирусов гриппа, вируса 
иммунодефицита человека и вируса гепатита С свидетельствует, 
что и в случае с SARS-CoV-2 создание эффективной вакцины – 
задача трудновыполнимая.

Действительно, так называемый антигенный дрейф (основ-
ная проблема с нестабильностью генотипа и фенотипа вируса 
гриппа) весьма вероятен и в случае SARS-CoV-2 [33].

Далее надо учитывать феномен антителозависимого усиле-
ния инфекции (ADE) (от англ. antibody-dependent enhancement) − 
явление, при котором связывание вируса со cлабонейтрали зу-
ющими антителами способствует его проникновению в клетки 
инфицированного организма [34].

Наконец многолетняя защита от SARS-CoV-2 также малове-
роятна, поскольку антитела против этого вируса не циркулиру-
ют в крови дольше одного года [35].

Исходя из приведенной выше информации, напрашивается 
вывод о необходимости разрабатывать альтернативные подходы 
к защите населения от вирусных инфекций [36, 37].

В этой связи некоторые исследователи обращают внимание 
на интерфероны – особые гормоноподобные противовирусные 
белки, которые вырабатываются клетками позвоночных в ответ 
на любые вирусные инфекции [38, 39]. 

Природа и свойства интерферонов. Интерфероны принад-
лежат к давно и хорошо изученному классу цитокинов. Первый 
такой цитокин – интерферон-альфа – был описан в 1957 г. как 
белок, который способен защищать клетки от любой вирусной 
инфекции [40]. В соответствии со строением клеточного рецеп-
тора, генетической структурой и генной локализацией интерфе-
роны подразделяются на три типа. Например, к первому типу 
интерферонов у человека принадлежат 13 представителей интер-
феронов-α и по одному представителю интерферонов-β, -κ, -ε  
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и –ω. Ко второму типу интерферонов относится только один 
представитель – интерферон-γ. В зависимости от вида продуци-
рующих клеток интерфероны классифицируют на лейкоцитар-
ный (α), фибробластный (β) и иммунный (γ) [41]. 

Как известно, представители 1-го типа интерферонов харак-
теризуются выраженным противовирусным эффектом в отно-
шении большинства как ДНК-, так и РНК-содержащих вирусов. 
При этом особенно эффективно блокируются стадии транскрип-
ции и трансляции, что переводит клетки в особое состояние 
«невосприимчивости» к вирусной инфекции [42, 43].

Не так давно (2002) открыт 3-й тип интерферонов – интер-
ферон-λ [44]. Сейчас к этому типу интерферонов привлечено 
особое внимание [45] по причине того, что, в отличие от интер-
феронов 1-го типа, основным механизмом действия интерфе-
рона-λ является локальный, местный механизм, а системный 
противовирусный эффект не имеет большого значения [46]. 

Отсутствие системных эффектов у интерферона-λ, по всей 
видимости, должно освободить его от тяжелых побочных эф-
фектов, иногда отмечаемых при терапии вирусных инфекций  
с применением интерферонов 1-го типа [41].

Анализ полученных к настоящему времени данных позволя-
ет заключить, что интерфероны 1-го типа играют центральную 
роль в формировании системного противовирусного иммунного 
ответа, а недавно открытый интерферон 3-го типа является важ-
ным фактором местного противовирусного ответа. 

Вводят препараты интерферона в основном внутримышеч-
но, подкожно, внутривенно и интраназально [47]. Перорально 
пытаются вводить только иммобилизованные формы этих бел-
ков [48]. 

Здесь необходимо отметить, что применение высоких доз 
интерферонов способно привести к выработке в организме па-
циентов нейтрализующих антител и таким побочным эффектам, 
как аллергия, гипертермия и анемия [47]. 

Доклинические исследования интерферонов. Вирус 
SARS-CoV-2, вызвавший пандемию COVID-19, использует ре-
цепторы (рис. 2), которые в основном локализованы на поверх-
ности эпителиальных клеток носовой и ротовой полости, поэтому 
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именно нарушение дыхания часто является первым симптомом 
коронавирусной инфекции. При этом выраженность первичного 
воспалительного ответа зависит от дозы проникающего в орга-
низм возбудителя. При низкой дозе SARS-CoV-2 первичная фик-
сация вируса происходит в клетках мерцательного эпителия 
верхних дыхательных путей, а своевременный и адекватный 
мукозальный иммунный ответ сдерживает распространение  
и репликацию вируса, следствием чего является развитие лег-
ких, а порой и бессимптомных форм заболевания [49]. 

A. Vanderheiden и соав. [51], инфицируя культуру клеток ре-
спираторного эпителия человека вирусом SARS-CoV-2, обнару-
жили полное отсутствие интерферонового ответа у зараженных 
клеток на этот вирус. Однако последующая обработка интерфе-
ронами 1-го или 3-го типов заблокировала репликацию вируса  
в исследуемых клетках. 

Результаты этого исследования указывают на то, что  
SARS-CoV-2 при заражении клеток не вызывает в них интерфе-
роновый ответ, однако проявляет чувствительность к ингибиру-
ющему действию экзогенных интерферонов. Авторы предполо-
жили, что профилактика интерферонами 1-го и 3-го типов может 
явиться эффективным методом борьбы с COVID-19 [51, 52].

Рис. 2. Цикл репликации SARS-CoV-2 [50]
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Это предположение нашло убедительное подтверждение  
у китайских медиков. По их данным, профилактическое приме-
нение назальных препаратов, содержащих интерферон-α, снизи-
ло заболеваемость COVID-19 среди трех тысяч врачебного пер-
сонала города Ухань за почти календарный месяц исследования 
с 90 % до нуля [53].

Применение интерферонов для лечения COVID-19. Сле-
дует отметить, что из-за высокой вариабельности изученных по-
казателей − исходов лечения, способов введения препаратов ин-
терферонов, и самое главное − сроков их введения, результаты 
клинического изучения действия интерферонов на пандемиче-
ский коронавирус трудно сравнивать [37]. 

Уже в самом начале пандемии COVID-19 у некоторых иссле-
дователей родилась мысль использовать для профилактики и те-
рапии SARS-CoV-2 интерфероны. Тем более что уже имелись 
положительные результаты применения интерферонов для борь-
бы с коронавирусами SARS и MERS [54, 55].

На принципиальную возможность успешной терапии интер-
феронами коронавирусной инфекции указано в сообщении [56] 
о результатах клинических исследований пациентов с COVID-19, 
продемонстрировавших, что подкожное введение интерферона-β 
было связано с более быстрым выздоровлением от тяжелого ре-
спираторного синдрома и снижением смертности пациентов. За-
тем эти результаты были подтверждены двумя проведенными 
клиническими испытаниями, в ходе которых интерферон-β вво-
дили либо отдельно в виде ингаляции [57], либо в комбинации  
с рибавирином [58]. 

Здесь следует отметить, что, как и другие вирусы, SARS-CoV-2 
обладает способностью ингибировать в зараженных клетках 
синтез интерферонов и таким образом частично уклоняться от 
врожденной иммунной системы организма-хозяина [59, 60].

На неожиданную корреляцию между уровнем интерферона 
в сыворотке крови на поздней стадии и смертностью части па-
циентов от COVID-19 указали авторы работ [61, 62], что, по-
видимому, было вызвано развитием так называемого цитокино-
вого шторма [63]. 
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Важнейший вывод из цитируемой выше работы E. Davoudi-
Monfared и соавт. [56] заключается в необходимости учитывать 
сроки лечения интерфероном больных COVID-19. Другими сло-
вами, введение интерферона на ранних стадиях инфекции 
SARS-CoV-2 приводит к благоприятному клиническому исходу. 
Напротив, введение после пятых суток госпитализации пациен-
тов связано с повышенной смертностью, скорее всего, из-за раз-
вития цитокинового шторма [64−66]. 

Российские исследователи применили интерферон-α в соста-
ве комплексной терапии от инфекции SARS-CoV-2. В группе, 
получавшей дополнительное лечение интерфероном, выздоров-
ление произошло на семь дней раньше, чем у пациентов, полу-
чавших только стандартное лечение [67]. 

K. Guo и соавт. [68] обнаружили повышенную резистент-
ность к интерферону у мутантных вариантов SARS-CoV-2. Ав-
торы указали на то, что уклонение от интерфероновой системы 
защиты является важной движущей силой эволюции SARS-CoV-2, 
и поэтому для лечения пациентов, инфицированных мутантны-
ми штаммами вируса, нужен индивидуальный подбор вида ин-
терферона. По данным этих авторов, самую большую противо-
вирусную активность относительно всех исследуемых мутаций 
SARS-CoV-2 имеет интерферон-λ [68]. 

Фармакотерапевтический потенциал индукторов интер-
феронов. Индуцировать образование интерферонов в клетках 
позвоночных могут не только вирусы. В настоящее время из-
вестна целая группа довольно разнородных по химической 
структуре веществ, которые способны при введении в организм 
человека и животных вызывать синтез в них аутологичных ин-
терферонов [69]. Такие соединения называются индукторами 
интерферонов, и применение их в медицинской практике имеет 
ряд преимуществ перед экзогенными интерферонами [70, 71]. 

Прежде всего, большинство из них низкополимерны и по- 
этому относительно стабильны и не проявляют излишней анти-
генности. 

Далее естественный синтез эндогенного интерферона не вы-
зывает так называемой гиперинтерферонемии, с которой прихо-
дится нередко сталкиваться при введении пациенту экзогенных 
интерферонов. 
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Кроме того, практика показывает, что однократное введение 
индуктора интерферона обеспечивает длительную циркуляцию 
эндогенного интерферона на терапевтическом уровне. Для до-
стижения такого эффекта с помощью экзогенного интерферона 
требуется его многократное введение. 

Немаловажно отметить, что используемые в настоящее вре-
мя рекомбинантные интерфероны являются в основном препа-
ратами первого типа, что должно ограничивать их противови-
русную активность. Логично предположить, что для эффективной 
противовирусной защиты необходимо наличие согласованного 
действия всех трех типов интерферонов, синтез которых и вы-
зывается применением индукторов интерфероногенеза.

Наконец, нельзя не упомянуть о технологических пробле-
мах, связанных с производством и хранением интерферонов как 
соединений белковой природы.

Давно и достоверно установлено, что важную роль в форми-
ровании иммунного ответа позвоночных против самых разно- 
образных вирусных инфекций играет индукция интерферонов 
1-го типа [72]. Поэтому не удивительно, что уже в самом начале 
пандемии COVID-19 стали высказываться мнения, что химиче-
ские препараты, способные индуцировать эндогенные интерфе-
роны, могут быть полезны и для борьбы с SARS-CoV-2 [73]. 

Относительно недавно стало известно, что одну из важней-
ших ролей во врожденных механизмах защиты человека и жи-
вотных от разнообразных микробных патогенов играет рецеп-
торный белок STING (от англ. STimulator of INterferon Genes) 
[74, 75]. 

Активация этого белка циклическими динуклеотидами 
2′,3′-цикло-ГМФ-AMФ (цГАМФ) – продуктами цГAMФ-синтазы 
[76]), приводит к индукции в клетках интерферонов как 1-го (–α 
и –β), так и 3-го (–λ) типов. Кроме того, индуцируется синтез 
многочисленных цитокинов и хемокинов, которые подавляют 
репликацию вирусов и способствуют формированию приобре-
тенного иммунитета. Другими словами, белок STING можно 
рассматривать как эволюционно сложившуюся первую (а следо-
вательно, и важнейшую) линию обороны организма человека  
и животных от любых инфекций, в том числе от респираторных 
вирусов. 
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Следовательно, вещества, способные активировать STING, 
могут рассматриваться в качестве профилактических и терапев-
тических средств борьбы с любыми уже известными (а также  
и еще неизвестными!) инфекционными агентами [36, 77, 78]. 

В этой связи принципиально важно отметить, что активато-
рами рецепторного белка STING (а следовательно, индукторами 
эндогенных интерферонов) являются не только эукариотиче-
ские циклические динуклеотиды, но и циклические динуклео-
тиды 3′,5′-цикло-ди-АМФ и 3′,5′-цикло-ди-ГМФ бактериального 
происхождения [79, 80] (рис. 3).

Таким образом, в качестве средств, ингибирующих реплика-
цию различных вирусов (в том числе SARS-CoV-2), могут вы-
ступать не только сами интерфероны 1-го и 3-го типов, но и все 
известные на сегодняшний день агонисты адаптерного белка 
STING.

А

Б

Рис. 3. Структурные формулы цикло-ди-АМФ (А) и цикло-ди-ГМФ (Б)

Иными словами, циклические динуклеотиды бактериально-
го происхождения – цикло-ди-АМФ и цикло-ди-ГМФ, могут 
рассматриваться в качестве реальных кандидатов на роль уни-
версального противовирусного средства. При этом введение  
в организм позвоночных (человека или животного) природного 
циклического динуклеотида (бактериального происхождения) 
(цикло-ди-ГМФ или цикло-ди-АМФ) будет имитировать внедре-
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ние инфекционного агента, что должно приводить к практически 
мгновенному включению эволюционно сформированной систе-
мы универсальной противовирусной защиты, основанной на 
синтезе интерферонов.  

В качестве необходимых начальных этапов развития рассма-
триваемого направления, с помощью методов генетической 
инженерии нами сконструированы бактериальные штаммы –
продуценты ферментов, которые катализируют реакции синтеза 
цикло-ди-ГМФ и цикло-ди-АМФ в одну стадию из двух молекул 
ГТФ и АТФ, соответственно. Относительно редко встречающей-
ся особенностью созданных нами штаммов является то, что они 
экспрессируют рекомбинантную дигуанилатциклазу [81] и диа-
денилатциклазу [82] в виде так называемых каталитически  
активных «телец включения». В отличие от водорастворимых 
ферментов, такие тельца включения можно использовать в каче-
стве биокатализаторов неоднократно, что безусловно должно 
значительно снизить затраты на получение целевых динуклео-
тидов. 

В настоящее время нами разрабатывается биологическая 
технология масштабированного получения цикло-ди-АМФ с це-
лью его доклинического изучения для профилактики и терапии 
COVID-19. 

Заключение. Одним из уроков текущей пандемии является 
беззащитность населения многих стран мира перед даже не 
слишком вирулентным, но внезапно появившимся возбудителем 
неизвестного инфекционного заболевания. Поскольку невоз-
можно предвидеть характер возбудителя новой пандемии (как  
и вид агента, который могут применить биотеррористы), наибо-
лее рациональным представляется использовать так называе-
мую систему интерферона, которая эволюционно сформирова-
лась в качестве первой линии обороны человека и животных от 
любых инфекционных патогенов.  

Центральным звеном этой системы является адапторный бе-
лок STING, который воспринимает молекулярные сигналы 
опасности в виде различных чужеродных патоген-ассоцииро-
ванных молекулярных паттернов и практически без промедления 
включает биосинтез интерферонов различного класса и других 
цитокинов, обеспечивающих ликвидацию возникшей угрозы.
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Опыт применения самого интерферона в качестве лечебного 
и профилактического средств свидетельствует, что более рацио-
нальным является применение не самих этих белков, а их ин-
дукторов. Нам представляется, что в качестве такого возможного 
индуктора может выступать бактериальный циклический дину-
клеотид цикло-ди-АМФ. Являясь агонистом рецептора STING, 
этот динуклеотид должен имитировать процесс внедрения в ор-
ганизм человека и животных чужеродного агента и включать на 
полную мощность универсальную интерфероновую систему 
противовирусной защиты. 
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СОЗДАНИЕ РЕКОМБИНАНТНЫХ ШТАММОВ  
БАКТЕРИЙ, НЕСУЩИХ ГЕНЕТИЧЕСКИЕ  

КОНСТРУКЦИИ КАК ОСНОВУ ОТЕЧЕСТВЕННОЙ 
ТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ мРНК-ВАКЦИН

Р. В. КАЗАКОВ1,2, И. С. КАЗЛОВСКИЙ1, А. И. ЗИНЧЕНКО1,2
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Созданы бактериальные рекомбинантные штаммы – носители генетиче-
ских конструкций, кодирующих иммуногенные фрагменты рецептор-связы-
вающего домена S-белка SARS-CoV-2 и респираторно-синцитиального вируса 
крупного рогатого скота. Данные штаммы получены посредством трансфор-
мации электрокомпетентных клеток Escherichia coli XL1blue рекомбинантной 
ДНК на основе вектора pET42a(+), в который были интегрированы последова-
тельности антигенов, регуляторных элементов для экспрессии в клетках мле-
копитающих. Проведено секвенирование полученных конструкций, в резуль-
тате которого было подтверждено отсутствие ошибок в полинуклеотидных 
цепях. Данные генетические конструкции являются ДНК-прекурсорами бу-
дущих иРНК-вакцин, которые будут использоваться для иммунизация млеко-
питающих.

Ключевые слова: мРНК-вакцина, SARS-COV-2, рецептор-связывающий 
домен, респираторно-синцитиальный вирус крупного рогатого скота, реком-
бинантный штамм.

Введение. К настоящему времени в мире зарегистрировано 
более 674 млн случаев инфицирования SARS-CoV-2, из них око-
ло 6,8 млн закончились летальным исходом [1]. Ограничитель-
ные меры в виде изоляция больных и введения карантинного 
режима дают лишь частичный положительный эффект, что обо-
сновано бессимптомными случаями течения заболевания.

Учитывая это обстоятельство, многие фармацевтические 
компании мира включились в гонку по скорейшему созданию 
профилактических вакцин против пандемического коронавиру-
са SARS-CoV-2. При этом разрабатываемые в настоящее время 
вакцины против коронавируса используют технологические 
платформы на основе вирусных векторов, нуклеиновых кислот, 
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пептидов, рекомбинантных белков, инактивированных и живых 
аттенуированных вирусов. По данным ВОЗ, в мире в клиниче-
ских испытаниях исследуются 178 кандидатных вакцин и 199 вак
цин находятся на стадии доклинической оценки [2].

Подавляющая часть разрабатываемых в настоящее время 
вакцин относится к так называемым вакцинам нового поколе-
ния. Основой для их разработки послужила опубликованная  
11 января 2020 г. нуклеотидная последовательность геномной 
РНК вируса SARSCoV2 [3].

Все вакцины, как правило, основаны на использовании в ка-
честве антигенов структурного Sбелка (шипа) коронавируса 
или его фрагмента. Вакцины представляют собой иРНК, плаз-
мидные ДНК, нереплицирующиеся аденовирусные векторы  
и вирусоподобные частицы [4]. Следует отметить, что для ряда 
кандидатных вакцин подробности, касающиеся конкретных ви-
русных антигенов и усилителей вакцинадъювантов, не разгла-
шаются.

Среди экспериментальных вакцин против SARSCoV2 вак-
цины на основе так называемого RBD (минимального рецептор
связывающего домена, размером 318–510 аминокислот) в качестве 
целевого антигена, повидимому, являются лучшим вариантом 
по сравнению с использованием полноразмерного Sбелка. Этот 
подход не только обеспечивает образование нейтрализующих 
антител против относительно консервативного антигена, но  
и позволяет избежать развития феномена антителозависимого 
усиления инфекции [5–7]. Из упомянутых выше типов вакцин 
наиболее технологически «продвинутыми» считаются иРНКвак
цины [8, 9] как наиболее простые конструкции, необходимые 
для биосинтеза специфического антигена в макроорганизме. 
Следует отметить, что для получения указанных видов РНК ис-
пользуют в основном химический синтез. Нам представляется, 
что более приемлемый способ получения иРНК описан в работе 
[10], где иРНК получают путем транскрипции in vitro линейной 
ДНКматрицы, в качестве которой выступает плазмида, с ис-
пользованием ДНКзависимой РНКполимеразы бактериофага 
Т7 (Т7РНКполимераза). 
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Существенно, что при использовании иРНК нет проблем  
с иммунным ответом на вектор, который часто препятствует по-
вторному введению других вакцин. После введения иРНК транс-
лируется только в целевой белок, который призван вызвать им-
мунный ответ. При этом отсутствует вероятность интеграции 
гена возбудителя в геном человека и открывается возможность 
проведения быстрой модификации вакцины в случае появления 
новых мутационных вариантов SARS-CoV-2. 

Респираторно-синцитиальный вирус крупного рогатого ско-
та (РСВ КРС) представляет собой РНК содержащий вирус с от-
рицательной полярностью, который принадлежит к порядку 
Mononegavirales [11]. 

РСВ КРС характеризуется повышенной контагиозностью  
и распространяется воздушно-капельным путем. В течение  
инкубационного периода (2–5 дней) РСВ КРС реплицируется  
в клетках мерцательного эпителия и пневмоцитах II типа. По 
прошествии инкубационного периода инфекция может проте-
кать бессимптомно, или могут возникнуть такие клинические 
признаки, как лихорадка и кашель с серомукоидными выделе-
ниями из носа и глаз. Несмотря на то, что клинические признаки 
обычно слабо выражены, иммунологическая супрессия и по-
вреждение слизистой оболочки дыхательных путей могут при-
вести к вторичной бактериальной инфекции и последующей 
смерти животных [12, 13].

Таким образом, РСВ-инфекция является наиболее распро-
страненной причиной смертности среди крупного рогатого ско-
та на откормочных площадках. Даже в тех случаях, когда жи-
вотные сохраняют жизнеспособность, могут наблюдаться дол-
госрочные потери производственных показателей: снижение 
эффективности кормления и прироста массы, а также репродук-
тивных показателей. В результате экономические издержки от 
РСВ КРС приближаются к 1 млрд долларов в год из-за смертно-
сти и затрат на вакцинации и методы лечения инфекции [14]. 

Цель исследования ‒ создание штаммов-продуцентов, но-
сителей генетических конструкций (ДНК), несущих в своем со-
ставе нуклеотидные последовательности, кодирующие иммуно-
генные фрагменты рецептор-связывающего домена SARS-CoV-2 
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(RBD) и РСВ КРС, регуляторные элементы: 5ʹ-нетранслируемая 
область (5ʹ-НТР), 3ʹ-нетранслируемая область (3ʹ-НТР) и сиг-
нальный пептид.

Материалы и методы. На начальном этапе осуществляли 
линеаризацию плазмиды pJet 1.2 с помощью рестриктазы EcoRV 
(«ThermoFisher», США) в течение 60 мин при 37 °С. Эндонуклеа-
зу инактивировали при 65 ºС 20 мин. Встраивание синтетиче-
ской последовательности в линейную плазмиду осуществлялось 
благодаря Т4-лигазе («New Englads Biolabs», США) с использо-
ванием прилагаемой инструкции. Полученной генетической 
конструкцией трансформировали электрокомпетентные клетки 
E. coli XL1blue, с последующей инокуляцией на твердую пита-
тельную среду LB (триптон 1 %; дрожжевой экстракт 0,5 %; 
NaCl 1 %; глюкоза 1 %; агар-агар 2 %) с содержанием ампицил-
лина в концентрации 100 мкг/мл. Клетки инкубировали в термо-
стате при 37 °С в течение суток, с дальнейшим проведением 
пассажа в жидкую питательную среду LB и последующей инку-
бацией на орбитальном шейкере при 37 °С и 220 об/мин. Спустя 
14 ч выросшие клетки концентрировали центрифугированием  
и получали клеточную суспензию, которую использовали для 
выделения плазмидной ДНК методом щелочного лизиса. Полу-
ченную плазмиду подвергали анализу посредством полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) на присутствие синтетической встав-
ки с использованием праймеров, комплементарным участкам 
Т7-промотора и Т7-терминатора. Визуализация полученного 
фрагмента осуществлялась в 1%-ном агарозном геле в проходя-
щем ультрафиолетовом свете на трансиллюминаторе ECX–F15.M 
(«Vilber Lourmat», Франция) при длине волны 280 нм. Для по-
следующего проведения секвенирования полученную ДНК вы-
деляли из геля при помощи коммерческого набора Monarch DNA 
Gel Extraction Kit (New England Biolabs, США) с использованием 
рекомендаций производителя. На следующем этапе проводили 
секвенирование по Сэнгеру с целью определения отсутствия 
ошибок в синтетической конструкции.

Секвенирование проводили в РНПЦ эпидемиологии и микро-
биологии с помощью системы генетического анализа CEQ 8000 
(«Beckman Coulter»). Полученные нуклеотидные последователь-



436	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

ности обрабатывали с использованием программного обеспече-
ния MEGA7.0.

Следующий этап работы включал линеаризацию pET42a(+) 
методом ПЦР, используя следующие праймеры: 

Vac_synth_R (5′-CCCAAGGGGTTATGCTAGGCTAGCTCCAG-
G GTGT-3′), 

Vac_synth_F (5′-CGCGAAATTAATACGACTCACTATAGAGA-
ATAAACTAGTATTCTTCTGGTC-3′). 

Последовательности RBD SARS-CoV-2 и иммуногенного 
фрагмента РСВ КРС (F1) флан ки ровались праймерами 

S-Pf_F (5′-GTCCAGCCAGTGTGTGAAC CTGACCACCAGAACAC-3′), 
S-Pf_R (5’-ACCAGCTCGAGTCATCATGTGTAGTCAGTTTCACG-3′) 
для RBD и pVac-F1_F (5′-GTCCAGCCAGTGT GTGTTTTTAG

GATTCTTGCTAGGTATTGGA-3′), 
pVac-F1_R (5′-ACCAGCTCGAGTCATCAACTA AAGGAAAGAT - 

TGTTGATACCAC-3′) для F1 и амплифициро вались в реакцион-
ной смеси объемом 50 мкл с добавлением 1 ед. активности 
X-SSO-ДНК-полимеразы, 200 мкМ раствора смеси четырех де-
зокси нуклеозидтрифосфатов (дНТФ), по 20 пмоль прямого и обрат-
ного праймеров, 0,1 мкг ДНК. 

Синтетическая конструкция была встроена в линеаризован-
ный вектор pET42a(+) посредством продолжительной перекры-
вающейся ПЦР (ПП-ПЦР) за счет перекрывающихся участков 
на обеих молекулах ДНК. Полученная конкатемерная последо-
вательность интегрировалась в клетки E. coli XL1blue посред-
ством электропорации, после чего трансформанты были высея-
ны на агаризованную среду с канамицином (100 мкг/мл) [15]. Из 
выбранных клонов выделяли плазмидную ДНК и проводили 
ПЦР-скрининг на присутствие вставки, используя праймеры, 
комплементарные участкам T7-промотора и T7-терминатора.

Внедрение нуклеотидных последовательностей, кодирую-
щих RBD и F1-белок осуществлялось методом ПП-ПЦР. Полу-
ченной конкатемерной последовательностью трансформировали 
клетки E. coli Xl1blue. В конце выросшие клоны подвергались 
ПЦР-скринингу для идентификации целевых последовательно-
стей антигенов – в реакции с этой целью были использованы 
праймер к Т7-промотору и праймер к 3′-концу целевых последо-
вательностей.
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Результаты и обсуждение. На начальном этапе работы про-
водили биоинформационный анализ, используя базы данных 
GenBank, в результате которого были определены основные ре-
гуляторные элементы, необходимые для корректной транскрип-
ции антигенов: 5ʹ-НТР, сигнальный пептид, 3ʹ-НТР и полиА-хвост. 
Таким образом, объединив все ранее описанные составляющие 
и используя программное обеспечение SnapGene, была получена 
универсальная конструкция (рис. 1), которая была химически син-
тезирована в коммерческой фирме Eurofins Scientific (Франция). 

Рис. 1. Схематическое изображение универсальной конструкции

Синтетическая универсальная конструкция была проверена 
на отсутствие ошибок в нуклеотидной последовательности бла-
годаря секвенированию по Сэнгеру путем встраивания регуля-
торных элементов (5ʹ-НТР, 3ʹ-НТР), сигнальный пептид) в ком-
мерческую векторную кольцевую молекулу pJet 1.2 (рис. 2)  
посредством обработки плазмиды рестриктазой EcoRV с обра-
зованием тупых концов и последующим лигированием целевого 
участка в вектор при помощи ДНК-лигазы бактериофага T4. 

Исходя из данной электрофоре-
граммы, можно сделать вывод, что 
кольцевая молекула pJet 1.2 была ли-
неаризована и соответствует теорети-
ческому размеру – 2874 п. о. 

1 – вектор pJET1.2 до обработки рестриктазой 
EcoRV; 2 – вектор pJET1.2 после обработки 
рестриктазой EcoRV; Мн (здесь и далее) – 
маркер молекулярных масс фрагментов ДНК

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов линеа-
ризации вектора pJET1.2 по сайту узнавания 

рестриктазы EcoRV
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Далее компетентные клетки E. coli XL1blue 
были трансформированы лигазной смесью, 
инокулированы на агаризованную пита-
тельную среду с селективным антибио-
тиком – ампциллином (100 мкг/мл). Об-
разовавшиеся колонии пересевали в жид-
кую среду LB и выделяли плазмидную 
ДНК-методом щелочного лизиса. Анализ 
нук леотидных последовательностей про -
во дил ся с помощью секвенирования  
в РНПЦ эпидемиологии и микробиоло-
гии. В итоге благодаря программному 
обеспечению MEGA 7.0 было выяснено, 
что синтетическая последовательность 
не имеет в своем составе ошибок.

После проверки последовательности, 
кодирующей регуляторные элементы, 
была проведена линеаризация вектора 

pET42a(+) методом ПЦР с использованием праймеров с пере-
крывающимися участками. Результаты приведены на рис. 3.

Исходя из результата электрофореза, можно сделать вывод, 
что полученная линейная молекула ДНК обладает массой, соот-
ветствующей теоретически рассчитанной (4840 п. о.).

В дальнейшем была проведена ПП-ПЦР между pET42a(+)  
и синтетической универсальной конструкцией. Продуктом ре-
акции являлась конкатемерная последовательность, которой 
были трансформированы клетки E. coli XL1blue. Полученные 
трансформанты, выросшие на агаризованной среде с канами- 
цином (100 мкг/мл), проверялись на присутствие «вставки» 
ПЦР-скринингом: в качестве матрицы использовалась ДНК  
выбранных клонов, полученная под действием теплового шока,  
а целевой участок фланкировался праймерами к Т7-промотору  
и к Т7-тер минатору. Результаты ПЦР-скрининга представлены 
на рис. 4.

Исходя из анализируемой электрофореграммы, 9 клонов из 
10 содержат вставку, размер которой соответствует теоретиче-
ски рассчитанной (476 п. о.).

Рис. 3. Электрофоре-
грамма продукта линеа-

ризации pET42a(+)  
вектора (1)
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Для выделения плазмидной ДНК из выбранных трансфор-
мантов был использован метод щелочного лизиса – выделенная 
генетическая конструкция (pET42a(+)-Vac) является универсаль-
ной, так как она представляет собой последовательность ДНК, 
кодирующую основные регуляторные элементы будущей иРНК. 
Таким образом оставалось лишь внедрить между нетранслируе-
мыми участками нуклеотидную последовательность антигена 
для получения полноценной моле-
кулы – предшественницы РНК-вак-
цины. 

На следующей стадии мето- 
дом ПЦР были амплифицированы 
нуклео тидные последовательности, 
кодирующие RBD-домен S-белка  
SARS-CoV-2 и F1-белок. Результаты 
реакции представлены на рис. 5. 

Исходя из вышепредставленно-
го рисунка, можно сделать вывод, 
что полученные ДНК имеет необ- 
ходимый размер, соответствующий 
теоретически рассчитанному (для 
RBD – 849 п. о., для F1 – 1311 п. о.). 

Рис. 4. Электрофореграмма продуктов ПЦР-скрининга клонов,  
полученных после трансформации ПП-ПЦР смесью с pET42a(+)  

и универсальной конструкцией

Рис. 5. Электрофореграмма 
продуктов клонирования  

нуклеотидных  
последовательностей,  

кодирующих RBD (1) и F1 (2)
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Для получения конечной версии предшественника будущей 
РНК-вакцины нуклеотидные последовательности антигенов  
интегрировались в линеаризованный вектор pET42a(+)-Vac при 
помощи ПП-ПЦР – образованные в результате реакции конкате-
меры были внедрены в E. coli Xl1blue посредством электропора-
ции. Последним шагом являлось проведение ПЦР-скрининга  
с праймерами к Т7-промотору и 3′-концу последовательности 
антигена. Результаты ПЦР-скрининга представлены на рис. 6.

    
Рис. 6. Электрофореграмма продуктов ПЦР-скрининга клонов  

после трансформации ПП-ПЦР смесями, содержащие pET42a(+)-Vac,  
фрагмент RBD (А) и фрагмент F1 (Б)

По результатам ПЦР-скрининга были отобраны клоны под 
№ 2 для каждого антигена, из биомассы клеток которых выделя-
ли плазмидные ДНК. Полученные плазмиды были названы: для 
RBD – pET42-SCV-tr, а для F1 – pET42-F1-tr. Далее их анализиро-
вали при помощи секвенирования, которое показало, что полу-
ченные ДНК не имеют спонтанных мутаций и смещения рамок 
считывания. 

Таким образом были получены штамм E. coli pVAC-SCNV – 
продуцент генетической конструкции, содержащей нуклеотидную 
последовательность иммуногенного фрагмента RBD S-белка 
SARS-CoV-2 и штамм E. coli pVAC-F1 – продуцент генетической 
конструкции, содержащей иммуногенную нуклеотидную по-
следовательность F1-белка.
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В дальнейшем планируется создание мРНК-транскриптов на 
основе полученных рекомбинантных плазмид и дальнейшая им-
мобилизация мРНК на хитозановых наночастицах.

Заключение. В результате проведенной работы были ам-
плифицированы последовательности RBD S-белка SARS-CoV-2 
и иммуногенного фрагмента РСВ КРС. На основе коммерческого 
вектора pET42a(+) были получены генетические конструкции 
pET42a(+)-Vac, pET42-SCV-tr и pET42-F1-tr, являющиеся основой 
для будущих иРНК-вакцин. Созданы соответствующие штам-
мы-продуценты: E. coli pVAC-SCNV – для RBD-фрагмента  
коронавируса и E. coli pVAC-F1 F1-белка. Проведено секвени ро-
вание универсальной синтетической последовательности и гене-
ти ческих конструкций pET42-SCV-tr и pET42-F1-tr с целью 
определения отсутствия ошибок в нуклеотидной цепи.
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КОАГУЛЯЦИОННЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЭКСТРАКТОВ 
ЭНДОФИТНЫХ ГРИБОВ, АССОЦИИРОВАННЫХ  

С ALLIUM CEPA, APIUM GRAVEOLENS,  
CORIANDRUM SATIVUM 

Н. Х. КУЗИЕВА, Л. И. АБДУЛЬМЯНОВА, Т. Г. ГУЛЯМОВА 

Институт микробиологии Академии наук РУз,  
Ташкент, Узбекистан, a_l_i_2020@mail.ru

Из растений, обладающих антикоагулянтными свойствами, выделено бо-
лее 30 изолятов эндофитных грибов. Обнаружено, что экстракт изолята CS21L 
имел протромбиновый индекс на уровне 21,9 секунды. Экстракты AC1L из ли-
ста Allium cepa, CS21L из листа и CS6S из стебля Coriandrum sativum увеличи-
вали время образования тромбов в 2 и 3 раза соответственно. Экстракты изо-
лятов AC1L и CS6S показали почти двукратное увеличение времени превра-
щения фибриногена в фибрин по сравнению с нормальным значением в крови. 
При проверке количества фибриногена, превращающегося в нерастворимые 
нити фибрина, 60 % результатов были ниже 0,70 г/л, то есть свидетельствова-
ли о длительном времени образования тромба. При этом отличились экстрак-
ты изолятов AC1L, CS6S и CS21L.

Ключевые слова: антикоагулянтные свойства растений, протромбино-
вый индекс, фибриноген, фибрин.

Введение. С древних времен препараты, изготовленные из 
растений, применялись в качестве лекарств от большинства бо-
лезней. В настоящее время в связи с увеличением людей с не-
правильным образом жизни и питания, приводящие к различ-
ным заболеваниям сердечно-сосудистой и кровеносной систем, 
получение антикоагулянтных веществ из растений, приобрета-
ет все большее значение. Однако безответственное отношение  
к сбору и переработке лекарственных растений привело к исто-
щению растительных ресурсов [1, 2]. В этой связи эндофитные 
грибы, бессимптомно обитающие в растениях, в том числе и ле-
карственных, и способные синтезировать аналогичные растени-
ям-хозяевам соединения, выходят на первый план в качестве 
альтернативного источника антикоагулянтных веществ. На фо-
не исследований последних 25 лет эндофиты можно определить 
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как полифилетическую группу уникальных микроорганизмов, 
обитающих в здоровых живых внутренних тканях растений, 
оказывающих скрытое и/или явное положительное влияние на 
своих хозяев. Они устанавливают разнообразные сложные био-
логические внутренние и внутренние отношения между собой  
и со своими хозяевами соответственно. Из эндофитов было вы-
делено множество новых биологически активных продуктов, та-
ких как антибиотики, противораковые и противодиабетические 
средства. Однако существует небольшое количество исследова-
ний фибри нолитической активности эндофитов и практически 
отсутствуют сообщения об их антикоагулянтных свойствах [3].

Антикоагулянты предотвращают образование тромбов, воз-
действуя на белки, ответственные за свертывание крови или 
факторы свертывания. Они необходимы для краткосрочного ле-
чения артериального и венозного тромбоза и для долгосрочной 
профилактики рецидивов [4]. Несмотря на то, что гепарин был 
основой антикоагулянтной терапии острых тромботических за-
болеваний на протяжении десятилетий, этот препарат имеет не-
которые ограничения, связанные с его клиническим применением, 
такие как неэффективность у пациентов с дефицитом антитром-
бина, геморрагическими осложнениями, развитием гепарин-ас-
социированной тромбоцитопении, иммуносупрессией, остеопо-
розные эффекты при длительном применении [5]. В этой связи 
поиск новых веществ с антикоагулянтным действием без побоч-
ных эффектов среди новых альтернативных источников, таких 
как эндофитные грибы, является весьма актуальным.

Распространенные на территории Узбекистана лук обыкно-
венный (Allium cepa), сельдерей (Apium graveolens) и кориандр 
(Coriandrum sativum) являются растениями, обладающими спо-
собностью снижать свертывающую способность крови. В связи 
с чем в лаборатории биохимии и биотехнологии физиологиче-
ски активных соединений Института микробиологии АН РУз 
было выделено более 30 изолятов эндофитных грибов из выше-
перечисленных растений и изучен их антикоагулянтный потен-
циал. 

При изучении антикоагулянтных свойств изучали такие по-
казатели, как протромбиновое время (PT), активированное ча-
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стичное тромбопластиновое время (APPT), тромбиновое время 
(TT), фибриноген, Д-димер. PT, протромбиновый индекс и меж-
дународное нормализованное отношение отражают активность 
внешнего пути свертывания крови. PT – время свертывания 
крови после добавления в плазму веществ, стимулирующих 
внешний путь свертывания крови (тромбопластин с кальцием). 
Чем больше PT, тем ниже активность факторов свертывания  
у крови. Протромбиновый индекс (PTI) является более объектив-
ным показателем внешнего пути, так как время свертывания  
изучается в зависимости от различных концентраций факторов 
свертывания в крови, полученной при разведении исследуемого 
материала в лаборатории при анализе. Чем дольше держится 
кровяной сгусток, тем ниже доля по PTI. Международное нор-
мализованное отношение (INR) – это показатель протромбино-
вого теста, стандартизированный в соответствии с международ-
ными рекомендациями. Чем выше INR, тем больше времени 
требуется для образования тромбов. APPT является мерой эф-
фективности «внутреннего» и общего пути коагуляции. Поми-
мо выявления нарушений свертываемости крови, APPT также 
используется для контроля эффективности лечения. TT – это ла-
бораторный тест, который количественно определяет время, не-
обходимое для превращения фибриногена в фибрин. Фибрино-
ген (Fib) – растворимый белок плазмы, который синтезируется  
в печени и принимает непосредственное участие в образовании 
тромба после повреждения целостности стенки сосуда.

Результаты коагулограммы у здорового человека: PT – 9,0–
15,0 сек, PTI 78–142 %, INR – 0,85–1,15, APPT – 25,4–35,0 сек,  
TT – 10,3–16,6 сек, Fib – 2–4 г/л [6].

Материалы и методы исследования. С целью выделения 
эндофитных грибов в мае 2022 г. были привезены образцы рас-
тений A. cepa, A. graveolens и C. sativum с холмов Кибрайского 
района Ташкентской области. Растения идентифицировали по 
их морфологическим признакам.

Выделение эндофитных грибов проводили, как описано 
Strobel et al., с небольшими изменениями. Для выделения эндо-
фитных грибов образцы стеблей и листьев растений предвари-
тельно замачивали в 70%-ном этиловом спирте на 1 мин, затем 
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промывали стерильной водой, образцы асептически измельчали 
до толщины 0,5 см и высевали на питательную среду Чапека – 
Докса с агаром в чашку Петри. В среду добавляли 50 мг/мл 
хлортетрациклина и 250 мг/мл стрептомицина для остановки 
роста бактерий. Чашки выращивали при 28 °С в течение 7–14 дней. 
Выросшие изоляты грибов культивировали на чистой агаризо-
ванной среде Чапека – Докса, не содержащей антибиотиков [7].

Для накопления биомассы эндофитные грибы выращивали 
на картофельно-декстрозном агаре. Биомассу из чашек Петри 
растирали в фарфоровой ступке с тонкоизмельченным кварцем. 
К нему добавляли этиловый эфир уксусной кислоты и выдержи-
вали в ультразвуковом генераторе в течении 20 мин с троекрат-
ным повторением. Затем массу фильтровали через фильтроваль-
ную бумагу (Wattman #1) и упаривали на роторном испарителе. 
Сухой экстракт растворяли в 0,9%-ном растворе NaCl. Готовый 
экстракт хранили при +4 °С [8].

Коагуляционные тесты – PT, APTT, ТT, фибриногенный тест 
проводили на аппарате Huma Clot Junior (Human GmbH, Висба-
ден, Германия). Инкубацию плазмы с добавлением экстрактов 
проводили при температуре 37 °С. Для этого у здорового обсле-
дуемого брали 3 мл крови и помещали в пробирку с 3,8%-ным 
раствором цитрата натрия. Пробирку центрифугировали при 
3000 об/мин в течение 3 мин и отделяли плазму.

Для определения PT и APTT образцы 50 мкл плазмы и 10 мкл 
экстракта смешивали в отдельной кювете. Отбирали 50 мкл 
этой смеси, инкубировали в чистой кювете в течение 15 секунд, 
затем для PT добавляли 100 мкл реагента, для APTT добавляли 
50 мкл реагента 1 и инкубировали 15 секунд, затем добавляли 
50 мкл реагента 2 (CaCl2) и исследовали.

Для определения TT образцы 100 мкл плазмы и 20 мкл экс-
тракта смешивали в отдельной кювете. Отбирали 75 мкл этой 
смеси и инкубировали в чистой кювете в течение 15 сек, затем 
добавляли 75 мкл реагента и исследовали.

Для тестирования Fib образцы 5 мкл плазмы и 1 мкл экс-
тракта смешивали в отдельной кювете. Отбирали 5 мкл этой 
смеси и разводили в 95 мкл буферного раствора в чистой кювете 
и инкубировали 15 сек, затем добавляли 50 мкл реагента и ис-
следовали.
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В исследовании в качестве положительного контроля исполь-
зовали гепарин. Образцы экстракта тестировали путем инкубации 
с плазмой крови в соотношении 1:5 в течение 15 секунд [9, 10].

Результаты и обсуждение. Из стеблей и листьев A. cepa,  
A. graveolens и C. sativum было выделено 33 изолята эндофит-
ных гриба (табл. 1).

Таблица 1. Изоляты, выделенные из растений Ташкентской области

№ Название растений Изоляты Часть растения Кол-во 

1  Allium cepa AC1L Лист 1
2 Apium 

graveolens
AG1S, AG2S, AG3S, AG4S, AG5S, 
AG6S

Стебель 6

AG7L, AG8L, AG9L, AG10L, AG11L Лист 5

3 Coriandrum 
sativum

CS1S, CS2S, CS3S, CS4S, CS5S, 
CS6S, CS7S, CS8S, CS9S, CS10S, 
CS11S, CS12S

Стебель 12

CS13L, CS14L, CS15L, CS16L, CS17L, 
CS18L, CS19L, CS20L, CS21L

Лист 9

Колонии эндофитных грибов, выращенные на КДА

Изоляты, показавшие устойчивый обильный рост на карто-
фельно-декстрозном агаре, отобрали для исследования коагуля-
ционных показателей (см. рисунок). Полученные результаты ко-
агуляционных тестов представлены в табл. 2.
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Таблица 2. Результаты коагулограммы

1:5;15 секунд  
инкубация

PT APTТ
ТТ

Fib

Время PTI (%) INR Время  Rati Время  г/л

Нормал 11,6 104,0 0,97 31,9 1,14 16,3 22,3 1,69
Гепарин >81 – – >241 – >301 >81 >4,0

0,9%-ная NaCl фракция
AC1L 16,4 59,0 1,43 63,8 2,28 26,8 36,3 <0,70
AG3S 10,1 130,4 0,84 20,3 0,73 10,8 31,6 0,90
AG11L 13,1 85,4 1,11 40,5 1,45 18,5 38,5 0,76
CS6S 16,9 56,2 1,47 101,3 3,62 28,6 44,0 <0,70
CS21L 21,9 39,1 1,96 72,1 2,58 18,6 33,9 <0,70

PT определяется следующими показателями: PT в секундах, 
PTI в процентах, INR. Поскольку все образцы не агрегировали 
плазму крови, PT составило 10,1–21,9 сек, PTI – 39,1–130,4 %, 
INR – 0,84–1,96. Среди них экстракт изолята CS21L из листа 
Coriandrum sativum имел протромбиновый индекс на уровне 
21,9 сек, что говорит о снижении активности факторов сверты-
вания крови.

При изучении эффективности внутреннего и общего путей 
свертывания крови, а именно активированного частичного 
APPT, результаты колебались от 20,3 до 101,3 сек. При этом вне-
сение экстрактов AC1L из листа Allium cepa, CS21L из листа  
и CS6S из стебля Coriandrum sativum увеличивало время образо-
вания тромбов в 2–3 раза соответственно. 

При определении TT экстракты изолятов AC1L и CS6S пока-
зали почти двукратное увеличение времени превращения фи-
бриногена в фибрин по сравнению с нормальным значением  
в крови. 

При проверке количества Fib – белка, превращающегося  
в нерастворимые нити фибрина, 60 % результатов были ниже 
0,70 г/л, то есть свидетельствовали о длительном времени обра-
зования тромба. При этом отличились экстракты изолятов AC1L, 
CS6S и CS21L.

Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что экстракты изолятов эндофитных грибов способны влиять на 
коагуляционные показатели крови. При этом относительно вы-
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сокие показатели продемонстрировали изоляты: AC1L из листа 
Allium cepa, CS21L из листа и CS6S из стебля Coriandrum sativum. 
Таким образом, эндофитные грибы растений Узбекистана мож-
но рассматривать в качестве новых альтернативных источников 
антикоагулянтных веществ. 
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Несмотря на развитие ускоренных технологий хлебопечения, интерес  
к традиции приготовления хлеба с использованием закваски в качестве ис-
точника вкусовых, питательных и укрепляющих здоровье компонентов во 
всем мире возрастает. Ведущую роль в процессах ферментации хлебного  
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теста играют молочнокислые бактерии и дрожжи. Традиционные возобнов-
ляемые закваски, полученные в результате самопроизвольного брожения сме-
си муки и воды, представляют собой устойчивые микробные консорциумы. 
Доминирующими организмами в сложной заквасочной экосистеме являются 
гетероферментативные молочнокислые бактерии, которые синергически со-
существуют с дрожжами. Численность молочнокислых бактерий в хлебных 
заквасках составляет обычно 108 КОЕ/г или выше и по меньшей мере в десять 
раз превышает количество дрожжей. В обзоре представлены сведения о мо-
лочнокислых бактериях заквасок спонтанного брожения и стартовых мик-
робных культурах, используемых в хлебопечении.

Ключевые слова: молочнокислые бактерии, хлебные закваски, хлебопе-
чение, лактобациллы, функциональные свойства.

Введение. Молочнокислые бактерии были одними из пер-
вых микроорганизмов, которые человек стал использовать для 
получения разных ферментированных продуктов, в том числе 
из зерновых культур. Считается, что хлеб, который сначала про-
изводился пресным или частично заквашенным, а затем на про-
тяжении всей истории с использованием закваски возник в до- 
исторические времена. Предполагается, что еще шесть тысяч лет 
назад шумеры царства Мари в Месопотамии разрыхляли тесто 
брожением и пекли из такого теста хлеб. Затем культура хлебо-
печения распространилась по всей Месопотамии и так называе-
мому плодородному полумесяцу от современного Ирака до 
Египта, а также в страны, расположенные на Севере Африки,  
в Китай, была завезена в Грецию, а оттуда – в Древний Рим. На 
протяжении тысячелетий для разрыхления хлебного теста при-
менялись порции теста предыдущего замеса, а также осадки, обра-
зуемые при приготовлении кваса, пива, вина, совершенствова-
лись и доводились до уровня искусства процессы получения 
разнообразных изысканных сортов хлеба из разного сырья [1, 2]. 

Новый этап в развитии хлебопечения начался во второй по-
ловине XIX в., когда исследования микробиологических основ 
брожения хлебного теста позволили установить ведущую роль 
молочнокислых бактерий и дрожжей в этом процессе, наладить 
промышленный выпуск и использование пекарских дрожжей.  
В последнее время, несмотря на развитие ускоренных техноло-
гий хлебопечения, технологических усовершенствований, кото-
рые в некоторых случаях устраняют необходимость в закваске, 
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интерес к традиции приготовления хлеба с использованием за-
кваски в качестве источника вкусовых, питательных и укрепля-
ющих здоровье компонентов во всем мире возрастает [3–5].

Закваски для хлебопечения. Для производства закваски го-
товят смесь муки и воды, которая в случае традиционных заква-
сок сбраживается самопроизвольно с последующим регулярным 
возобновлением (добавлением новых порций водно-мучной смеси) 
или ферментируется с использованием стартовых культур в слу-

чае промышленных заквасок. Полученная закваска может ис-
пользоваться как функциональная добавка для теста при произ-
водстве дрожжевого хлеба, а также в качестве замены пекарских 
дрожжей при производстве традиционного хлеба на закваске 
[6–8]. 

Экосистема закваски представляет собой стрессовую среду, 
в которой выживают микроорганизмы с соответствующими ме-
таболическими адаптациями. Видовое разнообразие микроорга-
низмов в зрелых заквасках ограничено и представлено молочно-
кислыми бактериями (отдел Firmicutes, главным образом лактоба-
циллами семейства Lactobacillaceae), дрожжами (отдел Ascomycota). 
Иногда в заквасках могут встречаться уксуснокислые бактерии 
(класс Alphaproteobacteria), однако они не оказывают определя-
ющего влияния на экосистему закваски. Численность молочно-
кислых бактерий в хлебных заквасках (обычно 108 КОЕ/г или 
выше) по меньшей мере в десять раз превышает количество 
дрожжей (обычно 107 КОЕ/г или ниже) [7–11]. 

В зарубежной литературе встречается несколько классифи-
каций процессов производства заквасок для хлебопечения: ос-
нованные на способе инокуляции смеси муки и воды – типы 1–3; 
в зависимости от применяемой технологии – типы 0–III; в зави-
симости от инокулята и искомых свойств получаемой продук-
ции (вкус, текстура, аромат, стабильность, питательные свой-
ства хлеба) – типы I–IV и др. [7, 12–14].

В странах бывшего СССР для производства ржано-пшенич-
ного и ржаного хлеба уже много десятилетий широко использу-
ются пять видов ржаных заквасок: густая, жидкая без заварки, 
жидкая с заваркой, концентрированная молочнокислая, термо-
фильная. В РФ по данным Научно-исследовательского институ-
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та хлебопекарной промышленности наиболее часто использу-
ются густая ржаная закваска и жидкая без заварки для получе-
ния качественного хлеба из смеси ржаной и пшеничной муки 
при полной или частичной замене прессованных дрожжей [15].

Несмотря на развитие ускоренных технологий хлебопечения 
и насыщение рынка многочисленными добавками, на государ-
ственных предприятиях Республики Беларусь используют клас-
сические технологические схемы и натуральный процесс броже-
ния. Государственное предприятие «Белтехнохлеб» занимается 
поддержанием закупаемых в РФ штаммов молочнокислых бак-
терий и дрожжей, проведением их лабораторного разводочного 
цикла и реализацией хлебопекарным предприятиям республики. 

Смена микробных популяций в процессе спонтанного 
брожения водно-мучной смеси. Основным сырьем хлебопекар-
ного производства являются мука и зерновые продукты, содер-
жащие разнообразную микрофлору, в которой дрожжи и молоч-
нокислые бактерии не занимают доминирующего положения.

В процессе спонтанного брожения водно-мучной смеси про-
исходит закономерная смена микробных популяций, в том числе 
молочнокислых бактерий. На начальных этапах развиваются ав-
тохтонные неспецифичные для заквасочной микрофлоры бакте-
рии, такие как стафилококки, протеобактерии, а также разные 
виды молочнокислых бактерий – представители родов Entero-
coccus, Lactococcus, Streptococcus. За этим следует рост автох-
тонных видов молочнокислых бактерий, принадлежащих к раз-
ным видам семейства Lactobacillaceae (представители разных 
родов лактобацилл, а также рр. Leuconostoc, Pediococcus, Weissella). 
Все эти микроорганизмы вызывают быстрое подкисление смеси 
муки и воды. На заключительном этапе происходит стабилиза-
ция микробоценоза с доминированием в основном специфич-
ных для закваски видов молочнокислых бактерий, таких как 
Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus fermentum, Compani-
lactobacillus paralimentarius, Lactiplantibacillus plantarum, Fructi-
lactobacillus sanfranciscensis, Pediococcus pentosaceus и др. [16–21].

Фазы микробной сукцессии перед достижением стадии зре-
лой закваски можно рассматривать как процессы естественного 
отбора, когда лактобациллы, которые могут лучше переносить 
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неблагоприятные условия и адаптироваться к экстремальной 
кислотности, температуре, обезвоживанию или другим специ-
фическим факторам, доминируют в экосистеме на конечном эта-
пе. При некоторых обстоятельствах молочнокислые бактерии 
других таксономических групп, такие как представители видов 
P. pentosaceus, Leuсonostoc citreum, которые обладают более вы-
сокой скоростью роста или более быстрой адаптацией, также де-
монстрируют высокую выживаемость в стрессовой экосистеме 
закваски [21, 22].

В РБ, странах Центральной Европы, Скандинавии, Германии, 
России для производства хлеба широко используется ржаная 
мука. Доминирование лактобацилл Latilactobacillus curvatus, Levl. 
brevis и Lactiplantibacillus sp. было выявлено в первые трое суток 
в составе микробиома густой ржаной и жидкой ржаной заквасок 
спонтанного брожения. Через месяц ведения (поддержания)  
в густой ржаной закваске доминировали Frul. sanfranciscensis  
и Companilactobacillus sp., а в жидкой ржаной – Limosilacto bacil-
lus pontis [23].

Проведенные нами исследования состава микрофлоры во-
дно-мучной густой смеси из цельнозерновой ржаной муки «Сто-
личная мельница», ферментируемой при температуре 24 ± 2 оС 
показали, что из 154 выделенных чистых культур молочнокис-
лых бактерий большинство принадлежали к рр. Lactiplantibacil-
lus и Pediococcus, хотя присутствовали также представители 
рр. Limosilactobacillus, Weissella, а на начальном этапе – и р. Lac-
tococcus. Оценка кислотообразующей способности выделенных 
культур позволила отобрать для дальнейших исследований 
штаммы видов Lacp. plantarum, Lacp. paraplantarum, Liml. fer-
mentum, Weissella sibaria [24].

Молочнокислые бактерии хлебных заквасок. Многочис-
ленные сведения о видовом составе микробиоты разных хлебных 
заквасок обобщены в ряде обзорных статей и свидетельствуют  
о том, что доминирующими организмами в сложной заквасоч-
ной экосистеме являются гетероферментативные молочнокис-
лые бактерии, которые синергически сосуществуют с дрожжа-
ми. К настоящему времени из разных микробоценозов хлебных 
заквасок выделено более 90 видов гетеро- (преимущественно)  
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и гомоферментативных лактобацилл, относящихся к представи-
телям родов Levilactobacillus, Limosilactobacillus, Lentilactobacillus, 
Furfurilactobacillus, Fructilactobacillus, Apilactobacillus, Secundi-
lactobacillus, Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Latilactobacil-
lus, Lactobacillus, Companilactobacillus, Liquorilactobacillus, Ligi-
lactobacillus и др. [7, 14, 25–30].

Состав микроорганизмов закваски зависит от многих факто-
ров: вид и состав исходного сырья, использование стартовых 
культур, физико-химических параметров технологического про-
цесса (температура, окислительно-восстановительный потенци-
ал, рН, содержание воды, продолжительность ферментации, пе-
риодичность возобновления) и др. [26, 31–33].

Для заквасок характерно присутствие гетероферментивных 
видов молочнокислых бактерий, принадлежащих к семейству 
Lactobacillaceae (Frul. sanfranciscensis, Levl. brevis, Liml. fermen-
tum), которые хорошо адаптированы к экосистеме закваски. 
Встречаются также гомоферментативные молочнокислые бакте-
рии, такие как Lacp. plantarum, P. pentosaceus, Coml. paralimen-
tarius. Гетероферментативные представители рр. Leuconostoc  
и Weissella обычно присутствуют в сбраживаемых при низкой 
температуре (меньше 30 °C) заквасках с высоким pH (выше 4,0) 
и невысоким содержанием воды (DY < 200) [7, 26, 27, 34].

Среди лактобацилл можно выделить виды (прежде всего 
Frul. sanfranciscensis и Coml. (par)alimentarius), которые встре-
чаются преимущественно в микробоценозах заквасок. Предста-
вители рр. Lactobacillus и Limosilactobacillus, типичные для  
заквасок, полученных с применением стартовых микробных 
композиций (тип II по зарубежной классификации), часто изо-
лируются из микробных сообществ желудочно-кишечного трак-
та позвоночных животных. В хлебных заквасках встречаются 
также виды лактобацилл, характеризующиеся высоким адапта-
ционым потенциалом и широким распространением в разных 
экологических нишах: Lacp. plantarum, Liml. fermentum, Levl. 
brevis и др. [7, 34, 35]. Присутствие перечисленных видов молоч-
нокислых бактерий в составе микробиома заквасок может быть 
связано не только с их адаптацией к специфической экосистеме 
закваски, но и с их внутривидовой гетерогенностью [35–40].  
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В то время как доминирование в традиционных заквасках вида 
Frul. sanfranciscensis (для которого характерен небольшой раз-
мер генома (1,3 Мбп) и, соответственно, ограниченные метабо-
лические возможности) является результатом специфического 
метаболизма при определенных условиях окружающей среды, 
присутствие лактобацилл видов Lacp. plantarum, Limosilacto-
bacillus reuteri основано на таких факторах, как метаболическая 
универсальность и стрессоустойчивость [41–44]. 

Накопленный к настоящему времени фактический материал 
позволил сделать вывод о том, что традиционные возобновляе-
мые закваски, полученные в результате самопроизвольного бро-
жения смеси муки и воды, представляют собой устойчивые мик-
робные консорциумы [45–47]. 

Как правило, из одной хлебной закваски выделяется один 
или два разных вида молочнокислых бактерий. Часто бактерии 
Coml. (par)alimentarius, для которых характерен гомофермента-
тивный метаболизм углеводов и которые способны сбраживать 
фруктозу и не ферментируют мальтозу, встречается в заквасках 
вместе с фруктозонегативным видом Frul. sanfranciscensis [7, 34]. 
Такое сочетание лактобацилл может быть связано с метаболиче-
скими адаптациями в экосистеме закваски, прежде всего благо-
даря высокоадаптированному метаболизму углеводов. 

Можно заключить, что в традиционных возобновляемых гу-
стых заквасках, культивируемых при температуре ниже 30 °С – 
закваски типа I по зарубежной классификации [12], – часто 
преобладают молочнокислые бактерии Frul. sanfranciscensis, 
которые ассоциируются с дрожжами вида K. humilis. При этом 
важное значение имеет показатель рН. Было установлено, что 
рН 4,0 является пограничным значением для распространенности 
определенных видов молочнокислых бактерий, специфичных 
для закваски, таких как Frul. sanfranciscensis [7, 27, 35, 48, 49].

Использование традиционных заквасок спонтанного броже-
ния позволяет получать натуральные продукты с уникальными 
свойствами, но процесс является дорогостоящим, нестабильным 
и продолжительным по времени.

Стартовые культуры молочнокислых бактерий для хлеб-
ных заквасок. Закваски спонтанного брожения используются, 
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как правило, в небольших пекарнях и на бытовом уровне для 
производства традиционного хлеба, а также для получения но-
вых заквасочных культур. В промышленных условиях процессы 
ферментации контролируются и регулируются, в том числе  
с помощью внесения специально отобранных стартовых куль-
тур (в виде монокультур или консорциумов в определенном со-
отношении, в сочетании с дрожжами или без дрожжей), к кото-
рым предъявляются соответствующие требования (активный 
рост на водно-мучных средах, определенный уровень кислото- 
образования, продукции ферментов, влияние на ароматообразо-
вание, антагонистическая активность по отношению к нежела-
тельной микрофлоре, стабильность и устойчивость на всех эта-
пах технологического процесса и хранения и др.).

В связи с этим для используемых в промышленных масшта-
бах жидких невозобновляемых заквасок более длительной фер-
ментации (от 15 до 72 ч) и более высокой температуры куль- 
тивирования (выше 30 оС), а также для стабилизированных  
и высушенных препаративных форм (закваски II–IV типов) ха-
рактерно преобладание устойчивых к кислоте и/или процессу 
сушки молочнокислых бактерий, таких как представители ви-
дов Lacp. plantarum, Liml. fermentum, Liml. reuteri, Furfurilacto-
bacillus ros siae, Liml. pontis, Levl. brevis, P. pentosaceus и др. [7, 11, 
12, 27, 50, 51].

Примерами используемых в странах бывшего СССР заква-
сок для ржаной и смеси ржаной и пшеничной муки служат  
густая закваска (содержит лактобациллы Lacp. plantarum 63,  
Levl. brevis 5, Levl. brevis 78 в сочетании со штаммом дрожжей 
Kazachstania humilis (гетеротипический синоним Candida milleri 
«Чернореченский») и КМКЗ (концентрированная бездрожжевая 
молочнокислая закваска), в состав которой входят штаммы лак- 
тобацилл Lacp. plantarum 30, Lacticaseibacillus rhamnosus 26, 
Levl. brevis 1, Liml. fermentum 34 или сухой лактобактерин для 
жидких ржаных заквасок [15].

Как правило, в заквасках, полученных с использованием стар-
товых культур, последние доминируют [52]. Однако недостаточ-
ная адаптация стартовых культур к конкретной экосистеме  
закваски и преобладающим в ней условиям может привести  
к доминированию автохтонных видов и/или штаммов молочно-
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кислых бактерий, вплоть до вытеснения добавленных микроор-
ганизмов [41, 52–54]. Этим, по нашему мнению, объясняется на-
блюдаемое Локачук с соавторами преобладание в российских 
заквасках длительного ведения видов, отличных от вносимых  
в первую фазу разводочного цикла [55].

Функциональные заквасочные культуры. Основная мета-
болическая функция молочнокислых бактерий заквасочной мик-
рофлоры – быстрая утилизация источников углеводов и нако-
пление органических кислот [44]. Большинство используемых 
коммерческих заквасочных культур были отобраны на основе 
их способности к росту и подкислению водно-мучных смесей, 
некоторые способны улучшать органолептические свойства, 
аромат или текстуру хлеба [37, 56–59]. 

Сбраживание молочнокислыми бактериями углеводов вод-
но-мучной смеси и быстрое накопление органических кислот 
имеет особое значение для получения стабильного и хорошо 
разрыхленного ржаного теста, которое возможно только в кис-
лой среде. При низком значении рН происходит ингибирование 
α-амилазы, которая в изобилии присутствует в ржаной муке, 
что ограничивает интенсивное разложение крахмала; кислая 
среда способствует хорошей гидратации арабиноксиланов и по-
вышению газоудерживающей способности теста. Все это приво-
дит к получению более воздушного и упругого теста, создавая 
псевдоглютеновую сетку [2, 57, 60, 61].

Результаты исследований роли молочнокислых бактерий  
в повышении качества хлеба за счет улучшения вкусо-арома-
тических свойств, повышения содержания ценных питательных 
ингредиентов, улучшения текстуры конечных изделий, разрых-
ления теста за счет образовании углекислого газа гетерофермен-
тативными видами и т. п. отражены в многочисленных публи-
кациях, в том числе обзорных [5–7, 61–67].

В последнее время большое внимание уделяется дополни-
тельным функциональным свойствам штаммов молочнокислых 
бактерий, в первую очередь способствующим продлению срока 
годности конечных продуктов, укреплению здоровья потреби-
телей [7, 8, 68–74]. 
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Важным критерием отбора для включения в состав заквасок 
является антимикробная активность молочнокислых бактерий, 
обусловленная не только продукцией органических кислот, пе-
рекиси водорода, но и бактериоцинов, пептидов с антифунгаль-
ной активностью и др. [75–80]. 

Основная причина стремительного роста в 2020 г. (период 
вынужденной изоляции во время пандемии COVID-19) интере-
са потребителей к изготовлению хлеба на закваске (третье место  
в поиске рецептов Google по всему миру (https://trends.google.
com/trends/yis/2020/GLOBAL/, дата обращения 30 марта 2023 г.) – 
различные преимущества для укрепления здоровья [4]. 

Использование хлеба на закваске оказывает положительное 
влияние на желудочно-кишечный тракт, в том числе за счет обо-
гащения рациона натуральными ингредиентами пребиотической, 
пробиотической, постбиотической групп, позволяет снизить со-
держание пищевых добавок, уменьшить содержание глютена  
и повысить качество безглютенового хлеба [14, 81–85]. Функ- 
циональные заквасочные культуры молочнокислых бактерий 
могут (наряду с растительными ферментами и дрожжами) спо-
собствовать разложению таких антипитательных соединений, 
как фитаты и тем самым повышать биодоступность минералов 
[85–87]. Желаемое снижение содержания в хлебе короткоцепо-
чечных углеводов (в частности, фруктоолигосахаридов), свя- 
занных с расстройствами пищеварения и такими заболевания-
ми, как синдром раздраженного кишечника, было достигнуто 
при использовании закваски на основе Frul. sanfranciscensis  
и Leuc. citreum [88].

Преимуществом использования хлеба на закваске является 
также возможность снижать гликемический индекс, контроли-
ровать уровень глюкозы в крови, повышать чувствительности  
к инсулину, снижать уровень холестерина в сыворотке крови. 
Это позволяет снизить риск развития диабета 2-го типа и сер-
дечно-сосудистых заболеваний, улучшить контроль веса [89–92].

Функциональные заквасочные культуры способствуют уве-
личению количества витаминов и минералов в конечном про-
дукте, обогащению соединениями с антиоксидантными и анти-
гипертензивными свойствами, участвуют в регуляции обмена 
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веществ, повышении настроения и энергетического потенциала 
потребителей [92–97]. Антигипертензивное соединение γ-ами-
но масляная кислота (ГАМК) образуется в результуте декарбок-
силирования глутамата глутаматдекарбоксилазами молочнокис-
лых бактерий.

Примером получения функциональных продуктов при ис-
пользовании специально подобранных штаммов молочнокислых 
бактерий может служить разрушение β-лактоглобулина (преоб-
ладающего сывороточного белка коровьего молока, одного из 
основных аллергенов) в процессе приготовления хлеба на заква-
ске с внесением лактобацилл видов Lacp. plantarum, Lactobacillus 
helveticus [98].

Поскольку функциональные свойства продуктов, как и вкусо- 
ароматические особенности, определяются прежде всего видо- 
и/или штаммоспецифичными свойствами культур микробного 
сообщества закваски, выделение и селекция новых штаммов мо-
лочнокислых бактерий с желаемыми свойствами является пер-
спективным направлением исследований.

Заключение. Ферментация с использованием закваски явля-
ется наиболее естественным и эффективным способом обеспе-
чения оптимальных вкусовых и функциональных характери-
стик хлеба. Хлебные закваски представляют собой специфиче-
ские микробные экосистемы, доминирующими организмами  
в которых являются гетероферментативные молочнокислые бак-
терии, которые синергически сосуществуют с дрожжами. В про-
мышленных условиях применение для производства заквасок 
специально подобранных культур микроорганизмов позволяет 
придать нужное направление процессу ферментации, гаранти-
ровать высокое качество и определенные функциональные свой-
ства готовых продуктов. В связи с этим актуальными являются 
выделение и селекция новых штаммов молочнокислых бактерий 
с желаемыми свойствами, исследование сложных метаболиче-
ских взаимодействий между доминирующими в экосистеме за-
кваски молочнокислыми бактериями, дрожжами и вносимыми 
микробными инокулятами, создание на этой основе новых ста-
бильных заквасок и инновационных хлебных продуктов.
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Despite the development of accelerated baking technologies, interest in the tra-
dition of making bread using sourdough as a source of flavoring, nutritious and 
health-enhancing components is rising all over the world. Lactic acid bacteria and 
yeast play a leading role in the fermentation processes of bread dough. Traditional 
renewable sourdough resulting from spontaneous fermentation of a mixture of flour 
and water are stable microbial consortia. The dominant organisms in a complex 
sourdough ecosystem are heterofermentative lactic acid bacteria that coexist syner-
gistically with yeast. The number of lactic acid bacteria in sourdough (usually  
108 CFU/g or higher) exceeds at least ten times the yeast titer. The review provides 
the data on lactic acid bacteria of spontaneous sourdough fermentation and starter 
microbial cultures used in baking.
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Новым направлением в биотехнологии моющих и чистящих средств яв-
ляется использование спорообразующих бактерий рода Bacillus. Благодаря 
высокой антаго нистической активности к патогенным и условно-патогенным 
клинически значимым бак териям, синтезу широкого спектра гидролитиче-
ских ферментов и поверхностно-активных веществ усиливается моющая  
и дезинфицирующая способность препаратов на их основе. 

В результате скрининга из 70 изолятов бактерий с антимикробными, гид-
ролитическими и поверхностно-активными свойствами были выбраны наи-
более активные спорообразующие штаммы – B. amyloliquefaciens БИМ В-1828 Г 
и БИМ В-1829 Г, обладающие комплексом ферментативной и антимикроб- 
ной активности. Была оценена устойчивость отобранных штаммов бактерий 
к компонентам моющих средств и их биологическая активность в процессе 
хранения. На основании данных о сохранности и биологической активности 
B. amyloliquefaciens БИМ В-1828 Г и БИМ В-1829 Г были подобраны составы 
экспериментальных образцов моющих средств, содержащих пробиотическую 
добавку, оценена их моющая и дезинфицирующая способность.

Ключевые слова: бактерии, Bacillus, поверхностно-активные вещества, 
моющие средства, дезинфицирующие свойства.

Введение. Многие представители рода Bacillus являются 
продуцентами широкого спектра антимикробных веществ, что 
обусловливает их антимикробную активность по отношению  
к патогенным и условно патогенным микроорганизмам и позво-
ляет рассматривать их в качестве потенциальных биологиче-
ских агентов для создания дезинфектантов [1]. 
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Продуцируемые бактериями B. subtilis противомикробные 
пептиды благодаря схожей химической структуре с противомик-
робными пептидами, выделяемыми в организме человека, име-
ют существенное преимущество перед традиционными анти-
биотиками и дезинфектантами. При их применении у патогенной 
микробиоты редко возникает резистентность, а побочные эф-
фекты обычно отсутствуют. Отсутствие резистентности к про-
тивомикробным пептидам B. subtilis связывают с механизмом 
их действия, который чаще направлен на формирование мем-
бранных пор, приводящих к гибели бактерий. В то же время ак-
тивность традиционных антибиотиков больше сфокусирована 
на ингибировании метаболических ферментов бактерий, что об-
легчает развитие устойчивости патогенных микроорганизмов  
к данным веществам [2].

Среди бактерий рода Bacillus также встречается способность 
синтези ровать различные поверхностно-активные вещества (ПАВ), 
в частности гликолипиды, липопептиды и липопротеины, жир-
ные кислоты, нейтральные липиды и фосфолипиды, биосурфак-
танты. Из наиболее известных биосурфактантов, продуцируемых 
бациллами, можно выделить липопептиды сурфактин и лихене-
зин. Способность к синтезу сурфактина встречается у штаммов 
B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis и B. аmyloliquefaciens [3].

Показано, что циклические липопептидные биосурфактан-
ты, образуе мые B. subtilis, усиливают моющие свойства детер-
гентов и сохраняют по верхностно-активные свойства в широ-
ком интервале рН (7,0–12,0) и темпера туры (30–120 °С) [4, 5].

Способность представителей рода Bacillus продуцировать 
комплексы эстераз, липаз, гликозидаз, фосфатаз может усилить 
моющую активность чистящих средств на их основе и снизить 
количество используемых химических компонентов [6]. 

Непатогенные бактерии рода Bacillus рассматривают в каче-
стве перспективных продуцентов биологически активных ве-
ществ, в том числе ферментов, антимикробных и поверхностно-
активных веществ, благодаря чему их представители могут 
выступать в качестве пробиотического компонента в составе 
моющих средств.
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К преимуществам применения экологически безопасных мо-
ющих средств с пробиотиками относятся: максимально эффек-
тивная и качественная уборка, устранение болезнетворных бак-
терий, неприятных запахов, био разлагаемость (более 90 %). 
Препараты безопасны для людей, животных и растений, любых 
материалов и поверхностей, экономичны. При их использо вании 
достигается не только моющий, но и дезинфицирующий эффект, 
так как пробиотические микроорганизмы могут адсорбировать-
ся на обрабатываемых поверхностях [7]. 

Цель работы – изучение влияния компонентов комплексно-
го моющего средства с дезинфицирующим эффектом на сохран-
ность и биологическую активность бактерий B. amyloliquefaci- 
ens БИМ В-1828 Г и B. amyloliquefaciens БИМ В-1829 Г в его со-
ставе.

Материалы и методы. Основными объектами исследования 
являлись штаммы B. amyloliquefaciens БИМ В-1828 Г и B. amylo- 
liquefaciens БИМ В-1829 Г. Периодическое культивирование бак-
терий осуществляли в колбах Эрленмейера на качалке (200 об/мин, 
температура 28–30 °С) и в лабораторных ферментерах АНКУМ 2М 
(скорость вращения мешалки 200 об/мин, количество воздуха  
1 л/л среды мин, температура 28–30 °С) на модифицированной 
среде Мейнелла состава (г/л): меласса – 30,0; K2HPO4 × 3H2O – 
7,0; KH2PO4 – 3,0; MgSO4 × 7H2O – 0,1; (NH4)2SO4 – 1,5; натрия 
цитрат – 0,5; вода дистиллированная – до 1 л.

Биологическую активность экспериментальных образцов мо-
ющего средства оценивали посредством определения титра жиз-
неспособных клеток пробиотических культур в них и антимик-
робной активности в отношении условно-патогенных тест-культур.

Титр колониеобразующих единиц (КОЕ) пробиотических 
жидких культур и экспериментальных образцов определяли ме-
тодом предельных разведений [8] на мясо-пептонном агаре (МПА) 
(2 %, рН 7,0).

Антимикробную активность отобранных штаммов и экспе-
ри мен тальных образцов моющих составов определяли методом 
отсроченного антагонизма [9] на бульоне Хоттингера агаризо-
ванном (БХА) (1,2 и 2 %, рН 7,0). Результаты оценивали на 2-е 
сутки по диаметру зон ингибирования роста тест-культур во-
круг лунок.
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В лабораторных условиях моющую способность определяли 
по массе удаляемого загрязнителя, результат выражали в про-
центах относительно массы загрязнителя, нанесенного на пла-
стинку. Для приготовления загрязнителя в стеклянном стакане 
вместимостью 100 см3 смешивали (0,25 ± 0,05) г солидола жиро-
вого и (0,5 ± 0,05) г ланолин этоксилата. Затем при постоянном 
перемешивании вводили остальные компоненты в следующей 
последовательности: масло льняное (1,5 ± 0,05) г, олеиновую 
кислоту (0,25 ± 0,05) г, яичный желток (1 шт.), воду дистиллиро-
ванную (3,5 мл) до получения однородной массы. 

При определении моющей способности использовали 6 пла-
стинок из стекла с ровной поверхностью без механических по-
вреждений (царапин, трещин, сколов), очищенных раствором 
безабразивного моющего средства, этиловым или изопропило-
вым спиртом. Загрязнитель количеством (0,3 ± 0,05) г равномер-
но распределяли по поверхности каждой пластинки тонким ров-
ным слоем. Загрязненные пластины выдерживали при комнат-
ной температуре в течение 30 мин, высушивали в сушильном 
шкафу при температуре (103 ± 2) °С в течение 30 мин, охлажда-
ли при комнатной температуре в течение (30 ± 1) мин и взвеши-
вали с точностью до 0,001 г.

Для проведения испытаний подготовленные пластинки 
устанавливали вертикально в кювету, которую заполняли испы-
туемым раствором температурой (30 ± 2) °С и массовой долей 
средства 10 % так, чтобы пятно загрязни теля было полностью 
закрыто. Кювету выдерживали на перемешивающем устройстве 
((200 ± 10) об/мин) в течение 30 мин, после чего пластинки опо-
ласкивали под ударной струей воды ((30 ± 2) °С, (30 ± 5) сек), вы-
сушили ((103 ± 2) °С, (30 ± 2) мин), охлаждали при комнатной 
температуре и взвешивали с точностью до 0,001 г.

Моющую способность (Х) в процентах вычисляли по фор-
муле 1:

   
(1)

где m0 – масса исходной пластинки, г; m1 – масса очищенной 
пластинки, г; m2 – масса загрязненной пластинки, г [10].
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Результаты и обсуждение. Большую роль в процессе созда-
ния моющих средств, содержащих микробный компонент, играет 
подбор подходящего состава. Важно, чтобы активно действую-
щие вещества (АДВ), входящие в состав препарата, не подверга-
лись деструкции микроорганизмами, не оказывали негативного 
влияния на бактериальные культуры. Поэтому в настоящем ис-
следовании была проведена оценка устойчивости отобранных 
штаммов бактерий к АДВ, входящих в состав моющих средств.

Для действия различных АДВ на бактерии использовали кон-
центраты жидких двухсуточных культур штаммов B. amylo-
liquefa ciens БИМ В-1828 Г и B. amyloliquefaciens БИМ В-1829 Г.

Установлено, что использование жидких концентратов КЖ  
в количестве 1 % (2,0–2,5 × 1010 КОЕ/мл) обеспечивает необхо-
димую концентрацию ((1,0–3,0) × 108 КОЕ/мл) бактерий в мо-
дельных рабочих растворах моющего средства и их ингибирую-
щее действие на тест-культуры (табл. 1). 

Отмечено, что рабочие растворы на основе консорциума 
культур (в соотношении с концентратами КЖ 1 : 1, об/об) про-
являли антимикробные свойства к тест-объектам, сравнимые  
с наиболее активной монокультурой. Данный факт указывает на 
эффективность использования консорциума бактерий в составе 
микробной добавки.

Устойчивость пробиотических бактерий к действию АДВ 
оценивали путем определения титра бактерий в образцах, со-
держащих концентраты КЖ штаммов, ПАВ и дезинфектанты, 
непосредственно после их получения и через 7 и 14 сут хране-
ния при комнатной температуре (23 ± 2 °С). В составе образцов 
использовали водные растворы дезинфектантов и ПАВ различ-
ных классов (ионогенные и неионогенные) концентрацией 3 %. 

В качестве последних использовали: бензалкониум хлорид 
(БХ) – дезинфектант, широко применяемый для стерилизации 
поверхностей, а также в составе моющих средств, фунгицидов  
и альгицидов; полигексаметилгуанидин (ПГМГ) – неионогенный 
ПАВ, входящий в состав чистящих средств и косметики; диде-
цилдиметиламмония хлорид (ДДАХ) – анионный ПАВ, часто 
используемый в промышленности как сильное чистя щее и сма-
чивающее средство и пенообразователь; додецилдипропилен 
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триамин (триамин) – малотоксичное для человека соединение, 
эффективно убивающее микроорганизмы, в том числе грамполо-
жительные и грамотрицательные бактерии, а также микобакте-
рии туберкулеза; диальдегид щавелевой кислоты (глиоксаль) – 
антисептик, донор формальдегида с широким спектром действия. 

Результаты исследования взаимодействия бактериальных 
культур и АДВ указывают на то, что при длительном контакте 
выживаемость клеток значительно снижается. Хотя штаммы 
проявляли высокую толерантность к исследуемым АДВ, титр 
жизнеспособных бактерий на 14 сут эксперимента составлял от 
0,5 × 106 до 8,2 × 106 КОЕ/мл, при этом его наиболее значитель-
ное снижение начиналось после 7 сут хранения. Лучшие показа-
тели сохранности и антимикробной активности исследуемых 
бактерий отмечены в модельных образцах с БХ и триамином: 
концентрация клеток через 14 сут хранения при комнатной тем-
пературе составляла 1,8 × 106 – 8,2 × 106 КОЕ/мл (табл. 2). Также 
показан синергический антимикробный эффект образцов, содер-
жащих консорциум бактерий и АДВ, на условно-патогенные 
тест-объекты. При этом со временем отмечено заметное снижение 
эффективности их действия до уровня, сравнимого с действием 
растворов АДВ без бактерий-антагонистов. Так, через 14 сут хране-
ния антимикробная активность B. amyloliquefaciens БИМ В-1829 Г 
и B. amyloliquefaciens БИМ В-1829 Г в составе моющих средств  
с ДДАХ составляла 14–16 и 26–27 мм, с триамином – 30 и 30–32 мм, 
с ПГМГ – 21 и 22 мм, с БХ – 23–26 и 26 мм, с глиоксалем – 30  
и 34 мм по отношению E. coli и S. aureus соответственно.

Для получения сухой формы микробной добавки на осно- 
ве консорциума штаммов B. amyloliquefaciens БИМ В-1828 Г  
и B. amyloliquefaciens БИМ В-1829 Г проводили предваритель-
ное концентрирование их КЖ (с начальным титром 1,2 × 109–
2,0 × 109 КОЕ/мл) в 6–8 раз до содержания бактериальных кле-
ток в концентрате не менее 1,0 × 1010 КОЕ/мл. В результате суш-
ки концентрата получен образец сухой микробной добавки со 
средним титром клеток (3,8 ± 0,2) × 1010 КОЕ/г, что позволило 
снизить до 0,5 % норму внесения биокомпонента в рабочий рас-
твор моющего средства.

С использованием отобранных АДВ были приготовлены об-
разцы химической основы моющего средства (табл. 3). 
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Таблица 3. Характеристика образцов химической основы  
моющего средства

Показатель Образец 1 Образец 2 Образец 3

Внешний вид, цвет

Прозрачная  
или слегка  

опалесцирующая 
жидкость  

от бесцветного  
до желтого 

цвета

Прозрачная  
или слегка  

опалесцирующая 
жидкость от 

бесцветного до 
желтого цвета

Прозрачная  
или слегка  

опалесцирующая 
жидкость  

от светло-желтого 
до желтого цвета

Запах Слабый спе- 
цифический

Специфический, 
умеренный

Специфический, 
умеренный

Плотность при 20 °C,  
г/см3 0,990–1,050 0,980–1,120 0,980–1,050

Показатель  
концентрации  
водородных ионов (рН) 
средства, ед. рН

0,990–1,050 7,5–9,5 10,0–11,2

Массовая доля  
алкилтриамина, % 3,6–4,1 2,7–3,1 2,4–2,8

Массовая доля БХ, % – 8,6–9,3 1,8–2,4

Оценку моющей способности полученных образцов, содер-
жащих АДВ и пробиотические бактерии в количестве не менее 
1,0 × 108 КОЕ/мл, проводили in vitro (табл. 4). 

Таблица 4. Результаты определения моющей способности  
опытных образцов

№ образца
Моющая способность, %

RSD*Повторность опыта
Среднее зна чение

1 2 3

1 94,7 95,1 97,5 95,8 1,6
2 95,2 96,4 96,7 96,1 0,8
3 96,6 96,8 96,4 96,6 0,2

* – относительное стандартное отклонение, рассчитанное как отношение 
стандартного отклонения к выборочному среднему. 

Все три образца показали высокую способность удалять за-
грязнения с обрабатываемой поверхности, наилучшей моющей 
способностью обладал образец № 3 с алкилтриамином (2,6 %)  
и БХ (2 %).
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Эффективность бактерицидного и фунгицидного действия 
рабочих растворов, полученных из образца моющего средства 
№ 3, содержащего действующие вещества и пробиотический 
компонент (микробную добавку в сухой форме) в концентрации 
0,025–1,0 % каждого, испытывали при обработке поверхностей  
в модельных опытах при различных режимах (табл. 5). 

Таблица 5. Режимы испытаний антимикробного действия  
рабочих растворов моющего средства

Режим

Концентрация 
АДВ и микробной 
добавки в рабочем 

растворе, % 

Длительность  
экспозиции, мин

Бактерицидный, на тест-штаммах:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15 442,
Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 6538)

0,025 
0,1 

0,25 
0,5
1,0 

60
45
30
15
10

Фунгицидный, на тест-штамме:
Candida albicans  ATCC 10 231

0,025 
0,1 

0,25 
0,5
1,0 

60
45
30
15
10

В качестве критерия эффективности действия рабочих рас-
творов моющего средства использован фактор редукции (RF), 
который рассчитывали по формуле 2:

 log RF = log (KOE VW) – log (KOE NW), (2)

где КОЕ VW – количество клеток тест-штаммов на 25 см2 по-
верхности до воздействия образца; КОЕ NW – количество кле-
ток тест-штаммов на 25 см2 поверхности после воздействия об-
разца.

Показано, что при использовании рабочих растворов с кон-
центрацией действующих веществ от 0,1 до 1,0 % показатель 
фактора редукции превышает 5, что свидетельствует об эффек-
тивном (до клинически незначимого уровня) снижении титра 
тест-штаммов после обработки контаминированной поверхно-
сти. При этом содержащиеся в моющем средстве пробиотиче-
ские бактерии сохраняли свою жизнеспособность на обрабаты-
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ваемых поверхностях, препятствуя заселению патогенной микро-
биоты в течение последующих 7–10 сут. 

Следовательно, все экспериментальные образцы обладают 
антимикробной активностью по отношению к испытанным тест- 
объектам и пригодны для применения в качестве дезинфициру-
ющих агентов. 

Заключение. Учитывая сохранность пробиотических бак-
терий B. amyloliquefaciens БИМ В-1828 Г и B. amyloliquefa ciens 
БИМ В-1829 Г в образцах моющего средства и рабочих раство-
рах, содержащих различные группы АДВ, а также эффектив-
ность их действия в отношении клинически значимых микро-
организмов обоснован состав моюще-дезинфицирующего сред-
ства, включающий алкилтриамин (2,4–2,8 %) и бензалкония 
хлорид (1,8–2,4 %). Показано, что рабочие растворы действую-
щих веществ и пробиотического компонента в концентрации от 
0,1 до 1,0 % обладают высокой моющей способностью, эффек-
тивно снижают количество патогенных микроорганизмов, а так-
же предотвращают заселение ими обработанных поверхностей  
в течение 7–10 сут.
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A new direction in the biotechnology of detergents and cleaning products is the 
use of spore-forming bacteria of the genus Bacillus. Due to the high antagonistic 
activity towards pathogenic and opportunistic clinically significant bacteria, the 
synthesis of a wide range of hydrolytic enzymes and surfactants, the cleaning and 
disinfecting ability of preparations based on them is enhanced.

As a result of screening, from 70 bacterial isolates with antimicrobial, hydro-
lytic and surface-active properties, the most active spore-forming strains were se-
lected – B. amyloliquefaciens BIM V-1828 G and BIM V-1829 G, which have a com-
plex of enzymatic and antimicrobial activity. The resistance of selected bacterial 
strains to detergent components and their biological activity during storage were 
assessed. Based on data on the safety and biological activity of B. amyloliquefaci- 
ens BIM V-1828 G and BIM V-1829 G, the compositions of experimental samples of 
detergents containing a probiotic additive were selected, and their cleaning and dis-
infecting ability was assessed.
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Изучено влияние биоцидной обработки на жизнеспособность спор мик-
роскопических грибов, локализованных на пылевых частицах с поверхности 
архивных документов, и сорбцию ими тяжелых металлов, содержащихся  
в старинных чернилах и природных пигментах. Для исследования отобраны 
изоляты, устойчивые к токсическому действию бензалкониум хлорида и ак-
тивно растущие при низкой активности воды (aw= 0,85) в интервале темпера-
тур от 5 до 28 °С. Установлено, что экспозиция в 0,05%-ном растворе бен- 
залкониум хлорида в течение 1 ч повышает сорбционную емкость биомассы 
отобранных грибов в отношении ионов свинца, кадмия и меди в 1,5–2,5 раза. 
Гриб Paecilomyces variotii проявил себя как гипераккумулятор высокотоксич-
ных металлов: коэффициент распределения в системе мицелий гриба – ионы 
свинца и кадмия после воздействия биоцида составил 1048 и 970 мл/г соот-
ветственно.

Ключевые слова: микромицеты, психротолерантность, биоповрежде-
ния, тяжелые металлы, сорбция, биоцидная обработка.

Введение. Одной из важнейших задач, решаемых в архивной 
отрасли и документоведении, является обеспечение микологи-
ческой безопасности объектов архивного хранения от разруши-
тельного воздействия микроскопических (плесневых) грибов,  
а также устранение опасности их негативного воздействия на 
здоровье людей. В архивах систематически проводится провер-
ка наличия, обследование состояния, выдача дел пользователям, 



Биотехнологии	для	медицины	и	промышленности	 481

подбор дел для реставрации и другая работа с документами, во 
время которой и выявляются объекты, пораженные плесневыми 
грибами. Как правило, поражение плесневыми грибами работ-
ники архивов определяют визуально по таким вторичным при-
знакам, как разрушение материальной основы документов, по-
явление налетов или пятен различной окраски, локальное обес- 
цвечивание чернил и красок. В то же время скоплениям на  
старой потемневшей бумаге малозаметных пылевидных частиц, 
содержащих целлюлозу и другие компоненты химической и био-
логической природы, обычно не уделяется должного внимания [1]. 

Значимой составляющей архивной пыли являются споры 
микроскопических грибов. Это обусловлено тем, что бумага яв-
ляется легкодоступным источником углеродного и минерального 
питания для микромицетов, живущих в широком диапазоне ак-
тивности воды. Обладающая высокой гигроскопичностью бума- 
га способна впитывать содержащуюся в воздухе влагу, что обе-
спечивает ксеротолерантным микромицетами физиологические 
потребности в воде. Кроме того, микроскопические грибы после 
прорастания спор легко способны приспособиться к различным 
климатическим факторам, они адаптируются к низким темпера-
турам (психротолерантность) и невысокой влажности субстрата 
(ксеротолерантность). Так, при относительной влажности возду-
ха 65–70 % споры ксеротолерантных видов грибов прорастают, 
а последующие биохимические процессы расщепления целлю-
лозы их метаболитами приводят к локальному повышению 
влажности бумаги. Это, в свою очередь, создает условия для 
развития более требовательных к влаге микроорганизмов [2]. 

Для профилактики развития плесневых грибов или подавле-
ния их роста на объектах архивного хранения разрешен очень 
ограниченный спектр фунгицидных препаратов. Вследствие их 
широкого применения приводит к появляются адаптированные 
к фунгицидам штаммы грибов с различной степенью устойчи-
вости. Резистентные штаммы грибов в присутствии фунгицидов 
усиливают синтез метаболитов, относящихся как к факторам 
биоповреждений, так и к факторам их патогенности [3]. 

При вдыхании архивная пыль легко проникает в дыхатель-
ную систему человека, работающего с документами, а содержа-
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щиеся в ней в высоких концентрациях микроскопические грибы 
различных видов провоцируют аллергические заболевания или 
поражение различных органов – микозы [4]. 

Следует отметить особую опасность вдыхания спор и фраг-
ментов мицелия микромицетов, колонизовавших архивные до-
кументы. Она связана со способностью грибов аккумулировать 
в клеточных стенках металлы (железо, медь, ртуть, свинец), со-
держащиеся в старинных чернилах и природных пигментах,  
а также химикаты, входящие в состав консервантов, другие ток-
сичные вещества [5].

Многие металлы (цинк, медь, марганец, никель и др.) в ма-
лых концентрациях необходимы для нормальной жизнедеятель-
ности организмов, и только при превышении допустимой нормы 
они становятся токсичными, тогда как другие (кадмий, свинец, 
ртуть) опасны даже в малых количествах. 

Цель исследования – оценить влияние антисептической об-
работки на сорбцию тяжелых металлов устойчивыми к неблаго-
приятным факторам внешней среды грибами – контаминантами 
архивных документов. 

Материалы и методы. Объектами исследования служили 
микромицеты, выделенные из налетов пыли на архивных доку-
ментах. Грибы, обладающие ксеротолерантными свойствами  
в широком диапазоне температур и повышенной устойчивостью 
к применяющимся в реставрации биоцидам, культивировали на 
среде Чапека – Докса, жидкой (ЧД) или агаризованной (ЧДА).

Для выделения микобиоты, резистентной к биоцидам, 20 мг 
пылевых частиц суспендировали в 10 мл стерильной воды, до-
бавляли 10%-ный раствор бензалкониум хлорида (ВАС) из рас-
чета его конечной концентрации в суспензии 1 %. До внесения 
биоцида и через каждые 10 мин экспозиции в условиях переме-
шивания отбирали пробы объемом 1 мл каждая, переносили 
равными порциями и равномерно распределяли по поверхности 
ЧДА в 5 чашках Петри. Количественный и качественный состав 
микобиоты оценивали через 7 сут инкубации при температуре 
15 °С.

Критерием ростовой активности грибов служил выход био-
массы в газонной культуре. Мицелий отделяли от агаризован-
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ной среды горячим фильтрованием после кипячения в течение  
1 мин в большом объеме дистиллированной воды. Количество 
собранной биомассы мицелия после высушивания при 105 °С 
определяли гравиметрически и выражали в мг. Выход биомассы 
рассчитывали как отношение массы сухого мицелия, получен-
ного с 1 см2 агаризованной среды (мг/см2). 

Ксеротолерантность оценивали по выходу биомассы грибов 
через 10 сут культивирования на ЧДА при 5, 15 и 28 °С и по их 
способности расти в условиях экстремально низкой активности 
воды (aw = 0,85), создаваемой путем внесения в питательную 
среду NaCl (17 %). В контрольной ЧДА величина aw  составляет 
0,98 [6]. 

Для определения сорбционной активности грибы выращива-
ли стационарно в колбах Эрленмейера объемом 100 мл, содер-
жащих 20 мл ЧД, при температуре 15 °С в течение 7 сут. После 
отделения часть биомассы инкубировали в 0,05%-ном растворе 
бензалкониум хлорида в течение 1 ч, затем отделяли фильтрова-
нием, промывали дистиллированной водой и снова фильтровали. 

Сорбцию металлов биомассой гриба с исходной влажностью 
(60 ± 5) % определяли по уменьшению концентрации соответ-
ствующих ионов после контакта сорбента с растворами солей: 
Cd(CH3COO)2, CuSO4, Pb(NO3)2. Концентрацию ионов металлов 
в растворах до и после сорбции оценивали методом атомно-аб-
сорбционной спектроскопии. Для оценки сорбционной емкости 
навеску сорбента пересчитывали на абсолютно сухую массу, ис-
ходная влажность биомассы составляла 60 ± 5 %. 

Условия сорбции: исходные концентрации металлов в рас-
творах – 0,05 ммоль, рН 5,5, температура 15 °С, длительность – 
1 ч, соотношение сорбент:сорбат – 1:300. 

Сорбционную емкость рассчитывали по формуле 1:

 S = (Сисх – Сравн) × Vраст / mсорб,  (1)

где S – сорбционная емкость, мг/г; Сисх. и Сравн – соответственно 
исходная и равновесная концентрации металлов, мг/мл; Vраст – 
объем исследуемого раствора, мл; mсорб – масса сорбента, г.
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Коэффициент распределения рассчитывали по формуле 2:

 Kd   = S / Сравн, (2) 

где Kd – коэффициент распределения, мл/г; S – сорбционная ем-
кость, мг/г; Сравн – равновесная концентрация, мг/мл; Сисх – ис-
ходная концентрация – 10 мг/л.

Представленные результаты являются усредненными вели-
чинами не менее двух экспериментов, выполненных в трехкрат-
ной повторности.

Результаты и обсуждение. Анализ запыленности докумен-
тов, отобранных в архивах для проведения реставрационных ра-
бот, показал, что пылевидные частицы обычно скапливаются на 
внутренней части корешка переплета, крошащихся участках бу-
маги, на поверхности документов с фоксингами (коричневатые 
пятна абиотической природы) или пигментными пятнами преж-
них очагов биоповреждения в неровностях бумаги, местах замо-
кания (рис. 1).
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Условия сорбции: исходные концентрации металлов в растворах – 

0,05 ммоль, рН 5,5, температура 15 ºС, длительность – 1 ч, соотношение 

сорбент-сорбат – 1 : 300.  

Сорбционную емкость рассчитывали по формуле 1: 

S = (Сисх – Сравн) × Vраст / mсорб,                                      (1) 

где S – сорбционная емкость, мг/г; Сисх. и Сравн – соответственно исходная и 

равновесная концентрации металлов, мг/мл; Vраст – объем исследуемого 

раствора, мл; mсорб – масса сорбента, г. 

Коэффициент распределения рассчитывали по формуле 2: 

Kd = S / Сравн                                                    (2) 

где Kd – коэффициент распределения, мл/г; S – сорбционная емкость, мг/г; Сравн 

– равновесная концентрация, мг/мл; Сисх  исходная концентрация – 10 мг/л. 

Представленные результаты являются усредненными величинами не 

менее двух экспериментов, выполненных в трехкратной повторности. 

Результаты и обсуждение. Анализ запыленности документов, 

отобранных в архивах для проведения реставрационных работ, показал, что 

пылевидные частицы обычно скапливаются на внутренней части корешка 

переплета, крошащихся участках бумаги, на поверхности документов с 

фоксингами (коричневатые пятна абиотической природы) или пигментными 

пятнами прежних очагов биоповреждения в неровностях бумаги, местах 

замокания (рис. 1). 

 

     
Корешок  
переплета 

Хрупкие края 
листов 

Участки 
с пятнами 

Неровности 
бумаги 

Места  
замокания 

 

Рис. 1. Места локализации пылевидных частиц на архивных документах, отобранных для 

проведения реставрационных работ 

Рис. 1. Места локализации пылевидных частиц на архивных документах,  
отобранных для проведения реставрационных работ

Микроскопирование проб пыли с архивных документов вы-
явило их гетерогенность. Наряду с мелкими фрагментами бума-
ги и отдельными целлюлозными волокнами в архивной пыли 
присутствовали аморфные клеевые частицы, минеральные кри-
сталлы, грибные споры. Как правило, при высеве проб пыли с 
высоким содержанием спор на ЧДА появлялись лишь единич-
ные колонии, что свидетельствовало об утрате большинством 
грибов жизнеспособности в условиях архивов.

Архивные документы перед проведением реставрационных 
работ должны подвергаться обеспыливанию, полноту которого 
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при слабой прочности материальной основы осуществить доволь-
но сложно. Поэтому реставрируемые документы нередко проходят 
тотальную антисептическую обработку. Полистная обработка, 
предшествующая реставрации, заключается или в перекладыва-
нии документов бумажными листами, смоченными в биоцид-
ном растворе, последующем обертывании на 1 сут в полиэтилен 
и высушивании на воздухе или в протирании тампонами, ув-
лажненными биоцидным составом и дальнейшем высушивании. 
Широкомасштабные исследования микробной контаминации 
антисептированных документов, хранящихся в условиях фазо-
вой консервации, выявили наличие жизнеспособных пропагул 
многих грибов даже после повторных обработок [7].

При изучении влияния бензалкониум хлорида (1%-ный рас-
твор) на жизнеспособность грибных спор, содержащихся в ар-
хивной пыли, установлено, что эффективность антисептической 
обработки изменялась в зависимости от ее продолжительности. 
Обнаружено, что кратковременное (30 мин) воздействие фунги-
цида оказывало на прорастание спор стимулирующий эффект, 
который сменялся ингибирующим с увеличением длительности 
контакта. Можно предположить, что бензалкониум хлорид, яв-
ляющийся катионным ПАВ, разрыхляет сухие оболочки спор 
микромицетов, облегчая их набухание и появление ростовых 
трубок. 

Для выбора культур, устойчивых к неблагоприятным факто-
рам внешней среды, споры крупных колоний, выросших из об-
работанных биоцидом (1 ч) спор, пересевали диаметральными 
штрихами на ЧДА с 17%-ной NaCl. Ростовую активность выде-
ленных таким образом ксеротолерантных изолятов сравнивали 
в диапазоне температур от 5 до 28 ºС (рис. 2).

Грибы, проявившие устойчивость к неблагоприятным фак-
торам внешней среды, оценивали на способность быстро нака-
пливать биомассу в широком диапазоне температур и активно-
сти воды. На основании полученных результатов для изучения 
сорбционной активности были отобраны 5 штаммов, идентифи-
цированных как Aspergillus niger РС-7, Cladosporium herba- 
rum РС-24, Paecilomyces variotii РС-11, Penicillium chrysogenum РС-3, 
Trichoderma viride РС-18 (табл. 1).
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3 – скрининг ксеротолерантных грибов; 4 – скрининг психротолерантных грибов 
 

Рис. 2. Результаты микологического анализа проб архивной пыли  
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Исследования ростовой активности показали, что развитие 
контаминантов архивной пыли возможно в широком температур-
но-влажностном диапазоне, включая пониженную температуру, 
которая может поддерживаться в архивохранилищах. Все 5 гри-
бов сохраняли ксеротолерантность в диапазоне от 5 до 28 °С.

Известно, что на биосорбцию влияют такие факторы, как 
структура клеточной стенки, рН раствора, тип иона, концентра-
ция, молекулярная масса, заряд и т. п. Сорбция металлов живым 
мицелием происходит двумя различными механизмами: за счет 
физико-химического связывания с биополимерами клеточной 
стенки и их энергозависимого внутриклеточного связывания; 
сорбция нежизнеспособной биомассой возможна только ее по-
верхностными структурами [8]. 

Глубинный мицелий отобранных грибов после обработки 
0,05%-ным раствором бензалкониум хлорида терял от 5 до 7 % 



Биотехнологии для медицины и промышленности  487

массы, но при этом сохранял жизнеспособность в оптимальных 
для развития условиях. 

Было установлено, что по отношению к ионам свинца, кад-
мия и меди сорбционная емкость нативного мицелия грибов, 
устойчивых к неблагоприятным факторам внешней среды, по-
вышалась в 1,5–2,5 раза в результате воздействия 0,05%-ного 
бензалкониум хлорида в течение 1 ч (табл. 2). 

Таблица 2. Сорбционная емкость нативного и обработанного 0,05 % 
раствором бензалкониум хлорида мицелия 

Гриб

Сорбционная емкость мицелия, мг/г

до обработки после обработки

Pb2+ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Cd2+ Cu2+

A. niger РС-7 10,3 8,5 5,8 12,8 15,7 7,4
C. herbarum РС-24 8,9 6,6 7,0 11,7 14,4 8,0
P. variotii РС-11 7,7 6,9 6,4 15,8 12,6 7,7
P. chrysogenum РС-3 8,5 5,5 4,1 12,2 13,8 9,0
T. viride РС-18 7,9 5,0 4,7 10,3 15,5 6,0

Предполагается, что следствием биоцидной обработки явля-
ется дезорганизация биополимеров клеточной стенки, выход 
внутриклеточных белков и низкомолекулярных метаболитов. 
Это приводит к увеличению в составе хитин-глюканового ком-
плекса клеточной стенки функциональных групп, доступных 
для сорбции [8]. 

Повышение концентрации токсичных металлов в субстрате 
способствует увеличению сорбционной емкости, однако эффек-
тивность связывания ионов металлов при этом уменьшается. 
При небольшом количестве сорбента поверхность биомассы бы-
стро насыщается крупными ионами тяжелых металлов, что  
и снижает эффективность сорбции. Особенностью мицелия как 
сорбента является то, что даже при его небольшом количестве  
и низкой концентрации тяжелых металлов происходит связыва-
ние большего количества ионов до наступления состояния рав-
новесия между фазами. Таким образом, мицелий грибов облада-
ет не только сорбирующими, но также и биоаккумулирующими 
свойствами, позволяющими концентрировать на себе значи-
тельное количество ионов тяжелых металлов. 
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Сравнение коэффициентов распределения в системах «гриб-
ной мицелий – ионы тяжелых металлов» показало, что после об-
работки нативной биомассы биоцидом эффективность сорбции 
значительно увеличивается. Штамм P. variotii РС-11 среди ис-
следованных грибов выделяется как супераккумулятор свинца 
и кадмия (табл. 3). 

Таблица 3. Коэффициенты распределения в системах «грибной мицелий – 
ионы тяжелых металлов» до и после обработки  

0,05%-ного бензалкониум хлорида

Культура

Коэффициенты распределения (Kd), мл/г

мицелий без обработки мицелий после обработки

Pb2+ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Cd2+ Cu2+

A.  niger РС-7 510 106 483 915 854 628
C.  herbarum РС-24 341 112 724 774 725 616
P.  variotii РС-11 442 231 340 1048 970 664
P.  chrysogenum РС-3 504 98 401 826 622 533
T.  viride РС-18 457 85 332 785 745 585

Недостаток легкодоступных источников углеродного пита-
ния ускоряет появление и созревание спор у резистентных к не-
благоприятным факторам внешней среды плесневых грибов ар-
хивной пыли [9]. Поэтому можно предположить, что устойчивые 
к биоцидам микромицеты способны за время антисептической 
обработки и медленного высушивания прорасти, образовать ко-
лонии, аккумулировать в своей биомассе токсичные элементы  
и впоследствии сформировать споры, представляющие особую 
опасность для здоровья людей.

Заключение. В результате исследований установлено, что 
плесневые грибы даже в условиях невысокой концентрации тя-
желых металлов могут накапливать их в большом количестве. 
Сконцентрированные в пылевых налетах на архивных докумен-
тах фрагменты мицелия и споры, насыщенные токсичными ме-
таллами, могут представлять серьезную угрозу здоровью поль-
зователей и работников архивов. Бесконтрольное применение 
биоцидных соединений для борьбы с плесневыми грибами зна-
чительно усиливает такие риски. 
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The influence of biocidal treatment on the survival of spores of microscopic 
fungi contained in dust particles of archival documents and their sorption of heavy 
metals contained in ancient inks and natural pigments was studied. Isolates that are 
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resistant to the toxic effect of benzalkonium chloride and capable of actively devel-
oping at low water activity (aw = 0.85) in the temperature range from 5 to 28 °C 
were selected for the study. The results of the experiments showed that the sorption 
capacity of the selected fungi in relation to lead, cadmium and copper ions after 
1-hour exposure to 0.05% benzalkonium chloride became approximately 1.5–2.5 ti-
mes higher than before exposure to the biocide. The fungus Paecilomyces variotii 
proved to be a superconcentrator of highly toxic metals, the distribution coefficient 
of the mycelium of the fungus – lead and cadmium ions after exposure to the bio-
cide was 1048 and 970 ml/g, respectively.

Keywords: micromycetes, psychrotolerant, biodeterioration, heavy metals, 
sorption, biocidal treatment.
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Исследована способность штаммов R. ruber 30П, R. ruber Н2004, Bacil- 
lus sp. Lg1, Bacillus sp. Lg2 связывать летучие азот- и хлорсодержащие соеди-
нения. В результате проведенного исследования была выявлена высокая 
сорбционно-деструктивная активность отобранных штаммов микроорганиз-
мов р. Bacillus и р. Rhodococcus в отношении: индола – 67 и 52 %, хлорамина – 
100 и 80 %, аммиака – 100 и 82 %.

Ключевые слова: микроорганизмы-деструкторы, летучие азотсодержа-
щие соединения, хлорамин, индол, аммиак, сорбция, деструкция. 

Введение. Ежегодно в поверхностные природные водоемы 
сбрасывается огромное количество сточных вод. Согласно дан-
ным Министерства природных ресурсов Республики Беларусь 
за 2021 г., сброс недостаточно очищенных сточных вод в поверх-
ностные сточные объекты составил 2,34 млн м3 (без учета ава-
рийных разливов и несанкционированных сливов). На протяже-
нии последних 10 лет в Беларуси установилась положительная 
динамика ежегодного снижения сбрасывания недостаточно очи-
щенных сточных вод в природные водоемы. Несмотря на боль-
шую проделанную работу по внедрению мероприятий стратегии 
экологической безопасности водных ресурсов, остается проблема 
«положительной» динамики значений отдельных показателей 
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качества воды, в сравнении с предыдущим годом: хлорид-иона 
на 12 %, сульфат-ион на 45 %, аммоний-ион на 14 % [1–3].

За последние 3 года в Республике Беларусь резко возросло 
использование дезинфицирующих средств на фоне новой волны 
пандемии SARS-CoV-2. Основные потребители дезинфицирую-
щих средств – лечебно-профилактические учреждения. В про-
цессе эксплуатации учреждений лечебного профиля образуется 
немалое количество отходов биологического материала, требу-
ющих обязательной дезинфекции [4]. 

Согласно постановлению Министерства здравоохранения 
Республики Беларусь от 07.02.2018 № 14 Санитарные нормы  
и правила «Санитарно-эпидемиологические требования к обра-
щению с медицинскими отходами», сточные воды лечебно-про-
филактических учреждений, неблагоприятные в эпидемиологи-
ческом плане, обеззараживаются с помощью средств дезинфек-
ции и после разбавления сбрасываются в городские очистные 
сооружения. Для обеззараживания биологических отходов при-
меняют мероприятия, направленные на предупреждение путей 
передачи внутрибольничных инфекций. В качестве дезинфек-
тантов против микроорганизмов I или II групп патогенности  
используют хлор, хлорамин, монохлорамин. Преимуществом 
использования хлорсодержащих дезинфицирующих средств  
является их низкая стоимость, доступность реагента, пролонги-
рованность действия за счет нахождения в воде остаточного 
хлора [4–6].

Поступающие после плановой профилактической дезинфек-
ции на очистные сооружения сточные воды осложнены высоким 
содержанием поверхностно-активных веществ, а также хлор-  
и азотсодержащими соединениями. Такие сточные воды харак-
теризуются неравномерностью сброса, микробной обсемененно-
стью, высокими концентрациями по аммонийному азоту, низки-
ми значениями по органическому субстрату [5].

В сточных водах соединения активного хлора сперва взаи-
модействуют с азотсодержащими соединениями, а затем с орга-
ническими, образуя при этом летучие галогенорганические сое-
динения (ЛГС): монохлорамин, дихлорамин, трихлорамин. По 
данным исследований, эти соединения оказывают негативное 
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физиологическое воздействие на гидробионтов и накапливают-
ся в донных отложениях [7].

Применение хлорамина как дезинфицирующего средства 
приводит к нарушению работы ферментных систем микроорга-
низмов, нарушая обмен веществ. Хлорамины как производные 
аммиака и хлора обладают пролонгированным действием, хоро-
шо проникают в биопленки, инактивируют прикрепленные мик-
роорганизмы. Согласно литературным данным, при попадании 
или обработке хлорсодержащими дезинфицирующими сред-
ствами в процессе хлорирования сточных вод отмечены высо-
кий уровень мутагенной и канцерогенной активности по отно-
шению к консорциуму активного ила. Для хлорсодержащих де-
зинфицирующих средств и ЛГС, попадающих в сточные воды, 
отмечен высокий уровень мутагенной и канцерогенной актив-
ности по отношению к консорциуму активного ила в процессе 
очистки. Профилактические меры с использованием дезинфек-
тантов нового поколения на основе аммониевых и индольных 
соединений хотя и обладают низкой токсичностью, высокой био-
разлагаемостью, имеют высокую биоцидную активность [6–9].

Попадая вместе со сточными водами из различных источни-
ков в поверхностные природные воды, дезинфицирующие сред-
ства загрязняют окружающую среду. В мировой практике 
очистка осложненных сточных вод эффективнее происходит ком-
бинированным методом очистки с использованием высокоэф-
фективных микроорганизмов-деструкторов. 

Цель исследования – изучение сорбционно-деструктивной 
способности штаммов-деструкторов по отношению к летучим 
азотсодержащим соединениям (хлорамин, индол, аммиак).

Материалы и методы. Объектами исследования служили 
культуры Rhodococcus ruber 30П, Rhodococcus ruber Н2004, Ba-
cillus sp. Lg1, Bacillus sp. Lg2, отобранные ранее в ходе серии 
экспериментов по интенсификации процесса очистки сточных 
вод и устранения запахов в замкнутых системах биологических 
очистных сооружениях. 

Процесс утилизации азотсодержащих соединений микроор-
ганизмами проводили на жидких минеральных средах следую-
щего состава (г/л): сахароза – 1,0; MgSO4 – 0,6; K2HPO4 – 0,7; 
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NaCl – 0,4; NaH2PO4 – 0,7. В качестве источника азота использо-
вали водный раствор аммиака (200 мкл/л) и хлорамин Б (80 мг/л), 
азота и углерода – индол (100 мг/л). Для расчета концентраций 
ЛГС отбор проб осуществлялся как из водного раствора, так  
и из воздуха. Далее полученные данные суммировались. Куль-
тивирование микроорганизмов проводили в системах закрытого 
типа при следующих условиях: перемешивание – 200 об/мин, 
температура – 28 °C. Длительность эксперимента составляла 
9–14 сут. В качестве посевного материала использовали суспен-
зию микробных клеток 5 об.%. Для этого культуры микроорга-
низмов дважды отмывали буферным раствором следующего со-
става (г/л): K2HPO4 – 22,2; KH2PO4 – 7,2; NH4NO3 – 1,8; MgSO4 – 
0,2; рН 7,1 с последующим центрифугированием (1200 g, 10 мин). 

Измерение интенсивности запаха определяли методом оль-
фактометрии согласно ГОСТ Р 58578-2019 [10]. Убыль летучих 
азотсодержащих соединений оценивали общепринятыми мето-
дами аналитической химии: аммиак – по ГОСТ 33045-2014, хло-
рамин – ГОСТ 18190-72, индол – ГОСТ 53665-2009 в модифика-
циях [11–13]. Статическую обработку и анализ данных осущест-
вляли, используя пакет программ MS Excel.

Результаты и обсуждение. Эффективность очистки модель-
ных растворов в отношении летучих азотсодержащих соедине-
ний из воздушной и водной фаз изучали на модельных раство-
рах, содержащих аммиак, хлорамин Б, индол.

Изучение динамики утилизации аммиака микроорганизма-
ми проводили на минеральной питательной среде, содержащей 
раствор аммиака в качестве единственного источника азота. 
Культуральная жидкость с микроорганизмами-деструкторами 
выступала в качестве абсорбционного раствора, снижая содер-
жание ионов аммония из жидкой фазы. На границе раздела фаз  
в результате микробной адсорбции также происходило сниже-
ние содержания летучих соединений аммиака из воздушной 
среды. Степень снижения концентрации аммиака и ионов аммо-
ния, образующихся в процессе диссоциации аммиака на 3-и сут 
составляла не менее 35,0 % для всех исследуемых культур. Ха-
рактерный запах аммиака еле ощущался. Для R. ruber 30П  
и R. ruber H2004 была отмечена высокая сорбционно-деструк-
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тивная активность (снижение концентрации аммиака) – 61,2  
и 51,8 %, соответственно (рис. 1). Несколько ниже этот показа-
тель у культур рода Bacillus: Lg1 и Lg2 – 46,6 и 35,4 % соответ-
ственно. Значительное снижение содержания в образцах ионов 
аммония и аммиака отмечено на 6 сут для R. ruber 30П – 77,6 %,  
R. ruber H2004 – 86,7 %. Для штаммов рода Bacillus этот показа-
тель изменился незначительно: Bacillus sp. Lg1 – 46,6 %, Bacil- 
lus sp. Lg2 – 36,0 %. Наиболее эффективно очистка от аммиака  
и ионов аммония из жидкой и воздушной фаз происходила под 
влиянием штаммов R. ruber 30П и R. ruber H2004 – на 14 сут 
данные соединения не детектировались. Для бактерий рода Ba-
cillus (Bacillus sp. Lg1, Bacillus sp. Lg2) этот показатель был не-
сколько ниже. Суммарное снижение содержания аммиака и ионов 
аммония водно-газовой среды к этому времени составляло 65,6 
и 81,6 % соответственно. 
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Рис. 1. Эффективность очистки от аммиака и ионов аммония  
в водно-газовой среде отобранными штаммами

Следующим соединением, в отношении которого исследова-
на сорбционно-деструктивная активность отобранных микроор-
ганизмов-деструкторов был индол. В данном эксперименте ин-
дол, как представитель гетероциклических соединений в мо-
дельной среде, являлся одновременно единственным источником 
углерода и азота. Уже на 2-е сут эксперимента значение показа-
теля эффективности отмечено для Bacillus sp. Lg1 – 55,7 %. Для 
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остальных культур – в пределах 22–35 (Bacillus sp. Lg2 – 35,2 %, 
R. ruber 30П – 22,4, R. ruber H2004 – 32,7 %) (рис. 2). Характер-
ный запах индола сохранился, интенсивность запаха снизилась 
с 5 (очень сильный, невыносимый) до 3 баллов (легко ощути-
мый). По прошествии 6 сут интенсивность и тип запаха не изме-
нились для всех образцов с культурами. Для Bacillus sp. Lg1  
существенного снижения концентрации индола не отмечено  
и составило 4,5 %, что является недостаточным для снижения 
интенсивности запаха. Увеличение сорбционно-деструктивных 
процессов (уменьшение концентрации индола в воздушной  
и водной среде) по завершению периода адаптации зафиксиро-
вано для R. ruber H2004 и составило 42,0 %. Этот показатель 
для Bacillus sp. Lg2 и R. ruber 30П составлял 54,5 и 48,3 % соот-
ветственно. Самый высокий показатель эффективности очистки 
отмечен на 9-е сут эксперимента для Bacillus sp. Lg1 – 65,0 %, 
интенсивность запаха снизилась до 2 баллов, как и тип запаха. 
Следующим штаммом с высокой сорбционной активностью был 
Bacillus sp. Lg2 – 63,6 %, интенсивность запаха – 2 балла (слабый 
запах). Для культур рода Rhodococcus сорбционная активность 
отмечена H2004 – 49,6 и 30П – 50,8 %. Интенсивность запаха для 
обеих штаммов – 1 балл (еле уловимый запах). Исходя из одоро-
метрических данных, культуры расположились следующим об-
разом в порядке убывания: R. ruber 30П, R. ruber H2004, Bacillus 
sp. Lg2, Bacillus sp. Lg1.
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Рис. 2. Снижение содержания индола в водно-газовой среде  
отобранными штаммами
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Индол в отличие от аммиака и ионов аммония более эффек-
тивно утилизировался штаммами р. Bacillus. К концу экспери-
мента отмечено эффективное удаление индола штаммом Bacil-
lus sp. Lg1 – на 68,2 %, а Bacillus sp. Lg2 – на 67,5 %. Эффектив-
ность удаления индола штаммами микроорганизмов R. ruber 30П 
и R. ruber H2004 составила 53,2 и 52,2 %, соответственно. Одо-
рометрические параметры не изменились.

Сорбционно-деструктивную активность исследуемых мик-
роорганизмов в отношении аминов исследовали на примере  
хлорамина Б. Определение его концентрации, как хлорсодержа-
щего соединения устанавливали по присутствию в водных рас-
творах и воздухе свободного и связанного хлора в сравнении  
с контрольным образцом. 

Исходные модельные растворы обладали ярко выраженным 
характерным запахом хлора, интенсивность запаха по шкале 
Райта составляла 5 баллов (очень сильный запах). Начальные 
значения содержания свободного хлора в растворе – 4,2 мг/л, 
монохлорамина – 0,3 мг/л. На 2-е сут эксперимента интенсив-
ность запаха для всех культур снизилась до 2 баллов (слабый 
запах), характерный запах хлорамина еле ощущался. Для кон-
трольной пробы отмечено снижение содержания суммарного 
свободного хлора на 4,5 %, переход свободного хлора в связан-
ную форму – монохлорамин и дихлорамин. Интенсивность  
и тип запаха в сравнении с начальной точкой не изменились. 
Значительное снижение суммарного остаточного активного хло-
ра с учетом перехода в связанную форму отмечено для образцов 
с Bacillus sp. Lg1 – на 64,4, свободного хлора – на 66,9, монохло-
рамина и дихлорамина схоже – на 45,5 % каждый (рис. 3). 

Незначительно ниже эти показатели отмечались и для проб 
со штаммом Bacillus sp. Lg2, где суммарный остаточный хлор 
снижался на 55,5, свободный хлор – на 61,2, монохлорамин – 
33,3 %, дихлорамин оставался без изменений (как и в контроль-
ной пробе). Сорбционно-деструктивная активность по суммар-
ному остаточному хлору штаммов р. Rhodococcus оказалась 
значительно ниже бациллярных культур и составила для R. ru-
ber H2004 – 28,8, R. ruber 30П – 42,2 %. Содержание монохлора-
мина и дихлорамина для обеих культур практически не изме- 
нилось. 
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На 9-е сут эксперимента свободный и связанный хлор в опы-
тах с культурами р. Bacillus в водно-воздушной среде не детек-
тировались, то есть произошла полная очистка от хлорамина. 
Интенсивность запаха осталась на прежнем уровне, а тип запаха 
изменился и стал более выраженным кислого типа.

Для контрольного образца на 9-е сут отмечено появление ха-
рактерного запаха хлора, за счет его эмиссии в воздушную сре-
ду (0,4 мг/л), дихлорамин отсутствовал, содержание в водном 
растворе монохлорамина составило 1,2 мг/л, свободного хлора – 
2,3 мг/л. 

Степень очистки хлорамина в модельных растворах штам-
мами R. ruber 30П и R. ruber H2004 на 9-е сут по остаточному 
суммарному хлору составила 86,6 и 80,0 %, соответственно. 
Остаточные значения по свободному хлору для R. ruber 30П со-
ставили 0,1 мг/л, монохлорамина – 0,1 мг/л, дихлорамина – 
0,1 мг/л. Аналогичные результаты получены и для R. ruber H2004 
за исключением монохлорамина, концентрация которого в водно-
воздушной среде составляла 0,2 мг/л. За аналогичный период 
степень очистки модельных растворов от хлорамина по суммар-
ному остаточному активному хлору культурами R. ruber 30П  
и R. ruber H2004 составляла 86,6 и 80,0 %, соответственно. Оста-
точные значения по свободному хлору для R. ruber 30П соста- 
вили 0,1 мг/л, монохлорамина – 0,1 мг/л, дихлорамина – 0,1 мг/л, 
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Рис. 3. Эффективность очистки от хлорамина в водно-воздушной среде  
отобранными штаммами
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для R. ruber H2004 значения аналогичные, кроме монохлор- 
амина – 0,2 мг/л. Несмотря на неполную очистку штаммами  
р. Rhodococcus характерный запах хлорамина отсутствовал. На 
11-е сут эксперимента свободный и связанный хлор не опреде-
лялись.

Заключение. Изучена эффективность утилизации исследуе-
мых штаммов в отношении индола, хлораммина, аммиака. 
Эфективность очистки от хлорсодержащего соединения хлора-
мин Б для культур р. Bacillus составила 100,0, р. Rhodococcus –  
более 80,0, ароматического азотсодержащего индола – более 67,0 
и 52,0 % соответственно. Показатель утилизации аммиака для 
Bacillus sp. Lg1 – 65,6, Bacillus sp. Lg2 – 81,6, R. ruber Н2004  
и 30П – 100,0 %.

В результате использования штаммов-деструкторов Bacil- 
lus sp. Lg1, Bacillus sp. Lg2, R. ruber 30П, R. ruber H2004 в мо-
дельных растворах по одометрическим параметрам удалось до-
биться интенсивности и типа запаха в комфортных для человека 
ощущениях.

Таким образом, в результате проведенных серий исследова-
ний установлена высокая сорбционно-деструктивная активность 
отобранных штаммов в отношении хлорамина, аммиака и индола. 
Данные культуры микроорганизмов не только способны выдер-
живать высокие концентрации вышеперечисленных соедине-
ний, но и осуществлять их утилизацию, что является весьма 
перспективным для их дальнейшего использования в биотехно-
логиях очистки сточных вод.
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ХИМИЧЕСКИЙ МУТАГЕНЕЗ КАК СПОСОБ  
ПОВЫШЕНИЯ ПРОДУКЦИИ БИОСУРФАКТАНТОВ 

МИКРООРГАНИЗМАМИ РОДА  
BACILLUS И RHODOCOCCUS

К. А. ГУБЧИК, Ю. В. ШАВЕЛА, Е. М. ГЛУШЕНЬ

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

Применение в различных отраслях промышленности, использующих по-
верхностно-активные вещества, биосурфактантов (в том числе липопептидной 
и гликолипидной природы) в качестве альтернативы их синтетических анало-
гов характеризуется существенным преимуществом как с эколого-биологиче-
ской, так и с химической точки зрения. Биосурфактанты микроорганизмов-
продуцентов р. Rhodococcus и Bacillus широко применимы для деструкции 
нефти и нефтепродуктов, повышения нефтеотдачи, облегчения скорости 
транспортировки нефти по нефтепроводам в нефтедобывающей промышлен-
ности. Получение сверхпродуцентов биосурфактантов методом химического 
мутагенеза имеет огромный потенциал для снижения затрат на процесс их 
производства и применения. В результате работы на основе штаммов микро-
организмов рр. Rhodococcus и Bacillus, способных к продукции поверхност-
но-активных веществ, методом химического мутагенеза с применением эти-
диума бромида были получены мутантные штаммы бактерий с повышенной 
продукцией биосурфактантов в 1,6–2,4 и 1,4–1,5 раз соответственно. Подо-
браны условия и питательные среды для повышения выхода биосурфактан-
тов, а также апробированы методики их выделения.

Ключевые слова: биосурфактанты, химический мутагенез, микроорга-
низмы, Bacillus, Rhodococcus.

Введение. В настоящее время отмечается повышенный ин-
терес к поверхностно-активным веществам (ПАВ) биогенного 
происхождения как экологически безопасным и экономически 
эффективным поверхностно-активным агентам, выступающим 
в качестве альтернативы синтетическим ПАВ.

Микробные ПАВ представляют собой амфифильные и струк-
турно разнообразные молекулы, состоящие из гидрофильных 
(кислота, спирт, пептидные катионы или анионы, моно-, ди- или 
полисахариды) и гидрофобных (ненасыщенные, насыщенные 
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углеводородные цепи или жирные кислоты) доменов, связанных 
сложноэфирной, амидной или гликозидной связью [1]. Они об-
разуются микроорганизмами в качестве продуктов вторичного 
метаболизма и играют важную роль во многих физиологических 
процессах. Биосурфактанты снижают поверхностное и межфаз-
ное натяжение, повышают растворимость и биодоступность не-
полярных органических соединений, способствуют адгезии 
клеток на субстрате и колонизации поверхностей, участвуют  
в антагонистических взаимодействиях [2–5].

ПАВы биогенного происхождения представлены низкомоле-
кулярными соединениями (гликолипиды, жирные кислоты, фос-
фолипиды, липопептиды), обладающими высокой поверхностной 
и межфазной активностью, способностью к образованию ста-
бильной эмульсии, высокомолекулярными полимерными сурфак-
тантами (полисахариды, протеины, липопротеины, липосахари-
ды), которые способны эффективно адсорбироваться на различ-
ных поверхностях в низкой концентрации, при этом обладают 
высокой эмульгирующей активностью, но не снижают поверх-
ностное натяжение [1, 5–9].

Биосурфактанты обладают рядом преимуществ по сравне-
нию с их синтетическими аналогами: высокая биоразлагае-
мость, более низкая токсичность, более высокая степень пено- 
образования; сохранение высокой селективности и специфично-
сти при экстремальных температурах, рН и солености среды [1, 
8, 10]. В целом биосурфактанты более эффективны и действен-
ны, а их критическая концентрация мицеллообразования при-
мерно в несколько раз ниже, чем у химических ПАВ, то есть для 
максимального снижения поверхностного натяжения требуется 
меньше ПАВ [11] 

Обладая вышеупомянутыми особенностями, биосурфактан-
ты нашли применение в производстве косметики, средств лич-
ной гигиены, текстильном производстве, пищевой промышлен-
ности, производстве сельскохозяйственных препаратов, лекар-
ственной и биомедицинской промышленности, биоремедиации 
почвы (повышение растворимости биогенных химических эле-
ментов), нефтеперерабатывающей промышленности и др. [12–
15]. Кроме того, они могут применяться для повышения интен-
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сификации очистки сточных вод [16, 17]. Для биоремедиации  
и очистки антропогенных сред перспективно применение жиз-
неспособных микроорганизмов – продуцентов биосурфактантов 
[8, 10, 18–21]. 

Несмотря на наличие многих коммерчески привлекательных 
свойств и явных преимуществ по сравнению с их синтетическими 
аналогами, производство большинства микробных ПАВ в про-
мышленных масштабах затруднено из-за: низкого выхода в про-
изводстве; высокой стоимости сырья, технологии выделения  
и очистки целевых соединений; отсутствия четкого понимания 
условий и процессов их синтеза на молекулярном уровне [12, 
22, 23]. Поэтому современные исследования направлены на 
скрининг и изучение новых видов биосурфактантов, микроорга-
низмов-продуцентов и их применение в биотехнологии, эколо-
гии, фармацевтической, пищевой и нефтедобывающей промыш-
ленности, а также на усовершенствование технологии производ-
ства биоПАВ за счет использования в качестве сырья дешевых 
субстратов (отходов производств), оптимизации условий синте-
за и выделения, получения сверхпродуцентов методами генной 
инженерии, что приведет к удешевлению производства биосур-
фактантов. Микробные ПАВ продуцируются ex vivo в водной 
среде или in vivo микроорганизмами в присутствии водораство-
римых и/или водонерастворимых субстратов путем de novo  
и/или сборки из других субстратов с последующими изменени-
ями в метаболизме организмов [1, 8, 12, 19].

Применение методов генной инженерии (мутагенез и созда-
ние рекомбинантных штаммов микроорганизмов) является од-
ним из перспективных подходов для получения микроорганиз-
мов – сверхпродуцентов биосурфактантов, способных расти на 
дешевых субстратах [10]. Методом химического мутагенеза был 
получен штамм B. subtilis SD901 с максимальной сверхпродук-
цией сурфактина 50 г/л. В дополнение к мутантным гиперпро-
дуцентам в последние годы было разработано несколько реком-
бинантных штаммов рр. Bacillus и Pseudomonas с повышенным 
уровнем синтеза биосурфактантов, при этом последние были 
адаптированы на утилизацию лактозы в сыворотке молока, де-
шевом субстрате, на котором природные штаммы не могут ра-
сти [12, 24]. 
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Разработка и использование рекомбинантных и мутантных 
гиперпродуцентов, утилизирующих дешевый субстрат в опти-
мально подобранных условиях имеет огромный потенциал в по-
вышении выхода и снижении затрат на процесс производства 
биосурфактантов, открывающий возможность их применения  
в качестве альтернативы синтетическим ПАВ [12, 25, 26].

Микроорганизмы рр. Bacillus, Pseudomonas, Rhodococcus  
и Candida отмечаются как наиболее широко распространенные 
продуценты различных типов биосурфактантов при различных 
условиях роста на гидрофобных субстратах [1, 8, 27]. В качестве 
исходных штаммов для мутагенеза перспективно исследование 
микроорганизмов-продуцентов рр. Bacillus и Rhodococcus, кото-
рые уже зарекомендовали себя и применяются для биоремедиа-
ции участков, загрязненных нефтяными углеводородами и тя-
желыми металлами [13, 14, 28].

Бактериями р. Bacillus в основном синтезируются липопеп-
тиды при культивировании с гидрофильными субстратами (на-
пример, патока, глюкоза) в качестве источника углерода и почти 
не образуются с гидрофобными углеводородами (алканы и ПАУ) 
[29]. Большинство описанных липопептидов Bacillus синтезиру-
ются внеклеточно и применяются для биоремедиации разливов 
нефти и при удалении остаточной нефти из резервуаров для хра-
нения, более того сурфактинам свойственна антивирусная, ан-
тибактериальная и противоопухолевая активность, а итуринам 
и фенгицинам – фунгицидная активность. Липопетидные био-
сурфактанты потенциально могут применяться в качестве эмуль-
гаторов в пищевой, косметической и фармацевтической про-
мышленности [6, 29, 30].

Представители микроорганизмов р. Rhodococcus продуциру-
ют трегалолипидные биосурфактанты в культуральную среду 
(внеклеточные биосурфактанты экзотипа) и клеточносвязанные 
биосурфактанты (биосурфактанты эндотипа) в ответ на присут-
ствие н-алканов в жидкой культуральной среде. Трегалолипиды 
состоят из гликолипидов, содержащих трегалозу в углеводной 
части. В некоторых случаях в культуральной среде родококков 
обнаруживались свободные жирные кислоты и глюкозосодер-
жащие липиды, липопептиды и полисахариды [3, 5, 30, 31].
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Биосурфактанты эффективно снижают поверхностное натя-
жение среды и обладают высокой эмульгирующей активностью. 
Они нашли применение в технологиях добычи нефти для повы-
шения нефтеотдачи и в биотехнологиях защиты окружающей 
среды, проявляют биологическую активность при взаимодей-
ствии с фосфолипидными мембранами и белками, гемолитиче-
скую активность, воздействуют на дифференциацию опухоле-
вых клеток человека [5, 8].

Цель работы – получение промышленных штаммов, спо-
собных к сверхпродукции поверхностно-активных соединений 
методом химического мутагенеза и оптимизация методов выде-
ления биосурфактантов.

Материалы и методы. Объект исследования – микроорга-
низмы рр. Bacillus и Rhodoccus с повышенной продукцией био-
сурфактантов и их мутантные формы, полученные методом хи-
мического мутагенеза.

Отбор продуцентов биосурфактантов, а также мутантов су-
перпродуцентов биосурфактантов производили на основании 
полученных данных по эффективности снижения поверхност-
ного натяжения методом Вильгельми [32], эмульгирующей ак-
тивности с гексадеканом [33], реакции с цетилтриметиламмони-
ем бромидом (ЦТАБ) в присутствии метиленового синего [34]. 
Микроорганизмы предварительно культивировали на следую-
щих средах (г/л):

для бактерий р. Bacillus [35]: MgSO4 × 7H2O – 0,3; KH2PO4 – 5; 
K2HPO4 × 3H2O – 10; NaCl – 5; мочевина – 1; глицерин – 20; 

для бактерий р. Rhodoccous [36]: CaCl2 – 0,02; MgSO4 × 7H2O – 
0,4; K2HPO4 × 3H2O – 1,3; KH2PO4 – 1; FeCl3 × 6H2O – 0,05; 
(NH4)2SO4 – 1; глицерин – 20. 

Условия культивирования: перемешивание со скоростью  
200 об/мин при 28 ºC в течение 18–24 ч для бактерий р. Bacillus  
и 48–72 ч для штаммов р. Rhodococcus, при которых достига-
лись равные значения оптической плотности (λ = 600 нм) для 
каждой из культур микроорганизмов. Образцами для исследова-
ния сурфактантобразования культурами р. Bacillus выступал 
бесклеточный супернатант, полученный после центрифугиро- 
вания культуральной жидкости (КЖ) при 8000 об/мин и 4 °C  
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в течение 10 мин; р. Rhodococcus – КЖ с лизатом клеток после 
ультразвуковой дезинтеграции в течение 10 мин с амплитудой 
50 % (прибор Sonics Vibra Cell, электрод CV 188).

Выявление минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) и оптимальной дозы мутагенов проводили путем изуче-
ния выживаемости бактериальных клеток в процессе их культи-
вирования на жидкой среде Хоттингера (г/л): NaCl – 5; пептон – 5; 
глюкоза моногидрат – 10; бульон Хоттингера – 50 мл; H2O – до 1 л; 
агар-агар – 22 (для плотной среды), – в присутствии мутагена 
5–30 мкг/мл при его экспозиции в течение 20–90 мин. Условия 
инкубирования тестовых культур перед внесением мутагена: 
перемешивание 200 об/мин при 28 °C в течение 18–24 ч (для 
бактерий р. Bacillus) и 48–72 ч (для бактерий р. Rhodococcus), 
при которых достигались равные значения оптической плотно-
сти (λ = 600 нм) для каждой из культур микроорганизмов. Полу-
ченные клетки отмывали в 0,1 М фосфатном буфере. В клеточ-
ную суспензию вносили бромистый этидий [26] в диапазоне 
концентраций 5–30 мкг/мл и инкубировали в течение 20–90 мин 
при 28 ± 2 °С. Клетки снова отмывали в 0,1 М фосфатном буфе-
ре. Затем определяли КОЕ/мл исследуемых микроорганизмов.

В процессе первичного скрининга продуцентов биосурфак-
тантов культуры микроорганизмов р. Rhodococcus в стационар-
ной фазе роста концентрировали (8000 об/мин, 10 мин, 4 °C)  
с дальнейшим отмыванием клеток в 0,1 М фосфатном буфере. 
Полученную клеточную суспензию обрабатывали ультразвуком 
в течение 10 мин с амплитудой 20 % (прибор Sonics Vibra Cell, 
Электрод CV 188). Лизат клеток вносили в лунки ЦТАБ-агара 
следующего состава (г/л) [15]: глюкоза – 20; KH2PO4 – 0,7; 
Na2HPО4 – 0,9; NаNO3 – 2; MgSO4 × 7H2O – 0,4; 2 мл раствор 
микроэлементов (ЭДТА – 0,5; FeSO4 × 7H2O – 0,2; ZnSO4 × 7H2O – 
0,01; CuCl2 × 2H2O – 0,001; MgCl2 × 4H2O – 0,003; H3BO3 – 0,03; 
CoCl2 × 6H2O – 0,02; NiCl2 × 6H2O – 0,002; NaMoO4 × 2H2O – 
0,003); ЦTAБ – 0,2; метиленовый синий – 0,01; агар-агар – 20,   
и инкубировали на протяжении 7 сут при 28±2 °С. Клетки 
культуры Bacillus в стационарной фазе роста концентрировали 
(8000 об/мин, 10 мин., 4 °C), супернатант вносили в лунки  
в ЦТАБ-агаре и инкубировали в течение 7 сут при 28 ± 2 °С. Ре-
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зультат оценивали по изменению окраски агаризованной среды 
с ЦТАБ и метиленовым синим.

Содержание биосурфактантов в клетках и бесклеточной КЖ 
мутантных штаммов микроорганизмов исследовали гравиме-
трическим методом. Для этого по окончании ферментации клет-
ки отделяли центрифугированием (5500 об/мин, 10 мин, 10 °С), 
замораживали при – 4 °С, разрушали ультразвуком в течение  
10 мин с амплитудой 20 % (прибор Sonics Vibra Cell, Электрод 
CV 188). Далее лизат клеток центрифугировали при 5500 об/мин, 
10 мин, 10 °С, супернатант использовали для исследований. Для 
извлечения биосурфактантов использовали КЖ, лизат клеток,  
и бесклеточную КЖ.

Способы выделения биосурфактантов: 
1. Осаждение и экстракция хлороформом (липопептиды, 

способ 1). Исследуемый раствор подкисляли до рН 2,0, исполь-
зуя 4 М HCl и инкубировали при 4 °С в течение 10 ч. Осадок  
собирали центрифугированием (10 000 об/мин, 10 мин, 4 °С)  
и дважды промывали дистиллированной водой (подкисленной 
до рН 2,0). Смесь центрифугировали при 10 000 об/мин в течение 
15 мин при 4 °С. Осадок растворяли в дистиллированной воде 
объемом в 10 раз меньше исходной КЖ, pH полученного раство-
ра выравнивали 1М NaOH до 7,0 [37]. Затем проводили экстрак-
цию биосурфактантов равным объемом смеси хлороформ:этанол 
(3:1) в течение 10 мин при постоянном перемешивании. Полу-
ченный раствор центрифугировали при 7000 об/мин 4 °С в тече-
ние 10 мин. Нижнюю фракцию хлороформа упаривали на ро-
торном испарителе. Определяли массу полученных биосурфак-
тантов.

2. Экстракция метил-трет-бутиловыйм эфиром (МТБЭ) (гли-
ко липиды, способ 2). Изучаемую фракцию смешивали 1:1 с МТБЭ 
и инкубировали при постоянном перемешивании в течение 4 ч 
при 28 °С. После чего смесь центрифугировали при 7000 об/мин 
4 °С в течение 10 мин. Верхнюю фракцию с МТБЭ упаривали на 
роторном вакуумном испарителе при 40 °С. Определяли массу 
полученных биосурфактантов [38].

Результаты и обсуждение. При выполнении научно-иссле-
довательской работы, выполняемой в рамках международного 
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белорусско-узбекского проекта Б21УЗБГ-010 «Получение про-
мышленных штаммов микроорганизмов – суперпродуцентов 
сурфактантов с целью создания новых биопрепаратов для очистки 
окружающей среды», отобрано 4 наиболее перспективных штам-
ма: B. coagulans 1710; Bacillus sp. FL-9MV, Rhodococcus sp. Г13  
и R. erythropolis 7Д (эмульгирование гексадекана – 54–75 %, 
снижение поверхностного натяжения среды – на 45–47 %).

Одним из подходов к получению микроорганизмов – сверх-
продуцентов вторичных метаболитов является применение ме-
тода химического мутагенеза с использованием в качестве мута-
генов интеркалирующих агентов (бромистый этидий, акридиновые 
красители), нитрозогуанидина и этилметансульфоната. Предпо-
ложительно, мутации, полученные с использованием данных 
агентов, могут существенно затронуть общий метаболизм клет-
ки, что может привести к сверхпродукции таких вторичных ме-
таболитов, как ПАВ.

С целью получения мутантных штаммов применяли броми-
стый этидий, а также выявляли его МИК, при которой выжива-
емость бактериальных клеток составляет не менее 50 % (LD50)  
и оптимальную дозу мутагена (рисунок).

Исследование диапазона времени экспозиции мутагенов по-
казало, что подходящим временем воздействия мутагенов как 
для Bacillus, так и для Rhodococcus является 30 мин. Определена 
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оптимальная концентрация бромистого этидия для проведения 
мутагенеза – 25 мкг/мл.

В результате проведения химического мутагенеза с исполь-
зованием бромистого этидия было получено следующее коли- 
чество вариантов мутантных штаммов: B. coagulans 1710 – 106;  
Bacillus sp. FL-9MV – 103; Rhodococcus sp. Г13 – 121; R. erythropo- 
lis 7Д – 108. 

Повышение уровня синтеза ПАВ для каждого из мутантных 
вариантов оценивали в сравнении с исходным штаммом по уве-
личению диаметра зоны потемнения ЦТАБ-агара за счет взаи-
модействия продуцируемого ПАВ и метиленового синего в ком-
плексе с ЦТАБ.

В результате первичного скрининга были отобраны перспек-
тивные мутантные варианты сверхпродуцентов ПАВ, среди ко-
торых 48 мутантных форм штамма Rhodococcus sp. Г13, 36 –  
R. erythropolis 7Д, 40 – B. coagulans 1710 и 10 – Bacillus sp. FL-9MV.

При дальнейшем отборе мутантных вариантов биоПАВ по 
результатам оценки изменения поверхностного натяжения и эмуль-
гирующей активности с гексадеканом мутантов рр. Bacillus  
и Rhodococcus, нами были установлены продуценты биоПАВ  
с более высоким уровнем синтеза относительно их исходных 
штаммов микроорганизмов, среди которых: 5 мутантных штам-
мов Rhodococcus sp. Г13, 6 – R. erythropolis 7Д, 11 – B. coagu- 
lans 1710 и 1 – Bacillus sp. FL-9MV. Вышеперечисленные мутант-
ные штаммы снижали поверхностное натяжение среды мини-
мум в 1,5 раза лучше исходных штаммов. Наибольший эффект 
снижения поверхностного натяжения достигнут у мутантного 
штамма Bacillus sp. FL-9MV-97 – в 2,1 раза. 

С целью возможности отбора мутантов – сверхпродуцентов 
биоПАВ и повышения продукции биосурфактантов проводили 
подбор питательных сред и условий культивирования (темпера-
тура, pH). Для исходных штаммов микроорганизмов были подо-
браны следующие составы питательных сред, дающие макси-
мальный выход биосурфактантов при культивировании исход-
ных штаммов микроорганизмов (г/л):

для Bacillus [39]: глюкоза – 20,0; (NH4)2SO4 – 8,5; NaNO3 – 
8,5; K2HPO4 – 13,6; KH2PO4 – 4,0; MgSO4 × 7H2O – 0,5; 10 мл  
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р-р микроэлементов (г/л): CaCl2 – 0,4; FeSO4 × 7H2O – 2,29;  
MnCl2 × 4H2O – 0,10; ZnCl2 – 0,17; CuCl2 – 0,03; CoCl2 × 6H2O – 0,06 
и Na2MoO4 × 2H2O – 0,06; рН бульона стабилизировали до 7,0;

для Rhodococcus (г/л) [40]: KH2PO4 – 6,8; NaOH – 1,0; NH4NO3 – 
0,6; MgSO4 × 7H2O – 0,44; CaCl2 × 2H2O – 0,1; FeSO4 × 7H2O – 
0,001; pH 6,8–7,0. В качестве источника углерода и энергии ис-
пользовали гексадекан (1 об.%).

При культивировании микроорганизмов на вышеперечис-
ленных средах наблюдалось максимальное снижение поверх-
ностного натяжения на 45 % для микроорганизмов р. Bacillus  
и 49 % для микроорганизмов р. Rhodococcus.

При исследовании влияния температуры культивирования 
(22–30 °С) на продукцию биосурфактантов микроорганизмами 
рр. Bacillus (96 ч) и Rhodococcus (120 ч) было установлено следу-
ющее: 

для бактерий р. Bacillus было показано снижение поверх-
ностного натяжения в диапазоне до 34,8–51,2 % при повышении 
температуры культивирования, при этом максимум снижения 
поверхностного натяжения наблюдался при 28 °С и pH 7,0 – 
48,6–51,2 %; 

для бактерий р. Rhodococcus было устанолено эффективное 
снижение поверхностного натяжения до 28,8–52,2 % при по- 
вышении температуры культивирования, при этом максимум 
снижения поверхностного натяжения наблюдалось при 24 °С  
и pH 6,0–7,5 – 38,4–52,2 %. 

Мутантные штаммы микроорганизмов, полученные на пре-
дыдущем этапе, инкубировали при вышеперечисленных усло-
виях, выделяли сурфактантсодержащие фракции и анализиро-
вали эффективность снижения поверхностного натяжения, коли-
чество биосурфактантов относительно додецилсульфата натрия 
(SDS) фотометрическим методом, а также количество белков 
[41], жиров [42] и углеводов [43]. 

Определены мутанты с максимальным выходом биосур- 
фактантов среди каждого вида микроорганизмов: B. coagulans 
1710 Mut; Bacillus sp. FL-9MV Mut, Rhodococcus sp. Г13 Mut  
и R. erythropolis 7Д Mut (табл. 1) 
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Таблица 1. Результаты исследования фракций сурфактантов

Штамм продуцент

Эффективность 
снижения  

поверхностного 
натяжения, %

Концентрация 
биосурфактантов, 

мг/л

Липиды,  
%

Белки,  
%

Углево- 
ды, %

B. coagulans 1710 Mut 58,53 105,10 38,74 14,03 0,08
Bacillus sp. FL-9MV Mut 55,21 98,45 30,07 13,75 0,16
Rhodococcus sp. Г13 Mut 32,76 32,01 45,06 1,23 0,35
R. erythropolis 7Д Mut 41,03 36,73 47,25 2,97 0,42

Максимальную продукцию биосурфактантов при вышепе-
речисленных условиях показали мутанты штаммов р. Bacillus,  
в том числе B. coagulans 1710 Mut – 105,10 мг/л с продукцией ли-
попептидов в 2,37 раз больше относительно исходных штаммов. 
Установлено, что неочищенные экстракты биосурфактанов р. Rho-
dococcus содержат 45–47 % липидов, 1–3 % белка, 0,3–0,4 % са-
харов, а биосурфактанты бактерий р. Bacillus – 30–39 % липи-
дов, 13–14 % белка и 0,08–0,016 % углеводов. Наибольшее коли-
чество биосурфактантов было выделено из бесклеточной 
культуральной жидкости микроорганизмов р. Bacillus способом 1, 
и из культуральной жидкости микроорганизмов р. Rhodococcus 
с разрушенными клетками способом 2 (табл. 2).

Таблица 2. Способы выделения биосурфактантов и их выход

Вид микроорганизма Способ выделения / класс биосурфактантов / исполь-
зуемая фракция

Количество 
выделенных 
биосурфак- 
тантов, г/л

B. coagulans 1710 1 / липопептиды / бесклеточная КЖ 1,23
Bacillus sp. FL-9MV 1 / липопептиды / бесклеточная КЖ 0,86
Rhodococcus sp. Г13 2 / гликолипиды / КЖ с разрушенными 

клетками
4,57

R. erythropolis 7Д 2 / гликолипиды / КЖ с разрушенными 
клетками

5,24

При выделении из отобранных мутантов вышеназванными 
способами были получены биосурфактанты B. coagulans 1710 Mut 
и Bacillus sp. FL-9MV Mut в концентрации 2,92 и 1,39 г/л, соответ-
ственно. Более эффективно выделение биосурфактантов проис-
ходило из КЖ штаммов микроорганизмов Rhodococcus sp. Г13 Mut 
и R. erythropolis 7Д Mut – 6,35 и 7,68 г/л соответственно.
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Заключение. Подобраны оптимальные условия для синтеза 
биосурфактантов; на основе микроорганизмов рр. Bacillus и Rho-
dococcus, продуцирующих биосурфактанты, методом химическо-
го мутагенеза (воздействие этидиума бромида) получены мутан-
ты с повышенной продукцией биосурфактантов, превосходящих 
уровень синтеза исходных штаммов микроорганизмов р. Bacil-
lus – в 1,6–2,4 раза, р. Rhodococcus – в 1,4–1,5 раза. 

Работа выполнена в рамках белорусско-узбекского проекта 
Б21УЗБГ-010 «Получение промышленных штаммов микроорга-
низмов – суперпродуцентов сурфактантов с целью создания но-
вых биопрепаратов для очистки окружающей среды». 
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The use of biosurfactants (including lipopeptide and glycolipid nature) as an 
alternative to their synthetic analogues in various industries using surfactants is 
characterized by a significant advantage from both an ecological-biological and 
chemical point of view. Biosurfactants of microorganisms-producers of the genera 
Rhodococcus and Bacillus are widely used for the destruction of oil and oil pro- 
ducts, increasing oil recovery, facilitating the speed of oil transportation through oil 
pipelines in the oil industry. Obtaining overproducers of biosurfactants by chemical 
mutagenesis has a huge potential for reducing the costs of their production and use. 
As a result of work based on strains of microorganisms of the genera Rhodococcus 
and Bacillus capable of producing surfactants, mutant strains of bacteria with in-
creased production of biosurfactants by 1.6–2.4 and 1.4–1.5 times, respectively. 
Conditions and nutrient media have been selected to increase the yield of biosurfac-
tants, and methods for their isolation have been tested.
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АНАЛИЗ ШТАММОВ – ДЕСТРУКТОРОВ БИФЕНИЛА, 
ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ АНТРОПОГЕННО  

ЗАГРЯЗНЕННЫХ ЭКОТОПОВ 

Н. А. КОРОЛЕВ, Д. О. ЕГОРОВА 
Институт экологии и генетики микроорганизмов Уро РАН –  

филиал ПФИЦ УрО РАН, Пермь, Россия,  
daryao@rambler.ru

Из почв, загрязненных соединениями группы стойких органических за-
грязнителей, выделены 10 штаммов аэробных бактерий, способных использо-
вать в качестве источника углерода бифенил. В результате анализа нуклео-
тидной последовательности гена 16S рРНК установлено, что 7 штаммов являют-
ся представителями класса Fermicutes, порядка Bacillales, семейства Bacillaceae. 
Из ни 3 штамма принадлежат роду Brevibacterium, а четыре штамма – роду 
Bacillus. Один из отобранных штаммов-деструкторов является представите-
лем рода Achromobacter (класс Betaproteobacteria, порядок Burkholderiales, 
семейство Alcaligenaceae). Для двух штаммов филогенетическая принадлеж-
ность не выявлена. Все штаммы эффективно росли в минеральной среде К1, 
содержащей бифенил как источник углерода. Удельная скорость роста варьи-
ровала от 0,16 сут–1 до 0,48 сут–1. Динамика увеличения биомассы штаммов 
при культивировании на минеральной среде К1 с бифенилом имела вид клас-
сической кривой роста с выраженными фазами: подготовительная (лаг-фаза), 
фаза экспоненциального роста, стационарная фаза. 

Ключевые слова: штаммы, аэробные бактерии, деструкторы, бифенил.

Введение. Полихлорированные бифенилы (ПХБ) входят  
в первоначальный список стойких органических загрязнителей 
(СОЗ) [1]. Данная группа веществ обладает канцерогенными 
свойствами, а также негативно влияет на все системы органов 
человека при длительном воздействии [2, 3]. К настоящему вре-
мени в энергосистемах и других отраслях промышленности на-
ходится около 10 тыс. трансформаторов и 500 тыс. конденсато-
ров, в которых в качестве диэлектрика используется ПХБ. Об-
щий объем ПХБ в этих устройствах оценивают в 30 тыс. тонн 
[4]. В результате неправильной эксплуатации, а также наруше-
ний при транспортировке и хранении, значительная часть ПХБ 
попала в объекты окружающей среды. ПХБ устойчивы к физи-
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ческому и химическому воздействию, в связи с чем их перера-
ботка требует специальных дорогостоящих технологий. В боль-
шинстве случаев данные технологии основаны на сгорании ПХБ 
при высоких температурах, что требует значительных затрат 
энергии и кислорода [5].

Установлено, что в природных условиях разложение ПХБ 
возможно под действием аэробных и анаэробных бактерий [6, 7]. 
Анаэробные бактерии осуществляют восстановительное дега-
логенирование молекул ПХБ с большим количеством замести-
телей (от 5 и выше), но не разрушают саму молекулу [7–10].  
Аэробные бактерии осуществляют диоксигенирование низко-  
и среднехлорированных бифенилов с последовательным разло-
жением одного из колец молекулы ПХБ [11–14]. В результате 
воздействия бактериальной микрофлоры на ПХБ-загрязненных 
территориях происходит снижение концентрации ПХБ. Однако 
данный процесс очень длительный [15, 16]. В качестве способа 
ускорения процесса ремедиации ПХБ-загрязненных почв в ряде 
публикаций предлагается внедрение в почву штаммов-деструк-
торов [15]. Для минимизации негативного воздействия на мик-
робоценоз в технологиях биоаугментации следует использовать 
бактериальные культуры, входящие в состав почвенного микро-
боценоза рекультивируемого участка [17]. В связи с этим необ-
ходим поиск активных аэробных бактериальных штаммов для 
каждой загрязненной территории.

Основой молекулы ПХБ является структура из двух арома-
тических колец, соединенных С–С-связью – бифенил. В связи  
с этим в лабораторных исследованиях бифенил целесообразно 
использовать как модельное соединение для поиска бактериаль-
ных штаммов, обладающих биодеградативной активностью по 
отношению к ПХБ.

Цель исследования – выделение новых штаммов бактерий 
из техногенно загрязненных биотопов и изучение их деструк-
тивного потенциала в отношении бифенила как модельного сое-
динения. 

Материалы и методы. Образцы почвы, длительное время 
загрязненные химическими поллютантами, были отобраны с со-
блюдением правил асептики методом конверта на территории 



518	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

ОАО «СВЗХ» г. Чапаевск Самарской области, Россия. Отбор об-
разцов производили из верхнего слоя, глубиной 10–15 см, в веге-
тационнный период 2018 г. 

Для выделения штаммов-деструкторов бифенила 10 г почвы 
помещали в 100 мл минеральной среды К1 [18] и вносили би-
фенил в концентрации 1 г/л. Культивирование и выделение 
индивидуальных штаммов осуществляли, как описано [19]. 

Морфологические и физиологические признаки выделенных 
аэробных бактериальных штаммов изучали по общепринятым 
методикам.

Засев штаммов производили с твердой или жидкой среды (1 мл) 
в колбы Эрленмейера объемом 250 мл, содержащие 100 мл ми-
неральной среды К1 и бифенил как источник углерода. Культи-
вирование проводили на термостатируемой круговой качалке 
(Environmental Shaker-Incubator ES 20/60, «BioSan», Латвия) при 
120 об/мин и температуре +28 ˚С. Каждые 24 ч производили из-
мерение оптической плотности культуры на спектрофотометре 
BioSpec-mini, «Shimadzu», Япония, при длине волны 600 нм. 
Удельную скорость роста (μ) рассчитывали по классической ме-
тодике 

μ = (LnCx – LnC0) / (tx – t0),

где Cx – концентрация культуры в высшей точке роста; C0 – кон-
центрация культуры в начальный момент роста; t0 и tx – время  
в начале и конце экспоненциальной фазы роста культуры.

ДНК из чистых культур бактерий выделяли общепринятым 
методом [20]. Идентификацию бактерий осуществляли при ам-
плификации гена 16S рРНК с использованием стандартных бак-
териальных праймеров 27F и 1492R [21]. 

Определение нуклеотидных последовательностей проводи-
ли с применением набора реактивов Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing Kit v. 3.1 («Applied Biosystems», США) на автомати-
ческом секвенаторе Genetic Analyser 3500XL («Applied Biosys-
tems», США) согласно рекомендациям производителя. Анализ 
нуклеотидных последовательностей осуществляли с исполь- 
зованием программ Sequence Scanner v 2.0 и MEGA 7.0  
(http://www.megasoftware.net). Поиск гомологичных последова-
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тельностей проводили в базе данных ezTaxon (http://www.ezbiocloud.
net/eztaxon). 

Статистическую обработку данных осуществляли в про-
граммном обеспечении Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение. В результате накопительного 
культивирования с бифенилом как селективным фактором из 
образцов почв, отобранных на территории ОАО «СВЗХ» были 
получены ассоциации бактерий, из которых выделены 10 инди-
видуальных штаммов, способных осуществлять деструкцию 
бифенила.

Филогенетическую принадлежность определяли на основе 
анализа нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК (табл. 1).

Таблица 1. Идентификация выделенных штаммов-деструкторов 
бифенилов 

Штамм Сходство,  
%

Типовой штамм ближайшего  
родственного вида

Длина секвенирован-
ного фрагмента, пн Праймер

AА1 99,69 Achromobacter denitrifi- 
cans DSM30026T

956 27F

CA 99,78 Brevibacterium frigoritole- 
rans DSM8801

892 27F

DI-1 99,55 Bacillus simplex NBRC 15720T 796 27F
DI-2 99,86 Bacillus simplex NBRC 15720T 801 27F
D3-2 100 Bacillus zhangzhouensis DW5-4 859 27F
FG 100 Brevibacterium frigoritolerans 

DSM8801 
894 27F

FG’ 99,98 Brevibacterium frigoritole- 
rans DSM8801 

896 27F

HE 100 Bacillus toyonensis BCT7112 920 27F

В результате проведенного анализа нуклеотидной последо-
вательности гена 16S рРНК установлено, что 7 штаммов являют-
ся представителями класса Fermicutes, порядка Bacillales, семей-
ства Bacillaceae. Из них 3 штамма принадлежат роду Brevibacte-
rium, а четыре штамма – роду Bacillus. Один из отобранных 
штаммов-деструкторов является представителем рода Achromo-
bacter (класс Betaproteobacteria, порядок Burkholderiales, семей-
ство Alcaligenaceae). Для двух штаммов (штаммы AF и ВВ) фи-
логенетическая принадлежность не выявлена.
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Известно, что из образцов почв, отобранных на территории 
ОАО «СВЗХ» в 2010 г., были выделены деструкторы бифенила, 
принадлежащие родам Achromobacter, Acinetobacter, Arthrobac-
ter, Bacillus, Microbacterium, Pseudomonas и Rhodococcus [22]. 
При этом доля штаммов рода Achromobacter составляла 5,6 %, 
рода Bacillus – 16,7 %. В настоящем исследовании выявлено 
меньшее разнообразие. Доля штаммов родов Achromobacter  
и Bacillus составила 12,5 и 37,5 % соответственно. Так как образ-
цы почв для настоящего исследования были отобраны на 8 лет 
позже, то можно предположить наличие сукцессионных процес-
сов в микробоценозе загрязненного района, направленных на 
повышение доли бактерий, наиболее приспособленных для вы-
живания в условиях химического загрязнения. Полученные ре-
зультаты также отличаются от данных по таксономическому 
разнообразию бактерий – деструкторов бифенила, выделенных 
из загрязненных почв с территории Германии [23, 24]. Можно 
предположить, что выявленные отличия являются результатом 
адаптации микробных сообществ как к разным физико-химиче-
ским/климатическим условиям, так и к разному спектру конге-
неров ПХБ, загрязняющих исследуемые территории.

Установлено, что удельная скорость роста штаммов, при ис-
пользовании бифенила как единственного источника углерода, 
варьировала от 0,16 до 0,48 сут–1 (табл. 2). 

Таблица 2. Удельная скорость роста штаммов в среде К1, содержащей  
в качестве единственного источника углерода бифенил

Штамм Удельная скорость 
роста, сут–1 Штамм Удельная скорость 

роста, сут–1

DI-2 0,1639 DI-1 0,2459
HE 0,1701 CA 0,2842
FG 0,1983 BB 0,3158
FG’ 0,2254 D3-2 0,3184
AA1 0,2259 AF 0,4839

В результате анализа динамики увеличения биомассы ото-
бранных штаммов установлено, что фаза экспоненциального  
роста протекает четверо суток (со вторых по шестые сутки)  
у штаммов Brevibacterium sp. FG’, Brevibacterium sp. CA и Bacil-
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lus sp. D3-2, тогда как штамм ВВ характеризуется более продол-
жительной экспоненциальной фазой роста (со 2-х по 10-е сутки 
культивирования) (см. рисунок).

Динамика роста штаммов в минеральной среде К1 с бифенилом

Значения максимальной оптической плотности культур ис-
следуемых штаммов на момент перехода в стационарную фа- 
зу роста находились в диапазоне 0,2–0,4 о. е. Ранее из почв  
ОАО «СВЗХ» г. Чапаевск, отобранных в период до 2015 г., были 
получены бактериальные ассоциации Ch1–Ch6, способные ис-
пользовать в качестве ростового субстрата бифенил [24]. Анализ 
данных показал, что значения оптической плотности данных ас-
социаций были сопоставими или несколько превосходили ана-
логичный параметр у штаммов, представленных в настоящем 
исследовании. Увеличение оптической плотности культуры  
и четкая выраженность фаз роста свидетельствуют об использо-
вании бифенила в качестве источника углерода, что сопровож-
дается расщеплением молекулы бифенила до соединений, по-
ступающих в основной метаболизм бактериальной клетки. 

Заключение. Выделены 10 штаммов аэробных бактерий, 
осуществляющих деструкцию бифенила, модельного соедине-
ния для поиска деструкторов ПХБ. Установлено, что штаммы 
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принадлежат родам Bacillus, Brevibacterium и Achromobacter. 
При периодическом культивировании удельная скорость роста 
штаммов составляла 0,16–0,48 сут–1, а оптическая плотность  
в стационарной фазе 0,2–0,4 о. е. при длине волны 600 нм.

Таким образом, в результате проведенного исследования вы-
явлены новые штаммы, способные активно использовать бифе-
нил в качестве источника углерода. Полученные результаты по-
зволяют предположить, что данные штаммы перспективны для 
дальнейшего анализа с целью разработки основы биопрепарата, 
направленного на уничтожение бифенила и ПХБ.

Исследование выполнено в рамках госзадания 
№ АААА-А19-119113290009-1 «Молекулярные механизмы 

адап тации микроорганизмов к факторам среды».
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ANALYSIS OF BIPHENYL DESTRUCTOR STRAINS ISOLATED 
FROM ANTHROPOGENEOUSLY POLLUTED ECOTOPES

N. A. KOROLEV, D. O. EGOROVA

Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms UB RAS, Perm, Russia, 
daryao@rambler.ru

From soils contaminated with compounds of the Persistent Organic Pollutants 
(POPs) group, 10 strains of aerobic bacteria capable of using biphenyl as a carbon 
source have been isolated. As a result of the analysis of the nucleotide sequence of 
the 16S rRNA gene, it was found that 7 strains are representatives of the Fermicutes 
class, the Bacillales order, the Bacillaceae family. Of these, 3 strains belong to the 
genus Brevibacterium, and four strains belong to the genus Bacillus. One of the se-
lected destructor strains is a representative of the genus Achromobacter (class Beta-
proteobacteria, order Burkholderiales, family Alcaligenaceae). For two strains, 
phylogenetic affiliation was not revealed. All strains grew efficiently in K1 mineral 
medium containing biphenyl as a carbon source. The specific growth rate varied 
from 0.16 day-1 to 0.48 day-1. The dynamics of the increase in the biomass of strains 
during cultivation on the K1 mineral medium with biphenyl had the form of a clas-
sical growth curve with distinct phases: preparatory (lag phase), exponential growth 
phase, stationary phase.

Keywords: strains, aerobic bacteria, destructors, biphenyl.
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УДК 572.22:538.911

ВЛИЯНИЕ УГЛЕРОДНЫХ НАНОТРУБОК  
НА БИОПЛЕНКООБРАЗОВАНИЕ БАКТЕРИЙ 

АКТИВНОГО ИЛА

Ю. Г. МАКСИМОВА   

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН – 
филиал Пермского федерального исследовательского центра  

УрО РАН, Пермь, Россия, yul_max@mail.ru

Углеродные нанотрубки (УНТ) при крупномасштабном производстве по-
падают в сточные воды и могут отрицательно воздействовать на бактерии ак-
тивного ила, нарушая процесс биологической очистки. Изучили биопленко- 
образование протеобактерий активного ила Alcaligenes faecalis 2, Acinetobacter 
guillouiae 11h, Achromobacter pulmonis ПНОС и Burkholderia dolosa БОС при 
росте в присутствии УНТ. Биомассу биопленок оценили по окраске кристал-
лическим фиолетовым. Дыхательную активность клеток биопленок в присут-
ствии УНТ различных типов определили по уровню восстановления соли те-
тразолия до формазана дегидрогеназами клетки. Установлено, в подавляю-
щем большинстве вариантов опыта (различные виды протеобактерий, разные 
типы УНТ) возрастает биомасса биопленки протеобактерий и дыхательная 
активность клеток. Ингибирующее воздействие углеродных наноматериалов 
на биопленкообразование протеобактерий не отмечено.

Ключевые слова: биопленки, углеродные нанотрубки, активный ил.

Введение. Биопленки – естественная форма существования 
бактерий в окружающей среде, представляющая собой сообще-
ства прикрепленных к поверхности или находящихся на поверх-
ности раздела фаз микроорганизмов, покрытые полимерным ма-
триксом собственного производства [1]. Бактерии в биопленке 
защищены от внешних воздействий и обладают устойчивостью 
к антимикробным веществам и неблагоприятным факторам окру-
жающей среды, отличной от таковой планктонных клеток. Об-
разование биопленок является, в определенной мере, адапта- 
ционным механизмом бактерий и подчинено общим регулятор-
ным механизмам. В зависимости от роли определенных бакте-
рий в жизни человека возникают две противоположные задачи: 
либо борьба с биопленками нежелательных или вредных микро-
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организмов (болезнетворных, вызывающих коррозию, обрастания), 
либо формирование и поддержание биопленок биотехнологиче-
ски значимых микроорганизмов (в процессах биокатализа, фер-
ментации, биодеградации, очистки сочных вод, в биосенсорах  
и микробных топливных элементах). В соответствии с этими за-
дачами используют различные химические вещества, субстра-
ты, носители, модифицируют поверхности для ингибирования 
или интенсификации биопленкообразования.

В последнее десятилетие особое внимание уделяют углерод-
ным наноматериалам, а именно УНТ, в связи с их массовым про-
изводством и широким применением в различных отраслях 
промышленности [2]. Крупномасштабное использование приво-
дит к попаданию этих наночастиц (НЧ) в окружающую среду,  
в связи с чем возникает вопрос об их влиянии на живые орга-
низмы. Сточные воды, содержащие НЧ, обрабатываются в аэро-
тенках, при этом для эффективного процесса очистки стоков не-
обходимо сохранение жизнеспособности микроорганизмов актив-
ного ила. Однако большое количество опубликованных данных 
свидетельствуют о том, что УНТ обладают антимикробным 
действием, которое зависит от их размеров, свойств и функцио-
нализации [3, 4]. Ранее было изучено воздействие многослойно-
го нанооксида графена на формирование биопленок и микроб-
ную активность активного ила [5]. Изучали влияние УНТ на 
функционирование аэробного [6] и анаэробного [7] активного 
ила и его микробное биоразнообразие [8]. Однако работ, касаю-
щихся воздействия углеродных наноматериалов на чистые бак-
териальные культуры, которые играют важную роль в очистке 
сточных вод, недостаточно. В связи с этим целью работы яви-
лось изучение влияния многостенных (МУНТ) и одностенных 
(ОУНТ) немодифицированных и функционализированных угле-
родных нанотрубок на жизнеспособность и биопленкообразова-
ние бактерий активного ила, участвующих в биологической 
очистке сточных вод.

Материалы и методы. В работе использовали штаммы 
грам отрицательных бактерий, выделенные нами ранее из актив-
ного ила очистных сооружений: Alcaligenes faecalis 2, Acineto-
bacter guillouiae 11h [9], Achromobacter pulmonis ПНОС и Burk-



Биотехнологии	для	контроля	окружающей	среды	 527

holderia dolosa БОС [10]. A. faecalis 2 и A. guillouiae 11h были 
изолированы на 3-цианопиридине и обладали нитрилгидратаз-
но-амидазной ферментативной системой, A. pulmonis ПНОС  
и B. dolosa БОС были выделены на пиридине и способны к его 
эффективной деструкции. 

В работе использовали немодифицированные многостенные 
углеродные нанотрубки (МУНТ) («Таунит-М», ООО «НаноТех-
Центр», Тамбов, Россия) с внешним диаметром 10–30 нм, вну-
тренним диаметром 5–15 нм, длинной ≥ 2 мкм, удельной по-
верхностью ≥ 270 м2/г. Функционализированные МУНТ имели 
внешний диаметр 20–50 нм, внутренний диаметр 10–20 нм,  
длину ≥ 2 мкм, удельную поверхность ≥ 160 м2/г. Карбоксилиро-
ванные МУНТ (МУНТ-СООН) содержали 0,1–1,0 ммоль/г 
СООН-групп, гидрофильные (МУНТ-ОН) – гидроксильные  
и карбоксильные группы и имели растворимость в воде до 0,2 %, 
олеофильные (оМУНТ) были модифицированы остатками жир-
ных кислот до 15 мас.%. Немодифицированные одностенные 
углеродные нанотрубки (ОУНТ) («TUBALLTM», «OCSiAl», Но-
восибирск, Россия) имели средний внешний диаметр 1,6 ± 0,4 нм, 
общую удельную поверхность 1311 м2/г, чистоту 99,5 %. Кар-
боксилированные ОУНТ (ОУНТ-СООН, Sigma-Aldrich, США) 
содержали 90 % углерода, имели длину 0,5–1,5 мкм и диаметр 
4–5 нм; функционализированные октадециламином (ОУНТ-ОДА) 
содержали 80–90 % углерода, имели длину 0,5–2,0 мкм и диа-
метр 2–10 нм. 

Бактериальные биопленки выращивали в 96-луночном поли-
стироловом планшете «Медполимер» (Россия) в среде LB «Sigma-
Aldrich» (США) с УНТ (200 мг/л). Для получения однородной 
суспензии среду с УНТ обрабатывали УЗ в ультразвуковой ван-
не Elma Ultrasonic 30S («Elma», Германия) при 37 кГц 10 раз по  
1 мин. В лунки планшета вносили 200 мкл среды, инокулирова-
ли 5 мкл бактериальной суспензии, содержащей 109 КОЕ/мл. 
Контролем служили биопленки, выращенные на среде LB без 
УНТ. После 3 суток инкубации в термостате при 30 °С план-
ктонные клетки удаляли из лунок, отмывали биопленку 200 мкл 
калий-фосфатного буфера дважды и окрашивали биопленку 
0,1%-ным кристаллическим фиолетовым в течение 40 мин  
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в темноте, удаляли краситель, отмывали 1 раз калий-фосфат-
ным буфером и экстрагировали краситель 200 мкл 96%-ного 
спирта. Биопленкообразование оценивали по оптической плот-
ности раствора красителя при λ = 540 нм на планшетном ридере 
Infinite M1000 pro («TECAN», Швейцария).

Воздействие УНТ на дыхательную активность биопленок 
оценивали колориметрическим методом с использованием набо-
ра реактивов ХТТ Cell Proliferation Assay Kit («Roche», Germany). 
Биопленки выращивали в полистирольном плоскодонном 96-лу-
ночном планшете «Медполимер» (Россия) в 200 мкл среды LB  
с добавлением УНТ (200 мг/л) в течение 3 суток, контролем слу-
жили биопленки, выращенные на среде LB без УНТ. Биопленки 
отмывали и вносили 100 мкл 0,9%-ного раствора NaCl с добав-
лением 50 мкл реактива ХТТ (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро- 
5-сульфофенил)-2Н-тетразолий-5-карбоксанилид). Измерения 
проводили на планшетном ридере Infinite M1000 pro («TECAN», 
Швейцария) при λ = 480 нм через каждый час в течение 7 ч.

Статистический анализ результатов проводили с помощью 
стандартного пакета лицензионной программы MS Excel 2007, 
определяли среднее арифметическое, стандартное отклонение, 
стандартную ошибку среднего. Достоверность различий опре-
деляли с использованием критерия Стьюдента. Различия счита-
ли достоверными при уровне значимости p < 0,05 (n = 7–14).

Результаты и обсуждение. Определили биомассу бактери-
альных биопленок на среде LB с УНТ. По сравнению с контро-
лем (среда LB без УНТ) МУНТ, МУНТ-ОН, МУНТ-СООН, 
ОУНТ, ОУНТ-СООН вызывают достоверное увеличение биоплен-
кообразования A. guillouiae 11h и A. faecalis 2 (рис. 1, а). МУНТ-ОН, 
МУНТ-СООН, оМУНТ, ОУНТ и ОУНТ-СООН в среде культи- 
вирования приводили к повышенному биопленкообразованию 
B. dolosa БОС, а МУНТ-СООН и ОУНТ – A. pulmonis ПНОС 
(рис. 1, б). Ни одни из изучаемых нами углеродных наноматери-
алов не ингибировал биопленкообразование.

Дыхательную активность биопленок оценивали по восста-
новлению реактива ХТТ дегидрогеназами клеток. Показано до-
стоверное увеличение дыхательной активности A. guillouiae 11h 
в присутствии всех УНТ за исключением оМУНТ (рис. 2, а)  
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и увеличение дыхательной активности B. dolosa БОС в присут-
ствии всех УНТ (рис. 2, б). МУНТ и МУНТ-ОН вызывали досто-
верное увеличение дыхательной активности A. faecalis 2, МУНТ – 
A. pulmonis ПНОС.

Таким образом, бактериальные биопленки, выросшие в при-
сутствии УНТ, в основном были более массивны, чем сформи-
ровавшиеся на среде LB без добавок. Клетки в биопленках изу-
ченных грамотрицательных бактерий активного ила были 
жизнеспособны, а их дыхательная активность возрастала в при-
сутствии УНТ.

Влияние УНТ на бактериальные клетки, в том числе и в со-
ставе биопленок, зависит от концентрации наночастиц. С. Zhu  
с соавторами обнаружили лишь незначительное уменьшение 
размера и толщины зрелой биопленки активного ила при кра-
тковременном воздействии оксида графена в концентрации  
100 мг/л. В то же время 300 мг/л оксида графена в среде вызвало 
серьезное ухудшение состояния системы активного ила [5].  
В более ранних работах [11] мы показали, что в зависимости от 
функциональных групп МУНТ приводят либо к пробиопленоч-
ному, либо к антибиопленочному эффекту в отношении бакте-
рий окружающей среды, причем МУНТ влияет в большей степе-
ни на биопленкообразование грамотрицательных, а не грампо-
ложительных бактерий. ОУНТ-СООН вызывает значительное 
увеличение биопленкообразования E. coli К12 [12]. В настоящей 
работе мы показали отсутствие отрицательного воздействия  
200 мг/л немодифицированных и функционализированных УНТ 
на биопленкообразование 4 видов грамотрицательных протео-
бактерий активного ила и, наоборот, установили увеличение 
биомассы биопленки и дыхательной активности в присутствии 
УНТ. Эти углеродные наноматериалы в среде могут напрямую 
воздействовать на перенос электронов либо опосредованно вли-
ять на клетку, усиливая интенсивность работы ферментов дыха-
тельной цепи. Усиление биопленкообразования может быть от-
ветом бактерий на стрессовые факторы либо являться следстви-
ем усиления адгезии клеток при агрегации с наночастицами. 
Так, присутствие углеродных наночастиц в среде может вызвать 
нарушение мембраны бактериальных клеток и окислительный 
стресс, и, как результат, повышенное биопленкообразование. 
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Заключение. Было установлено, что немодифицированные 
и функционализированные МУНТ и ОУНТ в среде культивиро-
вания не оказывали антибактериального действия в отношении 
протеобактерий активного ила A. faecalis 2, A. guillouiae 11h,  
B. dolosa БОС, A. pulmonis ПНОС, усиливали их биопленкообра-
зование и дыхательную активность клеток. 

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ 
и Пермского края в рамках научного проекта № 20-44-596002.
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EFFECT OF CARBON NANOTUBES ON THE BIOFILM  
FORMATION OF ACTIVE SLUDGE BACTERIA
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Academy of Sciences - branch of the Perm Federal Research Center UB RAS, 

Perm, Russia, уul_max@mail.ru

Carbon nanotubes (CNTs) in large-scale production end up in wastewater and 
can adversely affect activated sludge bacteria, disrupting the biological treatment 
process. We studied the bio- film formation of activated sludge proteobacteria Alca-
ligenes faecalis 2, Acinetobacter guilloui- ae llh, Achromobacter pulmonis PNOS, 
and Burkholderia dolosa BOS during growth in the presence of CNTs. Biofilm bio-
mass was assessed by staining crystal violet. The respiratory activity of biofilm 
cells in the presence of CNTs of various types was determined by the level of tetra-
zolium salt reduction to formazan by cell dehydrogenases. It has been established 
that in the vast majority of experimental variants (different types of proteobacteria, 
different types of CNTs), the biofilm biomass of the proteobacteria and the respira-
tory activity of cells increase. The inhibitory effect of carbon nanomaterials on the 
biofilm formation of proteobacteria was not noted.
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УДК 579.222.2

ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ  
БАКТЕРИЙ RHODOCOCCUS OPACUS VOC-14  
НА УТИЛИЗАЦИЮ БУТИЛЦЕЛЛОЗОЛЬВА 

Д. А. НАРКЕВИЧ, М. С. ЧИРИКОВА,  
И. И. АЛЕШКЕВИЧ, Е. М. ГЛУШЕНЬ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
dasha.narkevich@mail.ru

Изучено влияние таких факторов, как температура, pH, а также источни-
ков азота и фосфора, используемых в процессе культивирования штамма  
R. opacus VOC-14, на уровень его последующей деструктивной активности  
в отношении бутилцеллозольва. Подобраны оптимальные параметры культи-
вирования штамма R. opacus VOC-14 для достижения его максимальной де-
структивной активности. Показано, что присутствие в среде культивирова-
ния тиомочевины в качестве источника азота позволяет достигнуть наиболее 
высокой степени утилизации токсиканта и является ключевым фактором, 
способствующим повышению деструктивной активности R. opacus VOC-14.

Ключевые слова: культивирование, бутилцеллозольв, гликолевые эфи-
ры, Rhodococcus, микроорганизмы деструкторы.

Введение. Благодаря своим широким метаболическим воз-
можностям бактерии рода Rhodococcus широко применяются  
в процессах биоремедиации окружающей среды от различного 
рода токсических соединений алифатического и ароматического 
ряда [1, 2]. Однако в настоящее время недостаточно данных  
о микробиологической деструкции таких соединений, как гли-
колевые эфиры, которые нашли широкое применение в качестве 
растворителей в лакокрасочном, текстильном и фармацевтиче-
ском производстве. Ранее нами отобран бактериальный штамм 
R. opacus VOC-14, который проявил себя как перспективный 
микроорганизм-деструктор в отношении бутилцеллозольва [3, 4]. 
Представляется интересным более детальное изучение метабо-
лического потенциала данного штамма в процессах биодеграда-
ции гликолевых эфиров.

Известно, что для бактерий р. Rhodococcus одной из отличи-
тельных черт является их высокая адаптивность к неблагопри-
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ятным условиям среды, которая опосредована особенностями 
строения клетки, наличием ряда ферментных систем и высокой 
лабильностью их генома. Показано, что сверхэспрессия генов 
стрессовых белков (шапероны, протеазы, ферменты синтеза 
клеточной стенки и др.), которая способствует высокой устойчи-
вости родококков к ряду физических факторов среды (темпера-
тура, pН, осмотический стресс и др.), также наблюдается при их 
контакте с токсическими органическими соединениями [5]. 
Таким образом, изучение влияния вышеперечисленных факто-
ров в процессе предварительного культивирования бактерий  
R. opacus VOC-14 позволит более детально изучить их деструк-
тивную активность в отношении бутилцеллозольва, а в даль-
нейшем применить полученные данные в процессе разработки 
технологии предподготовки бактериальной культуры к утилиза-
ции гликолевых эфиров.

Цель исследования – изучение влияния температуры, pH, 
источников азота и фосфора, используемых в процессе культи-
вирования штамма R. opacus VOC-14, на уровень его последую-
щей деструктивной активности в отношении бутилцеллозольва.

Материалы и методы. Объектом исследования служил ра-
нее отобранный бактериальный штамм R. opacus VOC-14 как 
наиболее перспективный деструктор гликолевых эфиров.

Определение оптимальных параметров роста культуры  
R. opacus VOC-14 проводили в аэробных условиях при оборотах 
платформы шейкера-инкубатора 180 об/мин. 

Для культивирования использовали питательную среду сле-
дующего состава: NaCl – 0,5 г/л, MgSO4 × 7H2O – 0,8 г/л, KH2PO4 – 
0,7 г/л, NH4H2PO4 – 1,3 г/л, меласса – 10 г/л, сусло – 25 мл/л,  
мясо-пептонный бульон – 50 мл/л. Инокулятом служила куль- 
туральная жидкость бактерий в количестве 10 об.%. Темпера-
турный оптимум роста микроорганизмов-деструкторов опреде-
ляли в условиях культивирования при температурах 20, 22, 24, 
28, 32 и 35 °С. Влияние кислотно-щелочного баланса среды на 
рост культур определяли при значениях рН 5–10. 

Титр клеток определяли методом предельных разведений на 
плотной агаризованной среде [6]. Полученные результаты при-
ведены в виде усредненных данных титра колониеобразующих 
единиц. Погрешность составляла не более 5 %.
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Оценка влияния температуры культивирования на последу-
ющую деструктивную активность исследуемого штамма. Пре д-
варительное культивирование микроорганизмов проводили в жид-
кой среде на орбитальном шейкере IKA KS4000i control (Герма-
ния) в условиях перемешивания 200 об/мин, при температурах 
20, 24, 28 и 35 °C в течение 4 суток. Титр во всех культуральных 
жидкостей (КЖ) составлял не менее 1 × 108 КОЕ/мл, за исключе-
нием КЖ, полученной при 35 ºC. При данной температуре титр 
достигал не более 1 × 106 КОЕ/мл.

Известно, что бутицеллозольв является растворимым в воде 
при низких температурах, и активно испаряется при температу-
ре выше 25 °C. В связи с этим, исследования процесса очистки  
с помощью микроорганизмов-деструкторов проводили в закры-
тых системах, что исключало испарение легколетучих раство-
рителей. Таким образом, деструктивную активность штамма  
изучали при 2 температурных режимах: минимальная темпера-
тура – 10 °C, максимальная – 22 °C, являющейся предпороговой 
для начала процессов испарения эфира из воды.

Оценка влияния pH среды культивирования на последующую 
деструктивную активность исследуемого штамма. Предвари-
тельное культивирование микроорганизмов проводили в жид-
кой среде вышеперечисленного состава с диапазоном pH от 5,0 
до 10,0 на орбитальном шейкере IKA KS4000i control (Германия) 
в условиях перемешивания 200 об/мин, при 28 °C в течение 4 суток. 

Условия проведения опыта по оценке деструктивной актив-
ности: температура 22 °C, без перемешивания и аэрации, в мо-
дельных установках закрытого типа.

Оценка влияния источников азота и фосфора в среде куль-
тивирования на последующую деструктивную активность ис-
следуемого штамма. Штамм R. opacus VOC-14 предварительно 
культивировали на модифицированной среде, где источник азо-
та моноаммонийфосфат (NH4H2PO4) был заменен на тиомочеви-
ну (CS(NH2)2), нитрат натрия (NaNO3) или молибдат аммония 
((NH4)2MoO4). В качестве источников фосфора использовали 
ди гидроортофосфат калия (KH2PO4), гидрофосфат натрия 
(Na2HPO4) или их смесь в эквивалентном количестве, рН среды 
составил 7,5.



Биотехнологии	для	контроля	окружающей	среды	 537

Оценку деструктивной активности КЖ, полученных при раз-
личных значения температуры культивирования, pH среды и на-
личия альтернативных источников азота и фосфора, проводили 
в закрытых системах с использованием модельного раствора, 
содержащего бутилцеллозольв в концентрации 100 мг/л, на 7-е  
и 14-е сутки. Полученные КЖ вносили в модельный раствор в 
количестве 1 об.%.

Результаты и обсуждение. Так как рост микроорганизмов 
непосредственно зависит от условий внешней среды, и в част-
ности, от кислотности среды (рН) и температуры на первом эта-
пе было изучено влияние кислотно-щелочного баланса и темпе-
ратуры на рост бактериального штамма R. opacus VOC-14.

Температурный оптимум для культивирования исследуемо-
го штамма находился в пределах 28 °С, где титр клеток состав-
лял 3,8 × 109 КОЕ/мл. Понижение температуры культивирова-
ния до 22 °С, как и повышение до 32 °С замедлял процесс роста. 
Изменение роста наблюдалось при снижении температуры до 
22 °С, где титр клеток в культуральной жидкости составлял 
7,3 × 108 КОЕ/мл, в то время как при 32 °С количество клеток со-
ставило 1,8 × 108 КОЕ/мл. При температуре культивирования 
35 °С титр достигал не более 1 × 106 КОЕ/мл (рис. 1).

Рис. 1. Влияние температуры на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14

Рис. 2. Влияние pH на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14

Рис. 1. Влияние температуры на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14



538	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

При изучении влияния кислотности среды на рост R. opacus 
VOC-14 установлено, что оптимальным являлся диапазон значе-
ний рН от 6,0 до 8,0. В этом диапазоне титр клеток в культу-
ральной жидкости составлял (2,1–3,4) × 109 КОЕ/мл. Понижение 
значения рН до 5,0 и ниже, а также повышение рН до 9,0 и выше 
приводило к значительному замедлению роста культур. Титр 
клеток через 72 ч культивирования составил лишь 5,6 × 108 КОЕ/мл 
при значении рН 5,0 и 7 × 107 КОЕ/мл ‒ при значении рН 9,0  
(рис. 2). Полученные результаты свидетельствуют об узком диа-
пазоне значений pH среды культивирования для бактерии  
R. opacus VOC-14.

Рис. 1. Влияние температуры на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14

Рис. 2. Влияние pH на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14
Рис. 2. Влияние pH на рост микроорганизмов R. opacus VOC-14

Таким образом, установлены оптимальные условия роста куль-
туры R. opacus VOC-14: температурный оптимум ‒ 28 ± 2 °С, 
рН 6‒8.

При оценке влияния температуры культивирования на по-
следующую деструктивную активность штамма выявлено, что 
на 7-е сутки исследований утилизация бутилцеллозольва при 
температуре 10 °C наиболее эффективно происходила в образ-
цах с культуральными жидкостями, полученнми при 24 и 28 °C, 
и составляла 7,48 и 9,24 %, соответственно (рис. 3). На 14-е сут-
ки максимальная степень утилизации токсиканта (25,01 %) в ус-
ловиях пониженных температур бактериями R. opacus VOC-14 
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была отмечена для штамма, культивируемого при 28 °C. Де-
структивная активность культуральных жидкостей, получен-
ных при предварительном культивировании бактерий в услови-
ях 20 и 35 °C, к этому времени составила 12,97 и 13,96 % соот-
ветственно. 

Рис. 3. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 10 °C  
в зависимости от предварительной температуры культивирования

Исследование деструкции бутилцеллозольва при температу-
ре 22 °C показало, что уже на 7-е сутки максимальная степень 
утилизации токсиканта, составляющая 27,72 и 26,96 % была до-
стигнута в опытах с предварительным культивированием штам-
ма при 24 и 35 °C соответственно (рис. 4). К 14-м суткам степень 
утилизации данными культуральными жидкостями составила 
33,36 и 38,01 % соответственно. Для культуры, полученной при 
20 °C культивирования, степень деструкции бутилцеллозольва  
с 7-х по 14-е сутки практически не изменилась. 

По данным оценки влияния pH питательной среды наиболь-
шую степень утилизации бутилцеллозольва как на 7-е, так и на 
14-е сутки продемонстрировал R. opacus VOC-14 (21,0 %), куль-
тивируемый в среде с pH 8, которая также является оптимальной 
для роста исследуемого штамма. В диапазоне pH среды от 5  
до 7 наблюдалась умеренная деструктивная активность штамма, 
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а последующее защелачивание среды (рН 9–10) не способство-
вало успешной утилизации токсиканта (рис. 5).

Согласно полученным данным влияния источников фосфора 
на культивирование исследуемого штамма в среде, не содержа-
щей KH2PO4 или его замена на Na2HPO4, отрицательно сказыва-
лись на его деструктивной активности – степень утилизации бу-
тилцеллозольва по сравнению с КЖ в присутствии ионов калия 
(23,06 %) составила 10,2 и 7,21 % на 14-е сутки соответственно. 

Рис. 4. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 ºC в зависимости от 

Рис. 5. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 ºC в зависимости от 
pH среды культивирования

Рис. 4. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 °C  
в зависимости от предварительной температуры культивирования

Рис. 4. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 ºC в зависимости от 

Рис. 5. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 ºC в зависимости от 
pH среды культивированияРис. 5. Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 °C  

в зависимости от pH среды культивирования
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Данный факт говорит о необходимости наличия ионов калия  
в среде культивирования штамма для дальнейшего успешного 
процесса деструкции бутилцеллозольва. Использование в каче-
стве источников фосфора смеси KH2PO4 и Na2HPO4 при культи-
вировании штамма R. opacus VOC-14 вместо стандартной смеси 
NH4H2PO4 и KH2PO4 позволяет увеличить в последующем сте-
пень утилизации токсиканта на 36,1 % (7-е сутки).

Замена источника азота в среде предварительного культиви-
рования на (NH4)2MoO4 не способствовала деструктивной ак-
тивности штамма, что, прежде всего, связано с возможной ток-
сичностью ионов молибдена для R. opacus VOC-14. Присутствие 
в среде культивирования тиомочевины в качестве источника 
азота позволяла достигнуть наиболее высокой степень утилиза-
ции токсиканта (49,81 %). Таким образом, наличие CS(NH2)2 яв-
ляется ключевым фактором, способствующим повышению де-
структивной активности R. opacus VOC-14 (таблица).

Деструктивная активность штамма R. opacus VOC-14 при 22 °C  
в зависимости от альтернативных источников азота и фосфора

Питательная среда Используемый источник 
азота и фосфора

Степень  
утилизации, %

7-е сутки 14-е сутки

Е-8 стандартная NH4H2PO4 и KH2PO4 9,17 21,66

Е-8 (с заменой источника азота)
CS(NH2)2 26,92 49,81
NaNO3 14,26 15,21
(NH4)2MoO4 0,47 1,06

Е-8 (с заменой источника  
фосфора и калия)

Na2HPO4 3,85 7,21
KH2PO4 и Na2HPO4 12,48 23,06
без KH2PO4 10,2 10,2

П р и м е ч а н и е: в таблице приведены усредненные данные степени ути-
лизации по 3 повторностям, погрешность находится в пределах от 0,5 до 1,5 %.

Заключение. Выявлены оптимальные условия роста бакте-
риальной культуры R. opacus VOC-14, которые представлены 
температурой в 28 ºС и значением рН среды от 6 до 8. В резуль-
тате проведенных исследований по влиянию температуры 
культивирования, pH среды, а также источников азота и фосфо-
ра, подобраны оптимальный состав питательной среды и пара-



542	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

метры культивирования штамма R. opacus VOC-14 для достиже-
ния его максимальной деструктивной активности по отноше-
нию к бутилцеллозольву:

модифицированная питательная среда следующего состава: 
NaCl – 0,5 г/л, MgSO4 × 7H2O – 0,8 г/л, KH2PO4 – 0,35 г/л, 
Na2HPO4 – 0,35 г/л, CS(NH2)2 – 1,3 г/л, меласса – 10 г/л, сусло – 
25 мл/л, мясо-пептонный бульон – 50 мл/л; 

оптимальные условия культивирования: рН 8, температура 
24 и 35 °C (при температуре деструкции 22 °C) и 28 °C (при тем-
пературе деструкции 10 °C), 180 об/мин.
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EFFECTS OF THE CULTIVATION CONDITIONS OF RHODOCOCCUS 
OPACUS VOC-14 ON THE BUTYL CELLOSOLV UTILISATION

D. A. NARKEVICH, M. S. CHIRIKOVA, I. I. ALESHKEVICH, A. M. HLUSHEN

Institute of Microbiology, NAS of Belarus, Minsk, Belarus,  
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The influence of factors such as temperature, pH, and nitrogen and phosphorus 
sources used during cultivation of R. opacus VOC-14 was studied. Optimal cultiva-
tion parameters for R. opacus VOC-14 strain to achieve its maximum destructive 
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activity were identified. It was shown that thiourea as a nitrogen source in the culti-
vation medium enables the highest degree of toxicant utilization and is a key factor 
contributing to the destructive activity of R. opacus VOC-14.

Keywords: cultivation, butyl cellosolve, glycol esters, Rhodococcus, microbial 
destructors.
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БИОДЕГРАДАЦИЯ ЛИНЕЙНЫХ ПОЛИАКРИЛАМИДОВ 
АМИДАЗОСОДЕРЖАЩИМИ БАКТЕРИЯМИ

Е. М. ПРОТАСОВА1, Ю. Г. МАКСИМОВА1,2
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Изучена способность бактериальных штаммов Rhodococcus erythropolis 
ИЛ БИО и Alcaligenes faecalis 2, обладающих амидазной активностью, ис-
пользовать линейные полиакриламиды (ПАМ) марки Праестол 857 BS и 2530 
в качестве источника углеродного или азотного питания. Определено, что 
штаммы бактерий использовали ПАМ Праестол 857 BS в концентрации 
0,05 % в качестве источника азота или углерода и единственного субстрата 
для роста биомассы. ПАМ Праестол 2530 в концентрации 0,05 и 0,01 % бакте-
рии использовали только в качестве источника азота с дополнительным ис-
точником углерода. Наибольший рост бактерий наблюдали на среде с ПАМ 
Праестол 857 BS в качестве источника углерода с дополнительным источни-
ком азота, а также как единственным источником углерода и азота. Катион-
ные ПАМ подвергались более эффективной микробной деградации, чем ани-
онные. 

Ключевые слова: полдиакриламиды, биодеградация, бактерий Rhodo-
coccus erythropolis, Alcaligenes faecalis.

Введение. Полиакриламиды (ПАМ) представляют собой груп-
пу полимеров с высокой молекулярной массой на основе акри-
ламида и его производных. ПАМ широко применяются в раз-
личных областях промышленности и деятельности человека: 
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водоочистке, нефтеперерабатывающей, целлюлозно-бумажной, 
косметической, лакокрасочной и пищевой отраслях, сельском 
хозяйстве, добыче полезных ископаемых [1–3]. ПАМ и его про-
изводные могут иметь различную молекулярную массу и плот-
ность заряда при изменении параметров реакции полимериза-
ции и/или относительных количеств используемых реагентов. 
Высокомолекулярные водорастворимые полимеры могут быть 
модифицированы для придания им неионогенных, анионных 
или катионных свойств для конкретных целей [4]. 

В большинстве случаев эти полимеры используют в каче-
стве флокулянтов, которые способствуют эффективному разде-
лению твердой и жидкой фаз в воде, содержащей взвешенные 
вещества. ПАМ в промышленных масштабах используют для 
очистки сточных вод. Его применяют в качестве обезвоживаю-
щего агента для предварительной обработки осадка перед меха-
ническим обезвоживанием. В водном хозяйстве ежегодно тра-
тятся миллионы долларов на удаление токсичных загрязнителей 
путем использования ПАМ. Этот полимер действует как агент, 
связывающий коллоидные частицы ила с образованием боль-
ших хлопьев. Присутствие ПАМ в активном иле затрудняет 
дальнейшую эффективную биологическую деградацию с помо-
щью анаэробных процессов на очистных сооружениях [5, 6].

ПАМ обычно считается нетоксичным веществом для расте-
ний и животных, однако присутствие мономеров в его составе 
или их высвобождение при деградации полимера могут являть-
ся причиной загрязнения окружающей среды, а также нанести 
вред здоровью человека и животных, если деградация полимера 
будет происходить с высвобождением мономеров. Известно, что 
акриламид является токсичным соединением для растений, жи-
вотных и человека и обладает мутагенным, канцерогенным  
и другими эффектами. Мономеры акриламида проникают через 
неповрежденную кожу, слизистые оболочки и желудочно-ки-
шечный тракт и способны вызывать невропатии [7, 8].

Таким образом, необходимо всесторонне изучать проблему 
эффективной утилизации этих полимеров. Разрушение ПАМ  
и его производных может происходить путем механических, 
фотолитических, химических и биологических процессов. Био-
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деградация является одним из удобных и экономически эффек-
тивных методов устранения загрязняющих органических ве-
ществ [4, 7, 9]. 

В отличие от ПАМ, акриламид представляет собой сравни-
тельно небольшую молекулу, поэтому может легко проходить 
через биологические мембраны. Для большинства микроорга-
низмов мономер ПАМ является токсичным и может оказывать 
влияние на их рост и сульфгидрильные белки клеток. Тем не ме-
нее многие штаммы способны расти в присутствии акриламида 
и частично или полностью разлагать его с помощью амидаз. 
Амидазы – широко распространенные в живой природе универ-
сальные ферменты. Продукция амидаз обнаружена как у пред-
ставителей бактерий родов Arthrobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, 
Acinetobacter, Brevibacterium, Bacillus, Burkholderia, Delftia, Entero-
bacter, Enterococcus, Escherichia, Helicobacter, Microbacterium, 
Moraxella, Nocardia, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodococcus, Rho-
dopseudomonas, Stenotrophomonas, так и среди грибов родов 
Asper gillus, Candida, Kluyvera, Kluyveromyces [10, 11]. 

Полимеры с высокой молекулярной массой, такие как ПАМ, 
не могут проходить через биологические мембраны, поэтому 
для их биодеградации требуется действие внеклеточных амидаз 
либо в аэробных, либо в анаэробных условиях, и далее они ча-
стично или полностью разлагаются множеством различных 
ферментов [1, 4, 9]. Только некоторые виды, принадлежащие  
к бактериальным родам Enterobacter sp., Azomonas sp., Bacillus sp., 
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. и Clostridium sp., способны  
использовать ПАМ и его производные в качестве источника 
углерода и/или азота. Хотя амидазы участвуют в микробиологи-
ческом разложении ПАМ, сведения о метаболических путях  
и ферментах реакции в настоящее время не ясны [10–12]. 

В связи с этим целью настоящей работы явилось изучение 
особенностей роста штаммов, обладающих амидазной активно-
стью, на линейных катионных и анионных полиакриламидах 
как источниках углерода и/или азота. 

Материалы и методы. В работе были использованы амида-
зосодержащий штамм бактерий Rhodococcus erythropolis ИЛ БИО, 
выделенный нами ранее из почвы в присутствии поперечно сши-
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того ПАМ, и Alcaligenes faecalis 2, выделенный нами ранее из 
активного ила очистных сооружений с 3-цианопиридином как 
единственным источником углерода и азота. 

Для выращивания бактерий использовали безазотистую  
минеральную среду следующего состава (г/л): КН2РО4 – 1,0; 
K2HPO4 × 3H2O – 3,7; NaCl – 0,5; MgSO4 × 7H2O – 0,5;  
FeSO4 × 7H2O – 0,005; CoCl2 × 6H2O – 0,01, рН 7,2 ± 0,2. Источ-
ником углерода для родококка служила глюкоза в концентрации 
0,1 %, а источником азота – хлористый аммоний в концентрации 
10 мМ. Для алкалигенеса единственным источником углерода  
и азота был 0,1 М ацетамид. Биомассу концентрировали цент- 
рифугированием в течение 20 мин при 5000 g на центрифуге 
5804 R («Eppendorf», Германия), отмывали однократно от среды 
культивирования стерильным хлоридом натрия в концентрации 
0,9 %, центрифугировали повторно и разводили в стерильном 
растворе хлорида натрия.

Способность бактерий использовать ПАМ в качестве источ-
ника углеродного, азотного питания или единственного росто-
вого субстрата изучали также на жидкой безазотистой мине-
ральной среде. В качестве субстратов роста использовали ли-
нейные ПАМ в концентрации 0,05 и 0,01 %: Праестол 857 BS, 
обладающий сильной катионной активностью, и Праестол 2530, 
обладающий анионной активностью (получены из Института 
технической химии УрО РАН, Пермь). Клетки бактерий выра-
щивали на среде с ПАМ в трех вариантах: 1) в качестве един-
ственного источника углерода и азота; 2) без дополнительного 
источника азота с глюкозой как источником углерода для  
R. erythropolis ИЛ БИО и ацетатом натрия для A. faecalis 2; 3) без 
дополнительного источника углерода с хлористым аммонием 
как источником азота. Культивирование проводили в кониче-
ских колбах объемом 50 мл в 25 мл среды в течение 5–7 дней на 
шейкере со скоростью вращения 110 об/мин при температуре  
30 °С. Рост бактерий оценивали по изменению оптической плот-
ности клеточной суспензии, измеренной при длине волны 540 нм 
(ОП540) на фотоэлектроколориметре КФК-3 (Россия).

Результаты и обсуждение. Результаты культивирования бак-
терий Rhodococcus erythropolis ИЛ БИО и Alcaligenes faecalis 2 
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на среде с линейными полиакриламидами представлены в та-
блице. Выявлено, что R. erythropolis ИЛ БИО и A. faecalis 2 мо-
гут использовать катионный ПАМ Праестол 857 BS в концен-
трации 0,05 % как в качестве источника азота или углерода, так 
и единственного субстрата для роста биомассы. Наибольший 
рост бактерий наблюдали на среде с данным полимером как ис-
точником углерода с дополнительным источником азота, а так-
же как единственным источником углерода и азота. Оптическая 
плотность культуры (ОП540) в конце культивирования достигала 
0,240–0,250. Амидазосодержащие штаммы бактерий исполь- 
зовали анионный ПАМ Праестол 2530 в концентрации 0,05  
и 0,01 % только в качестве источника азота с внесением допол-
нительного источника углерода – ацетата натрия. При этом ОП540 
в конце культивирования R. erythropolis ИЛ БИО и A. faecalis 2 
не превышала 0,2 и 0,1 соответственно.

Таким образом, нами было показано, что катионный ПАМ 
подвержен более эффективной микробной деградации, чем ани-
онный. По-видимому, это связано с отсутствием электростати-
ческого отталкивания между отрицательно заряженной клеточ-
ной стенкой и молекулой полимера.

Заключение. Активное использование ПАМ в очистке сточ-
ных вод требует решения задачи утилизации отработанных по-
лимеров. Биодеградация является экономически эффективным  
и экологичным методом очистки окружающей среды от ксено-
биотиков и органических поллютантов. Однако поиск микроор-
ганизмов, которые могли бы частично или полностью разлагать 
ПАМ и его производные, является непростой задачей из-за осо-
бенностей строения полимеров, а также возможной токсичности 
акриламида в их составе.

Изученные нами бактериальные штаммы R. erythropolis ИЛ БИО 
и A. faecalis 2, обладающие амидазной активностью, могут де-
градировать линейные ПАМ, используя их в качестве субстрата 
для роста. При этом эффективность микробной деградации 
ПАМ зависит от его заряда. В перспективе данные штаммы мо-
гут быть применены для утилизации избытков отработанного 
полимера.
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BIODEGRADATION OF LINEAR POLYACRYLAMIDES  
BY BACTERIA CONTAINING AMIDASE
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The ability of Rhodococcus erythropolis IL BIO and Alcaligenes faecalis 2 
bacterial strains with amidase activity to use linear polyacrylamides (PAM) 
Praestol 857 BS and 2530 as a source of carbon or nitrogen nutrition was studied. It 
was determined that bacterial strains used PAM Praestol 857 BS at a concentration 
of 0.05% as a source of nitrogen or carbon and the only substrate for biomass 
growth. PAM Praestol 2530 at a concentration of 0.05 and 0.01 % was used by bac-
teria only as a nitrogen source with an additional carbon source. The greatest 
growth of bacteria was observed on the medium with PAM Praestol 857 BS as  
a carbon source with an additional source of nitrogen, and also as the only source of 
carbon and nitrogen. Cationic PAMs were subjected to more efficient microbial deg-
radation than anionic ones.

Keywords: polydiacrylamides, biodegradation, bacteria Rhodococcus eryth-
ropolis, Alcaligenes faecalis.
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На среде с ацетонитрилом в качестве единственного источника углерода 
из проб содовых отложений и грунта шламохранилища АО «Березниковский 
содовый завод» выделены штаммы бактерий. Впервые из высокоминерализо-
ванной щелочной экстремальной среды антропогенного происхождения вы-
делены нитрилгидролизующие актинобактерии, идентифицированные как Rhodo-
coccus qingshengii 5Э (ИЭГМ 1416) и Rhodococcus erythropolis 6Э (ИЭГМ 1417). 
Исследованы рост и нитрилгидролизующая активность Rhodococcus qingshen-
gii 5Э и Rhodococcus erythropolis 6Э. Показано, что оба штамма являются  
алкалотолерантными. Нитрилгидролизующая активность при росте R. qingshen-
gii 5Э на среде с рН 10 максимальна в стационарной фазе роста. R. qing shen- 
gii 5Э проявляет наибольшую нитрилгидролизующую активность в реак- 
ционной среде с рН 10, содержащей 0.5 г/л NaCl, и является перспективным 
штаммом для трансформации нитрилов в щелочных условиях.

Ключевые слова: нитрилы, алкалотолерантные родококки, нитрил-  
и амидгидролизующие бактерии.

Введение. Нитрилы представляют собой органические сое-
динения с цианогруппой C≡N в составе молекулы. В природе 
нитрилы часто встречаются в формах цианогликозида, являю-
щегося производным аминокислот; бета-циано-L-аланина, пред-
положительно формирующегося в процессе детоксикации циа-
нида при участии цианоаланинсинтазы; продуктов расщепления 
глюкозинолатов; цианолипида, рицинина, финилацетонитрила 
и др. соединений, синтезируемых растениями; простых алифа-
тических нитрилов (изобутиронитрила) при анаэробной дегра-
дации аминокислот [1–4].
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Нитрилы – зарекомендованный, универсальный предше-
ственник для синтеза разнообразных по структуре соединений. 
Их функциональная группа с тройной ненасыщенной полярной 
связью является одним из основных строительных блоков в ор-
ганическом синтезе. Химическая промышленность широко за-
действует разнообразные нитрилы как в форме промежуточного 
продукта для синтеза веществ, мономеров для синтеза полиме-
ров, так и в виде самостоятельно используемых веществ. Так, 
ацетонитрил является растворителем и экстрагентом, акрилони-
трил и адипонитрил необходимы для производства полимеров 
полиакрилонитрила и нейлона-66, хиральные синтоны приме-
няют в качестве интермедиатов лекарственных препаратов, про-
изводное нитрила циталопрам как самостоятельный фармацев-
тический препарат, дихлобенил, бромоксинил, иоксинил, буктрил 
в качестве гербицидов. Также они являются важными промежу-
точными продуктами в органическом синтезе аминов, амидов, 
амидинов, карбоновых кислот, сложных эфиров, альдегидов, ке-
тонов и гетероциклических соединений [1, 5]. 

Большинство нитрилов являются высокотоксичными, мута-
генными и канцерогенными веществами [1]. Пагубное воздей-
ствие на организмы, в сочетании с индустриализацией и востре-
бованностью в химической отрасли, привели к проблеме рас-
пространения в окружающей среде этих токсичных веществ  
в виде сельскохозяйственных химикатов и в составе промыш-
ленных сточных вод. Кроме того, обнаружена неэффективность 
общепринятых методов утилизации отходов путем сжигания  
и захоронения, ведущих к образованию еще более токсичных 
цианистых соединений. В качестве решения этой проблемы 
предлагается биоремедиационная стратегия с участием бакте-
рий-деструкторов. 

Микроорганизмы, обладающие ферментами гидролиза ни-
трилов, способны трансформировать их до менее токсичной 
карбоновой кислоты [6]. Бактерии используют нитрилы как ис-
точник питания. Ферментативная реакция протекает либо одно-
стадийно, при участии нитрилазы, либо двухстадийно по ни-
трилгидритазно-амидазному пути. Биотехнологический подход 
применяется при производстве акриламида, акрилата аммония, 
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никотинамида и других амидов [7–9]. В отличие от химического 
пути, ферментативный гидролиз нитрилов выгоден благодаря 
энергетической эффективности, экологической безопасности  
и высокой стереоселективности [10]. Отличие биокатализа от 
химического катализа заключается в «физиологических» усло-
виях реакции. При производственном внедрении возникает по-
требность в продуцентах, адаптированных к широкому диапа-
зону рН, высоким температурам, присутствию солей и органи-
ческим растворителям. Ферменты подобных микроорганизмов 
могут проявлять устойчивость к нескольким факторам среды, 
что делает возможным их широкое использование в различных 
сферах производства. В связи с этим большой интерес для био-
технологии представляют микроорганизмы, выделенные из экс-
тремальных сред обитания, и их ферменты [11].

Род Rhodococcus является наиболее активной группой среди 
бактериальных штаммов, продуцирующих нитрилгидролизую-
щие ферменты [12]. Большинство опубликованных исследова-
ний описывает родококки, выделенные из естественных источ-
ников обитания, тогда как в представленной работе рассмотрены 
штаммы из источника антропогенного происхождения с такими 
экстремальными характеристиками, как высокая щелочность  
и минерализация.

Цель работы – изучение влияния различных рН и концен-
траций хлорида натрия на рост и нитрилгидролизующую актив-
ность бактерий, выделенных из щелочной среды антропогенно-
го происхождения.

Материалы и методы. Изоляты нитрил- и амидгидролизу-
ющих бактерий выделены из донных отложений с рН 11 и грун-
та старой карты шламохранилища с глубины 5 см в действую-
щем шламонакопителе АО «Березниковский содовый завод» 
(Пермский край) на минеральной среде с 0,25%-ным ацетони-
трилом или 10 мМ ацетамидом в качестве единственного источ-
ника углерода и энергии. Бактерии идентифицированы мето- 
дом секвенирования 16S рРНК как Rhodococcus qingshengii 5Э 
(ИЭГМ 1416) и Rhodococcus erythropolis 6Э (ИЭГМ 1417). В 96-лу-
ночном полистироловом планшете «Медполимер» (Россия) на 
среде LB «Sigma-Aldrich» (США) определяли зависимость роста 
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штаммов от pH в диапазоне 6-12 и 0,5; 5; 10; 50; 100; 150; 200;  
250 г/л NaCl в течение 10 сут, при инокулировании в 200 мкл 
среды 10 мкл бактериальной суспензии (ОП 540 = 0,5).

Динамику роста и соответствующую ее фазам нитрилгид- 
ролизующую активность определяли путем накопления биомас-
сы на жидкой минеральной среде с составом (г/л): КН2РО4 –  
1,0; К2НРО4 × 3Н2О – 3,7; NaCl – 0,5; MgSO4 × 7Н2О – 0,5;  
FeSO4 × 7Н2О – 0,005; CoCl2 × 6Н2О – 0,01, с добавлением 0,5  
и 50 г/л NaCl, pH доводили до 8 и 10 внесением 1 М NaOH.  
0,1%-ный сорбит для R. qingshengii 5Э и 0,1 М ацетамид для  
R. erythropolis 6Э использованы как источники углерода, 0,05%-ный 
ацетонитрил добавлен как источник азота. В течение 25–37 дней 
отбирали пробы с промежутком в 2–3 суток. Определяли опти-
ческую плотность среды на фотоэлектроколориметре КФК-3 
(Россия) при λ = 540 нм.

Акрилонитрил в концентрации 0,3 М использован как суб-
страт для определения нитрилгидратазной активности. После 
центрифугирования в течение 20 мин при 4500 g, биомассу из  
1 мл культуральной жидкости отмывали калий-фосфатным бу-
фером (рН 7,2), повторно центрифугировали, ресуспендировали 
в 1 мл фосфатного буфера и вносили акрилонитрил. Через 2 ч 
вносили 50 мкл HCl для остановки реакции. Концентрация про-
дуктов трансформации (акриламид и акриловая кислота) изме-
рена методом ВЭЖХ на хроматографе Infinity II JC 1260 (Agilent, 
Германия) с колонкой Synergi 4u Hydro–RP 80A (250 × 4,6 мм).  
В качестве подвижной фазы − 25 мМ NaH2PO4, скорость потока 
0,5 мл/мин при 25 °C, детекция при длине волны 200 нм. 

Влияние рН и минерализации реакционной среды на прояв-
ление нитрилгидролизующей активности клеток R. qingshengii 5Э 
и R. erythropolis 6Э оценивали следующим образом. Предвари-
тельно штаммы выращивали в жидкой минеральной среде, ука-
занной выше, с 0,5 г/л NaCl и рН 7 до стационарной фазы, отмы-
вали клетки фосфатным буфером (рН 7,2) и вносили биомассу  
в реакционную среду, имеющую рН 7 и 10 с 0,5 и 50 г/л NaCl. 

Результаты и обсуждение. R. qingshengii 5Э накапливает 
максимальную биомассу в среде с 10 г/л NaCl и рН от 6 до 10. Не 
зафиксировано выраженной зависимости накопления биомассы 
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R. erythropolis 6Э от концентрации NaCl в среде в диапазоне от 
0,5 до 10 г/л. При сочетании 50 г/л NaCl и рН 11, 12 рост обоих 
штаммов был ингибирован (таблица).

Показано, что у R. qingshengii 5Э на минеральной среде с рН 8 
стационарная фаза наступает на 15-е сутки роста, а максимум 
активности проявляется в поздней логарифмической фазе, тогда 
как при рН 10 стационарная фаза наступает уже на 10-е сутки,  
а накопление биомассы превышает таковое на среде с рН 8  
в 2 раза. 

Нитрилгидролизующая активность при росте R. qingshengii 
5Э на среде с рН 10 максимальна в стационарную фазу роста. 
Напротив, у R. erythropolis 6Э стационарная фаза роста при 
культивировании на среде с рН 10 наступает позже, чем при рН 8, 
а нитрилгидролизующая активность максимальна в начале ло-
гарифмической фазы роста. Значительная разница между нако-
плением биомассы при pH 8 и 10 отсутствует. Характер роста  
R. qingshengii 5Э и R. erythropolis 6Э на средах с рН 8 и 10 связан 
с источником выделения микроорганизмов. Так, R. qingshengii 5Э 
выделен из отложений содового шлама с рН 11, тогда как  
R. erythropolis 6Э выделен из грунта (рН 8), который находится  
в процессе восстановления после эксплуатации. Этот процесс 
характеризуется сдвигом pH к нейтральному показателю с со-
хранением повышенных концентраций солей [13].

При проведении реакции в среде с рН 10 R. qingshengii 5Э 
проявлял наибольшую активность. В реакционной среде с рН 7 
нитрилгидролизующая активность R. qingshengii 5Э при 0,5  
и 50 г/л NaCl достигала 1,1 и 0,9 ммоль/г/ч соответственно, тогда 
как в среде с рН 10 – 2,6 и 1,2 ммоль/г/ч соответственно. Ни-
трилгидролизующая активность R. erythropolis 6Э при рН 7 
сравнительно ниже: 0,1 и 0,06 ммоль/г/ч в реакционной среде  
с 0,5 и 50 г/л NaCl соответственно, при рН 10 – 0,07 и 0,3 ммоль/г/ч 
соответственно.

Заключение. Установлено, что выделенные на ацетонитриле 
штаммы алкалотолерантны и проявляют нитрилгидролизующую 
активность при росте на щелочной среде. Штамм R. qingshengii 5Э, 
выделенный из содового шлама, накапливал больше биомассы 
на среде с рН 10, чем с рН 8, при этом максимальная активность 
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проявлялась в стационарной фазе роста. R. qingshengii 5Э про-
являл наибольшую нитрилгидролизующую активность в реак-
ционной среде с рН 10, содержащей 0,5 г/л NaCl. Таким образом, 
при дальнейшей селекции штаммы перспективны для трансфор-
мации нитрилов в щелочных условиях с целью получения соот-
ветствующих амидов или биодеградации токсичных нитриль-
ных соединений.

Исследование выполнено при финансовой поддержке Прави-
тельства Пермского края в рамках научного проекта № С-26/507. 
Идентификация нитрилгидролизующих бактерий была выпол-
нена в рамках темы «Поиск и селекция новых перспективных 
микроорганизмов для целей биотехнологии. Создание иммуно-
химических диагностических систем», номер госрегистрации 
122010800029-1.
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On the medium with acetonitrile as the only source of carbon, strains of bacte-
ria were isolated from samples of soda deposits and soil of the sludge storage of  
JSC «Berezniki Soda Plant». For the first time, nitrile hydrolyzing actinobacteria 
identified as Rhodococcus qingshengii 5E (IEGM 1416) and Rhodococcus erythro-
polis 6E (IEGM 1417) were isolated from a highly mineralized alkaline extreme 
environment of anthropogenic origin. The growth and nitrile hydrolyzing activity 
of Rhodococcus qingshengii 5E and Rhodococcus erythropolis 6E were studied. 
Both strains were shown to be alkalitolerant. The nitrile hydrolyzing activity during 
the growth of R. qingshengii 5E on a medium with pH 10 is maximum in the sta-
tionary phase of growth. R. qingshengii 5E exhibits the highest nitrile hydrolyzing 
activity in a reaction medium with pH 10 containing 0.5 g/L NaCl and is a promis-
ing strain for the transformation of nitriles under alkaline conditions.

Keywords: nitriles, alkalitolerant rhodococci, nitrile- and amide-hydrolyzing 
bacteria.
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УСТОЙЧИВОСТЬ БАКТЕРИЙ RHODOCOCCUS SP. G13 
К НЕБЛАГОПРИЯТНЫМ УСЛОВИЯМ СРЕДЫ

Ю. В. ШАВЕЛА, Е. М. ГЛУШЕНЬ

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
shavela97@mail.ru

Изучено влияние стрессовых условий (температура культивирования, pH 
и засоление среды, воздействие критически низких температур) на жизнеспо-
собность бактерий Rhodococcus sp. G13, а также изучение их ксеро- и термо- 
устойчивости. Выявлен температурный диапазон роста исследуемого штамма, 
его способность к росту в высокощелочных условиях (при pH 12), устойчи-
вость к воздействию высоких температур в условиях критически низкой 
влажности, а также высокий уровень выживаемости клеток в условиях кри-
тически низких температур (–20 и –80 °С).

Ключевые слова: Rhodococcus, экcтремотолерантные микроорганизмы, 
осмотический стресс, засоление, ксероустойчивость, термоустойчивость, крио-
кон сервация.

Введение. Природные среды, поврежденные антропогенным 
и техногенным загрязнением, характеризуются неблагоприят-
ными условиями обитания для живых организмов, среди кото-
рых экстремальные значения pH, температуры, уровня засоления, 
влажности, а также наличие высоких концентраций тяжелых 
металлов и токсичных органических соединений. В качестве 
представителей экcтремотолерантных микроорганизмов особое 
место занимают актинобактерии рода Rhodococcus. В условиях 
возрастающего уровня загрязненности окружающей среды они 
обладают высокой экологической пластичностью и способно-
стью к окислению широкого спектра ксенобиотиков, полной ми-
нерализации органических токсикантов до простых веществ по-
средством кометаболизма, в том числе тяжелых углеводородов  
и их производных [1, 2]. Родококки характеризуются высокой 
способностью к эмульгированию не только углеводородов неф-
ти и нефтепродуктов, но и сложных органических токсикантов 
(гетероциклических, галогенированных и хлорорганических пе-
стицидов). Также они сохраняют свою метаболическую актив-
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ность в условиях загрязнения высокими концентрациями тяже-
лых металлов и металлоидов (100–250 мМ), органических рас-
творителей (от 20 до 80 об.%), способны выживать в широком 
диапазоне температур (от 4–15 до 40 °С и выше), кислотности 
(pH 2,0–9,0), влажности (от 15 до 50 %), а также высокого уровня 
засоления (2–6 %) [2, 3].

Ранее сотрудниками лаборатории природоохранных биотех-
нологий Института микробиологии НАН Беларуси из нефтяных 
шламов был выделен бактериальный штамм Rhodococcus sp. G13. 
Проведенные исследования позволили выявить у данного штам-
ма высокий деструктивный потенциал по отношению к арома-
тическим, гетероциклическим, алифатическим соединениям  
и многокомпонентным растворителям [4]. Была показана высо-
кая адгезивная и эмульгирующая активность клеток в отноше-
нии ряда углеводородов (гексан, гептан, гексадекан, минеральное 
моторное масло) как факторов, способствующих биодеградации 
гидрофобных высокомолекулярных углеводородов. Определена 
сурфактантобразующая активность штамма, которая способ-
ствует повышению биодоступности гидрофобных субстратов 
для бактериальных клеток. Полученные данные характеризуют 
исследуемый штамм как потенциальный деструктор гидрофоб-
ных высокомолекулярных углеводородов [5, 6]. В связи с выше-
сказанным представляется интересным изучение влияния усло-
вий стресса на жизнеспособность клеток Rhodococcus sp. G13, 
которая является одним из факторов деструктивного потенциа-
ла в отношении токсических органических соединений.

Цель исследования – изучение влияния условий стресса 
(температура культивирования, влияние pH и засоление среды, 
устойчивость к низким температурам) на жизнеспособность 
клеток Rhodococcus sp. G13, а также изучение их ксеро- и термо-
устойчивости.

Материалы и методы. Влияние температуры в диапазоне 
10–35 °С на рост бактерий Rhodococcus sp. G13 оценивали на 
персональном биореакторе RTS-1C путем их культивирования 
на среде следующего состава: NaCl – 0,5 г/л; MgSO4 × 7H2O – 0,8 г/л; 
KH2PO4 – 0,7 г/л; NH4H2PO4 – 1,3 г/л; меласса – 5,0 г/л; сусло 
пивное неохмеленное фильтрованное – 25,0 мл/л; мясо-пептон-
ный бульон – 50 мл/л. Исходная микробная загрузка – 5,0 %.
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Изучение влияния пониженных температур на жизнеспособ-
ность бактерий Rhodococcus sp. G13 проводили путем оценки 
выживаемости клеток методом предельных разведений на 1, 7  
и 30-е сутки после их хранения в условиях замораживания  
при –20 и –80 °С. 

Предварительное культивирование бактерий проводили в ра-
нее упомянутой жидкой питательной среде в условиях переме-
шивания при 200 ± 20 об/мин, 28 °С, в течение 48–72 ч. Полу-
ченную культуру объемом 1,5 мл переносили в пробирки типа 
эппендорф, центрифугировали при 3000 об/мин 5 мин, удаляли 
надосадочную жидкость. Полученный клеточный осадок ресу-
спензировали в 100 мкл свежей питательной среды и заморажи-
вали при –20 и –80 °С. Дополнительно в клеточную суспензию 
вносили 40 мкл 50%-ного глицерина в качестве криопротектора 
в целях изучения его влияния на выживаемость клеток.

Изучение жизнеспособности бактерий Rhodococcus sp. G13  
в условиях засоления проводили с использованием вышеопи-
санной полноценной среды с содержанием NaCl в диапазоне от 5 
до 40 г/л путем измерения оптической плотности полученных 
культуральных жидкостей.

Оценку способности к росту культуры Rhodococcus sp. G13  
в полноценной среде с широким диапазоном pH 2,0–13,0 также 
проводили путем измерения оптической плотности культуры.

Измерение оптическую плотности культуры проводили с ис-
пользованием спектрофотометра SOLAR PB2201 при λ = 600 нм.

Ксеро- и термоустойчивость бактерий Rhodococcus sp. G13 
была оценена путем анализа жизнеспособности клеток в услови-
ях высушивания.

Предварительное культивирование бактерий проводили до 
достижения титра не менее 1 × 109 КОЕ/мл. Полученную куль-
туральную жидкость концентрировали центрифугированием 
(3000 об/мин 5 мин) и удаляли супернатант. Процесс сушки ми-
кроорганизмов проводили без добавления протектора в темпе-
ратурном интервале 35–70 °С в течение 12–48 ч в сухожаровом 
шкафу. Оценку жизнеспособности клеток в процессе высушива-
ния осуществляли методом предельных разведений на агаризо-
ванной питательной среде Хоттингера (NaCl – 5,0 г/л, пептон – 
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5,0 г/л, глюкоза – 10,0 г/л, агар-агар – 22,0 г/л бульон Хоттингера – 
50 мл/л).

Статистическую обработку результатов исследований про-
водили общепринятыми методами с использованием програм-
мы Microsoft Exсel. Приведенные результаты являются средне- 
арифметическими величинами, полученными в трех независимых 
экспериментах, выполненных в трех повторностях.

Результаты и обсуждение. При изучении влияния темпера-
туры культивирования на кинетику роста бактерий Rhodococ- 
cus sp. G13 было показано, что наиболее благоприятной темпе-
ратурой для исследуемого штамма является 30 °С, при которой 
активный рост клеток начинается уже в первые часы культиви-
рования (рис. 1, 2). Наиболее высокая удельная скорость роста 
была зарегистрирована на 8-й час, что подтверждается быстрым 
стартом и удельной скоростью роста в первые часы культивиро-
вания μ = 0,19 ч–1. Начало стационарной фазы роста культуры 
было зафиксировано на 18-й ч культивирования.

При повышении температуры культивирования до 35 °С вы-
ход на экспоненциальную фазу роста также происходит в пер-

Рис. 1. Кинетика роста бактерий Rhodococcus sp. G13  
при различных температурах культивирования
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вые часы культивирования, однако оптическая плотность куль-
туры не достигает таких же показателей, как при 30 °С, а макси-
мальная удельная скорость роста составляет 0,18 ч-1. 

При понижении температуры до 25 °С начало экспоненци-
альной фаза роста культуры фиксируется на 7-й ч культивирова-
ния, однако выход на стационарную фазу также происходит на 
18-й ч культивирования. Также было показано снижение удель-
ной скорости роста, которая на 10-й час культивирования соста-
вила 0,16 ч–1.

Достаточно активный рост бактерий Rhodococcus sp. G13 
был также показан при 20 °С. При таких температурных услови-
ях культура достигает сходной с оптимальными оптической 
плотности, несмотря на то что выход на стационарную фазу ро-
ста происходит лишь на 30-й ч культивирования, а значение 
максимальной скорости роста составляет 0,1 ч–1.

Продемонстрирован умеренный рост культуры в условиях 
снижения температуры культивирования до 15 °С, при которой 
наблюдалась пролонгированная экспоненциальная фаза роста,  
а стационарная фаза была зафиксирована на 52-й ч, однако куль-

Рис. 2. Удельная скорость роста бактерий Rhodococcus sp. G13  
при различных температурах культивирования
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тура сохраняла способность достигать значения оптической плот- 
ности, как при оптимальных условиях культивирования. Спо-
собность к росту бактерий Rhodococcus sp. G13 была также по-
казана и при 10 °С, что говорит о возможности использования 
данной культуры в неблагоприятных температурных условиях 
среды.

При изучении влияния критически низких температур на 
жизнеспособность клеток исследуемого штамма было выявлено, 
что выживаемость бактерий Rhodococcus sp. G13 после хранения 
при –20 °С в течение 30 сут составляет порядка 96,93 ± 0,14 %,  
а добавление глицерина в качестве криопротектора способству-
ет повышению данного показателя до 97,90 ± 0,1 %. Также пока-
зано, что в условиях хранения культуры при –80 °С в течение  
30 сут в присутствии глицерина не наблюдается значительного 
снижения уровня выживаемости Rhodococcus sp. G13, которая 
составляла 97,88 ± 0,12 %. Однако при отсутствии глицерина  
в качестве криопротектора выживаемость клеток при –80 °С (на 
1-е сут – 98,46 ± 0,09 %, на 30-е сут – 97,54 ± 0,11 %) оказалась 
немного выше, чем в условиях хранения при –20 ºС (98,12 ± 0,1 % 
на 1-е сут, 96,93 ± 0,14 % на 30-е сут), что может быть обуслов- 
лено большей скоростью охлаждения клеток в первом случае 
(рис. 3).

По результатам изучения солеустойчивости бактерий Rhodo-
coccus sp. G13 было показано, что клетки сохраняли способность 
к активному росту в среде с диапазном концентрации NaCl 5– 
25 г/л. Выявлено, что содержание в среде NaCl в концентрации  
5 г/л способствует достижению наибольшего значения оптиче-
ской плотности культуры. При повышении содержания соли до 
30 г/л, оптическая плотность бактериальной культуры снижа-
лась почти в 2 раза относительно таковой при 25 г/л NaCl, а при 
увеличении концентрации соли до 35 г/л роста культуры прак-
тически не наблюдалось. Полученные результаты свидетель-
ствуют о достаточно высокой солеустойчивости бактерий Rhodo-
coccus sp. G13 (рис. 4).

Согласно литературным данным, бактерии рода Rhodococ-
cus способны к сохранению своей метаболической активности  
в диапазоне pH среды от 3,0 до 11,0 [1]. При оценке устойчивости 
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Рис. 3. Выживаемость бактерий Rhodococcus sp. G13 в условиях хранения  
при пониженных температурах

Рис. 4. Рост культуры Rhodococcus sp. G13 при различных концентрациях 
NaCl в среде культивирования
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Rhodococcus sp. G13 к осмотическому стрессу было выявлено, 
что клетки сохраняют способность к активному росту в широ-
ком диапазоне pH среды культивирования (pH от 5,0 до 12,0). 
Тем самым нами было зафиксирована возможность исследуемой 
культуры к росту в высокощелочных условиях (при pH 12,0). 
Однако при снижении pH до 4,5 и повышении его до 12,5 рост 
культуры не регистрировался, что говорит о достаточно жест-
ких рамках допустимого диапазона pH среды культивирования 
для активного роста Rhodococcus sp. G13 (рис. 5). 
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Рис. 5. Рост культуры Rhodococcus sp. G13 при различных значениях pH среды 

культивирования 
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Рис. 6. Выживаемость клеток Rhodococcus sp. G13 в условиях высушивания 
при различных температурных режимах 

Рис. 5. Рост культуры Rhodococcus sp. G13 при различных значениях pH  
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По результатам оценки ксеро- и термоустойчивости исследу-
емого бактериального штамма было показано, что максималь-
ный уровень выживаемости клеток Rhodococcus sp. G13 наблю-
дается при их высушивании в режиме 50 ± 5 °С, где потеря жиз-
неспособности культуры не превышает 3,34 ± 0,33 %. Также 
выявлено, что при температуре 70 °С процент выживаемости 
бактериальных клеток составляет не менее 60,5 ± 1,06 %, что го-
ворит о высокой степени устойчивости исследуемого штамма  
к высоким температурам в условиях критически низкой влаж-
ности (рис. 6). 
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Заключение. Выявлено, что у бактерий сохраняется высокая 
метаболическая активность в среде культивирования, диапазон 
pH которой может варьировать в пределах от 5,0 до 12,0, а содер-
жание NaCl в которой может достигать значения 30 г/л. Таким 
образом, показана высокая устойчивость Rhodococcus sp. G13  
к таким неблагоприятным условиям среды, как осмотический 
стресс и засоление, которые характерны для антропогенно на-
рушенных биотопов.

Выявлено, что наиболее оптимальной температурой культи-
вирования для Rhodococcus sp. G13 является 30 ºС, однако со-
хранение способности роста культуры наблюдалось как при по-
нижении температуры до 10 ºС, так и ее повышении до 40 °С, 
что говорит о широком температурном диапазоне, в котором ис-
следуемый штамм может сохранять высокую метаболическую 
активность. Также был показан высокий уровень выживаемости 
клеток после их хранения при критически низких значениях 
температуры в течение 30 сут (при –20 °С данный показатель со-
ставлял порядка 96,93 ± 0,14 %, а при –80 °С – 97,54 ± 0,11 %).  
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В процессе высушивания культуры Rhodococcus sp. G13 при 
температурах от 30 до 70 °С c целью изучения ее ксеро- и термо-
устойчивости было выявлено, что максимальный уровень вы-
живаемости клеток наблюдается при 50 ± 5 °С и составляет не 
менее 96 %, высокий уровень выживаемости клеток наблюдался 
и при 70 °С (60,5 ± 1,06%). Столь высокий уровень выживаемости 
клеток как при критически низких температурах, так экстремаль-
но высоких в условиях пониженной влажности, говорит о воз-
можности использования бактерий Rhodococcus sp. G13 в про-
цессах биоремедиации в широком температурном диапазоне. 
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RESISTANCE OF BACTERIA RHODOCOCCUS SP. G13  
TO STRESS CONDITIONS

Y. V. SHAVELA, A. M. HLUSHEN

Institute of Microbiology, NAS of Belarus, Minsk, Belarus,  
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The effect of stress conditions (cultivation temperature, pH and salinity, expo-
sure to critically low temperatures) on the viability of Rhodococcus sp. G13, as well 
as the study of their xerotolerance and thermal tolerance were studied. The tempe- 
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rature growth range of the strain, its ability to grow under highly alkaline conditions 
(pH 12), resistance to high temperatures under critically low humidity conditions, 
and a high level of cell survival under critically low temperatures (–20 and –80 °C) 
were revealed.

Keywords: Rhodococcus, ectremotolerant microorganisms, osmotic stress, sa-
linity, xerotolerance, thermal tolerance, cryopreservation.
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ПРОСТРАНСТВЕННАЯ ДИНАМИКА СТРУКТУРЫ 
ХЛОПЬЕВ АКТИВНОГО ИЛА  

В ПРОМЫШЛЕННЫХ АЭРОТЕНКАХ

В. А. ШПИЛЕВКАЯ, В. А. КИРЕЙ,  
Т. И. РУМЯНЦЕВА, Г. Г. ЮХНЕВИЧ

Гродненский государственный университет имени Янки Купалы, 
Гродно, Беларусь, guhnev@grsu.by

Установлено, что технологические параметры и особенности поступаю-
щих сточных вод в аэротенки-вытеснители очистных сооружений предприя-
тия по производству азотсодержащих соединений и удобрений определяют 
формирование разных по структуре хлопьев активного ила. На выходе соору-
жений после активной подачи кислорода и перемешивания уменьшаются 
средние размеры хлопьев в 1,5–1,8 раза, а доля крупных хлопьев размером 
более 8500 мкм2 в 1,5–2 раза, что способствует разделению иловой смеси во 
вторичных отстойниках. При этом, на выходе аэротенков количество и длина 
отдельных филаментов в составе хлопьев ила возрастает в 1,1–1,3 раза. Выяв-
ленные пространственные изменения размеров и структуры флокул активно-
го ила могут быть использованы для контроля условий перехода к процессам 
самоокисления ила и активной нитрификации, создания режима продленной 
аэрации в аэротенках-вытеснителях.

Ключевые слова: промышленные азотсодержащие сточные воды, аэро-
тенк-вытеснитель, активный ил, площадь хлопьев, длина и количество фила-
ментов.

Введение. Флокуляция играет решающую роль на большин-
стве муниципальных и промышленных очистных сооружений, 
в котором используется аэробная биологическая очистка с по-
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следующим отделением активного ила от очищенной воды с ми-
нимальными затратами самым дешевым способом – путем от-
стаивания. Образование из микроорганизмов специфических 
пространственных структур в виде хлопьев (флокул) активного 
ила имеет важное практическое значение, так как они в отличие 
от одиночных микробных клеток значительно быстрее и эффек-
тивнее выпадают в осадок при разделении иловой смеси, выхо-
дящей из сооружений [1, 2]. 

Тем не менее неудовлетворительные характеристики осаж-
дения активного ила из-за плохой флокуляции остаются распро-
страненной проблемой на большинстве сооружений биологиче-
ской очистки, что приводит к низкому качеству очистки сточ-
ных вод, снижению производительности системы и увеличению 
капитальных и эксплуатационных затрат. 

Формирование хлопьев ила происходит в результате «слипа-
ния» (флокуляции) микробных клеток за счет выделяемых ими 
гелеподобных высокомолекулярных соединений, а также вслед-
ствие иммобилизации клеток на поверхности неорганических  
и органических взвесей, поступающих в сооружения со сточной 
водой. В иммобилизированном состоянии клетки лучше разру-
шают органические соединения, адаптируются и выживают  
в неблагоприятных условиях в отличие от клеток, плавающих  
в свободном состоянии [1, 3, 4]. 

Хлопья активного ила представляют собой высокопористые 
неправильной формы и слабосвязанные агрегаты, состоящие из 
более мелких первичных частиц. Структура и свойства каждой 
отдельно взятой флокулы зависят от видового состава микроор-
ганизмов, наличия и характера загрязнений, температуры сре-
ды, гидродинамических условий и других факторов. 

Практически важными характеристиками флокул являются 
размеры, форма, плотность, пористость, сорбционные способ-
ность и прочность, которые изменяются во времени вследствие 
чувствительности к внешним и внутренним вариациям работы 
аэрационного сооружения. С одной стороны, они увеличиваются 
за счет размножения на нем микробных клеток и присоединения 
частиц механических взвесей; с другой – отдельные фрагменты 
могут отрываться от них в силу механической непрочности 
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структуры и постоянного движения в аэротенке под воздействи-
ем потоков воздуха. 

В активном иле при средних органических нагрузках фор-
мируются компактные и плотные хлопья диаметром 25–1000 мкм. 
Как увеличение размеров хлопьев активного ила вследствие 
массового развития в нем нитчатых микроорганизмов, так  
и преобладание дисперсных частиц приводит к нарушению про-
цессов разделения иловой смеси [5].

Цель работы – изучить пространственную динамику струк-
туры хлопьев активного ила по длине промышленных аэротен-
ков-вытеснителей.

Материалы и методы. Для исследований структуры хло-
пьев активного ила очистных сооружений предприятия по про-
изводству азотсодержащих соединений и удобрений была ис-
пользована иловая смесь на входе (в начале первого коридора)  
и выходе (в конце четвертого коридора) четырехкоридорных аэ-
ротенков-вытеснителей I и II очереди, отличающихся по объему 
и составу поступающих сточных вод. В аэротенках I очереди 
доочищают промышленные сточные воды цехов производства 
аммиака, карбамида, метанола, азотной кислоты, серной кисло-
ты и капролактама после удаления из них соединений азота  
в сооружениях нитри-денитрификации (ХПК 200–300 мгО2/дм3). 
В данные аэротенки стоки подаются рассредоточено со средним 
расходом 500 м3/ч. В аэротенки II очереди в начало первого ко-
ридора поступают стоки со средним расходом 1000 м3/ч от уста-
новок химической водоочистки, водооборотных циклов, кон-
денсаты паров, смыв воды с полов и отметок производственных 
помещений (ХПК 40–50 мгО2/дм3).

При гидрохимическом анализе активного ила определяли 
такие показатели, как массовая концентрация активного ила, 
доза ила по объему, иловый индекс, прозрачность надиловой 
воды [6].

Определение площади хлопьев активного ила аэротенков 
проводили путем микроскопирования препаратов «раздавлен-
ной капли» с объемом иловой смеси 0,1 см3 [7]. Для определения 
численности и размеров нитчатых бактерий активного ила ис-
пользовали фиксированные препараты, приготовленные из 0,02 см3 
иловой смеси по методу Виноградского [8]. 
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Для определения параметров структуры хлопьев активного 
ила использовали микроскоп «МИКМЕД-6» с объективами  
×10 и ×100 и видеоокуляром «ToupCam» 14.0 MP (адаптер 
ToupTekFMA050). На каждом препарате в 30 полях зрения под-
считывали количество и измеряли размеры хлопьев и филаментов.

Результаты и обсуждение. Установлено, что в аэротенках- 
вытеснителях предприятия по производству азотсодержащих 
соединений и удобрений доза ила находится в пределах 2,13–
4,13 г/дм3, что соответствует оптимальным значениям показате-
ля при аэробной очистке сточных вод (табл. 1). Этот показатель 
отличается в аэротенках I и II очереди, что определяется их тех-
нологическими параметрами, составом и объемом поступаю-
щих сточных вод, количеством возвратного ила. По длине аэро-
тенка I очереди массовая концентрация ила уменьшается, что 
свидетельствует о переходе к процессам самоокисления ила  
и активной нитрификации, тогда как аэротенка II очереди – уве-
личивается. 

Таблица 1. Изменение физико-химических показателей активного  
ила на входе и выходе промышленных аэротенков-вытеснителей

Биореактор Массовая концентрация 
активного ила, г/дм3 Иловый индекс, см3/г

Аэротенк 
I очереди 

Вход 2,55–4,13 86–128
Выход 2,13–3,65 94–146

Аэротенк 
II очереди 

Вход 2,44–3,34 194–209
Выход 2,26–3,48 189–191

Поскольку успешная очистка сточных вод активным илом 
заключается не только в разрушении органических загрязнений, 
но и в отделении ила от очищенной воды, в практике аэробной 
очистки определяют седиментационные свойства ила. Актив-
ный ил с высокими седиментационными свойствами осаждает-
ся быстро, с образованием зоны осветления, хорошо уплотняясь, 
не занимая большого объема после окончательного уплотнения 
и не всплывая после осаждения в течение 2 ч. 

Активный ил аэротенка I очереди характеризуется более вы-
сокой скоростью осаждения в сравнении с аэротенком II очере-
ди. При разделении иловой смеси промышленных аэротенков 
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образуется прозрачный (более 25 см) со светло-соломенным 
оттенком пермеат. Рассчитанный иловый индекс в аэротенке  
I очереди не превышает допустимых значений (до 150 см3/г)  
(см. табл. 1). 

Установленные повышенные значения илового индекса в аэ-
ротенке II очереди свидетельствуют о возможности «вспуха-
ния» активного ила и плохом отделении ила от воды во вторич-
ных отстойниках, из-за чего снижается общий эффект очистки. 
Несмотря на это «вспухший» ил, обладая очень развитой по-
верхностью, эффективно очищает воду, но деятельность очист-
ных сооружений с ним крайне неустойчива [4]. В аэротенке  
II очереди выявлено вторичное вспухание активного ила после 
2-часового отстаивания, что может быть связано как с высокой 
нагрузкой и токсичностью стока, так и недостаточным аэриро-
ванием иловой смеси (рис. 1).
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аэротенк II очереди; г – выход аэротенк II очереди 

Установлено, что в аэротенках-вытеснителях предприятия 
по производству азотсодержащих соединений и удобрений фор-
мируются компактные хлопья активного ила, площадь которых 
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колеблется от 142 до 2648 мкм2, что определяет его высокую 
площадь поверхности и, как следствие, высокую адсорбцион-
ную способность к органическим и неорганическим соедине- 
ниям, а также высокую седиментационную способность (рис. 2, 
табл. 2). 
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Таблица 2. Изменение площади хлопьев активного ила на входе и выходе 
промышленных аэротенков-вытеснителей

Биореактор
Площадь отдельных флокул, мкм2 Суммарная пло-

щадь хлопьев, 
мм2/см3минимум максимум среднее

Аэротенк 
I очереди 

Вход 181 22648 3687 23,51 ± 2,31
Выход 223 10130 2051 10,32 ± 1,23

Аэротенк 
II очереди 

Вход 142 13258 2064 38,52 ± 1,88
Выход 156 6128 1428 26,87 ± 2,34

Обнаружены значительные пространственные флуктуации 
абсолютных значений размеров флокул активного ила аэротен-
ков I и II очереди. На входе аэротенков, после нахождения ила во 
вторичных отстойниках без активной аэрации, преобладают 
хлопья размером более 8500 мкм2 (56 – 62 %), тогда как на выхо-
де аэротенков, после мелкопузырчатого аэрирования и активно-
го перемешивания, их доля уменьшается до 32–34 % (рис. 3).  
К выходу в аэротенке I очереди значительно увеличивается доля 
хлопьев с размерами 2501–5500 мкм2, а в аэротенке II очереди – 
с размерами 5501–8500 мкм2.
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Рис. 3. Доля хлопьев активного ила с разной площадью (мкм2) на входе  
и выходе промышленных аэротенкахов-вытеснителей 

При этом суммарная площадь хлопьев ила в аэротенках  
I и II очереди также различается и снижается к выходу биореак-
торов, что характеризует их как аэротенки с продленной аэра-
цией (см. табл. 2).

Основой образования хлопьев служат нитевидные бактерии. 
Активный ил оседает наиболее эффективно, когда он содержит 
умеренное количество нитей, которые обеспечивают структуру 
хлопьев и способствуют потере воды. Флокула не может сфор-
мироваться должным образом, если нитей слишком мало, или 
не может должным образом осесть, если их слишком много [9]. 

Когда нитчатые организмы имеют низкие концентрации, 
они служат для укрепления частиц хлопьев. Этот эффект умень-
шает вероятность разрушения хлопьев при механическом воз-
действии аэротенка и позволяет частицам хлопьев увеличивать- 
ся в размерах. Более крупные частицы хлопьев легче оседают  
в осветлителе и имеют тенденцию накапливать более мелкие  
частицы (поверхностная адсорбция) по мере их осаждения, что 
приводит к получению сточных вод еще более высокого ка- 
чества. 

И наоборот, если нитчатые организмы достигают слишком 
высокой концентрации, они могут значительно выходить за пре-
делы хлопьевидных частиц и связывать одну хлопьевидную 
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частицу с другой межхлопьевидными мостиками или даже об-
разовывать волокнистый мат очень большого размера. Из-за уве-
личенной площади поверхности без соответствующего увеличе-
ния массы активный ил не будет хорошо оседать. Это приводит  

Таблица 3. Изменение размеров и численности нитчатых микроорганизмов 
активного ила на входе и выходе промышленных  

аэротенков-вытеснителей

Биореактор
Длина отдельных филаментов,  мкм Численность 

филаментов, 
×106 экз/см3минимум максимум среднее

Аэротенк 
I очереди 

Вход 2,38 46,31 13,45 2,48 ± 0,52
Выход 3,22 76,27 15,87 2,77 ± 0,59

Аэротенк 
II очереди 

Вход 0,47 58,16 14,13 6,88 ± 1,53
Выход 1,99 130,03 25,12 9,01 ± 1,56

Таблица 4. Зооценоз активного ила аэротенков очистных сооружений  
в присутствии красителя Gris Isonyl MP-2R и продуктов его озонолиза

Условия
Представители зооценоза

городские аэротенки промышленные аэротенки

Без красителя

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.

Aspidisca sp.
Vorticella sp.

Opercularia sp.

Euglipha sp.
Arcella sp.

Uronema sp.
Trachelophyllum sp.

Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.
Lecane sp.

Краситель  
без обработки озоном Arcella sp. Arcella sp.

Euglipha sp.

50%-ная деградация 
красителя озоном

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.

Aspidisca sp.
Vorticella sp.

Arcella sp.
Euglipha sp.
Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.

100%-ная деградация 
красителя озоном

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.

Aspidisca sp.
Vorticella sp.

Opercularia sp.

Euglipha sp.
Arcella sp.

Uronema sp.
Trachelophyllum sp.

Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.
Lecane sp.
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к меньшему отделению твердых частиц и может вызвать вымыва-
ние ила из системы. Кроме того, пузырьки воздуха могут застрять 
в мате и заставить его всплывать, в результате чего образуется 
плавающий мат. Из-за большой площади поверхности нитчатых 
бактерий, как только они достигают избыточной концентрации, 
они могут поглощать более высокий процент органического мате-
риала и подавлять рост более желательных организмов.

Длина отдельных нитей в активном иле на входе аэротенков 
I и II очереди существенно не отличается, что свидетельствует 
об однотипном систематическом составе нитчатых микроорга-
низмов, поступающих из вторичных отстойников в составе воз-
вратного ила. К выходу аэротенков I и II очереди длина отдель-
ных филаментов возрастает в 1,2 и 1,8 раза соответственно (табл. 3).

В активном иле в аэротенках-вытеснителях предприятия по 
производству азотсодержащих соединений и удобрений содер-
жится малое количество нитчатых микроорганизмов в сравне-
нии с муниципальными очистными сооружениями [10]. При 

Рис. 4. Доля нитчатых микроорганизмов с разной длиной в активном иле  
промышленных аэротенков-вытеснителей
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этом в аэротенке I очереди численность нитчатых микроорга
низмов ниже, чем в аэротенке II очереди, что коррелирует с се
диментационными свойствами активного ила. Выявлено значи
тельное увеличение численности филаментов по длине аэротен
ка II очереди, условия в котором благоприятствуют развитию 
нитчатых микроорганизмов (табл. 4).

Ранжирование длины отдельных филаментов показало, что 
в аэротенке I очереди преобладают нити с длиной менее 10 мкм 
(более 60 %) как на входе, так и на выходе биореактора (рис. 4).  
К выходу данного аэротенка увеличивается доля нитей разме
ром 71–80 мкм в 1,3 раза на выходе аэротенка II очереди количе
ство нитей с длиной более 80 мкм выше в 2,7 раза, чем на входе.

Заключение. Таким образом, различия в источниках, соста
ве и объеме поступающих сточных вод, обусловленные техноло
гической схемой очистных сооружений предприятий по произ
водству азотсодержащих соединений и удобрений, определяют 
формирование в аэротенках-вытеснителях I и II очереди разных 
по размеру хлопьев активного ила и содержанию в них нитча
тых микроорганизмов. 

На выходе промышленных аэротенков-вытеснителей, после 
мелкопузырчатого аэрирования и активного перемешивания, 
доля крупных хлопьев активного ила размером более 8500 мкм2 
уменьшается, тогда как длина и количество филаментов увели
чиваются, что способствует как увеличению адсорбционной  
активности ила, так и разделению иловой смеси во вторичных 
отстойниках.

Выявленные пространственные изменения размеров и струк-
туры флокул активного ила могут быть использованы для вы
явления условий перехода к процессам самоокисления ила и ак
тивной нитрификации, создания режима продленной аэрации  
в аэротенках-вытеснителях.
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SPATIAL DYNAMICS OF THE STRUCTURE OF SLUDGE FLOCS 
 IN INDUSTRIAL AEROTANKS

V. A. SHPILEVKAYA, V. A. KIREI, T. I. RUMYANTSEVA, H. G. YUKHNEVICH

Yanka Kupala State University of Grodno, Grodno, Belarus, guhnev@grsu.by 

It has been established that the technological parameters and features of the 
incoming wastewater from the aerotanks of the treatment facilities of an enterprise 
for the production of nitrogen-containing compounds and fertilizers determine the 
formation of activated sludge flocs of different structure at the inlet and outlet of the 
facilities. At the exit of the aerotank, after active oxygen supply and mixing, the 
average size of the flocs decreases by 1.5–1.8 times, and the proportion of flakes 
larger than 8500 μm2 by 1.5–2 times, which contributes to the separation of the 
sludge mixture in secondary settling tanks. At the same time, at the outlet of this 
type of aeration tank, the number and length of individual filaments in the composi-
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tion of sludge flocs increases by 1.1–1.3 times. The revealed spatial changes in the 
structure of sludge flocs can be used to control the conditions for the transition to 
the processes of sludge autoxidation and active nitrification, and to create an ex-
tended aeration regime in aerotanks.

Keywords: industrial nitrogen-containing wastewater, aeration tank-displacer, 
activated sludge, floc area, length and number of filaments.
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МИКРОБОЦИДНЫЕ СВОЙСТВА  
КИСЛОТНОГО КРАСИТЕЛЯ GRIS ISONYL  

И ПРОДУКТОВ ЕГО ОЗОНОЛИЗА

Г. Г. ЮХНЕВИЧ, Г. А. БУРДЬ, В. Н. БУРДЬ

Гродненский государственный университет имени Янки Купалы, 
Гродно, Беларусь, guhnev@grsu.by

В работе показано, что кислотный краситель Gris Isonyl MP-2R, содержа-
щийся в сточных водах красильных цехов, проявляет в разной степени бакте-
рицидный эффект к Pseudomonas putida, Escherichia coli, Sarcina lutea и Bacil-
lus subtilis. С увеличением концентрации красителя до 1 г/л число живых  
клеток первых трех видов существенно уменьшается, в то время как жизнеде-
ятельность клеток P. putida не подавляется. Порог токсичности исследуемого 
красителя к Daphnia magna составляет менее 0,1 г/л. В модельных экспери-
ментах установленное возрастание дегидрогеназной активности ила аэротен-
ков городских и промышленных очистных сооружений при внесении краси-
теля свидетельствует о его частичной микробной деструкции. Окислитель-
ное разрушение молекул красителя озоном позволяет не только улучшить 
оптические свойства сточной воды, но и снизить его токсические свойства 
для микроорганизмов биореакторов очистных сооружений. 

Ключевые слова: текстильная промышленность, кислотные синтетиче-
ские красители, озонирование, микробоцидные свойства, активный ил. 

Введение. Развитие промышленного производства неизбеж-
но приводит к появлению водосодержащих отработанных жид-
костей, которые образуют производственные сточные воды. Не-
посредственное сбрасывание таких отходов в окружающую среду 
недопустимо. Требуется комплекс мероприятий, технологических 
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операций по очистке таких стоков до состава, который не может 
нанести необратимый вред экосистемам, или как минимум мо-
жет быть обработан на действующих коммунальных очистных 
сооружениях.

Предприятия легкой, в первую очередь текстильной про-
мышленности, широко используют красители. Среди огромного 
числа химических веществ, имеющих окраску или в той или 
иной мере влияющих на процесс крашения, подавляющее коли-
чество относится к органическим соединениям. Технологически 
процесс крашения осуществляют, как правило, в водной среде,  
а свежеокрашенные изделия промывают чистой водой. Кубовые 
остатки, объединенные с промывными водами, и образуют сточ-
ные воды красильных цехов. По современным данным, до 20 % 
всего загрязнения производственных сточных вод приходится 
на процессы крашения тканей [1].

Синтетические органические красители придают сточной 
воде окраску, что нарушает фотосинтетическую функцию био-
ты очистных сооружений. Кроме этого, красители и вспомога-
тельные вещества сами могут быть токсичными для отдельных 
компонентов активного ила. В этой связи требуется комплекс 
технологических мероприятий по удалению или деградации 
красителей в сточных водах, поступающих на очистные соору-
жения [2].

Для очистки сточных вод от органических красителей ис-
пользуют различные физические, физико-химические, биологи-
ческие методы. Одними из наиболее перспективных методов, не 
образующих дополнительных отходов, являются окислитель-
ные процессы, позволяющие, как правило, достичь высоких сте-
пеней очистки [3]. Среди многообразия химических окислите-
лей одним из наиболее перспективных является озон, который 
не относится к токсичным окислителям. Его избыток, распада-
ясь с образованием кислорода, не вызывает дополнительного за-
грязнения объекта [4].

Цель исследования – изучение деградации кислотного кра-
сителя Gris Isonyl MP-2R озоном и оценка биоцидности красите-
ля и продуктов его деструкции на микроорганизмы.
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Материалы и методы. В работе использовали кислот- 
ный краситель Gris Isonyl MP-2R производства UD CHIMIE 
COULEUR S. A. (Франция), применяемый для крашения поли-
капроамидных изделий на ООО «КонтеСПА».

Обработку красителя проводили путем пропускания озоно-
воздушной смеси через его раствор объемом 50 см3 до 50 и 100 % 
деградации хромофорной группы. Генерирование озона осуще-
ствляли озонатором Rottinger (Китай) с производительностью 
1,56 мг/мин. За ходом реакции следили по изменению спектров 
поглощения на спектрофотометре Jasco V-500 (Япония). 

Тест-культурами для определения степени бактериоцидного 
воздействия красителей и продуктов их озонолиза являлись 
грамположительные и грамотрицательные бактерии разной 
морфологии, входящие в состав активного ила аэротенков: Esch-
erichia coli AIk24, Bacillus subtilis AIk61, Pseudomonas putida AIk42 
и Sarcina lutea AIk34. В конические колбы объемом 50 см3 по-
мещали 5 см3 исследуемого раствора красителя в концентрации 
0,01, 0,1 и 1 г/л. Затем вносили 0,1 см3 суточной культуры бакте-
рий, выращенной в МПБ. В течении 24 ч исследуемые суспензии 
перемешивали на шейкере LS110 при 80 об/мин для обеспечения 
лучшего взаимодействия красителей с бактериальными клетка-
ми. Затем определяли концентрацию живых клеток в суспен- 
зии каждого варианта опыта путем поверхностного посева на 
МПА [5].

Для определения степени токсического воздействия краси-
теля на микрофауну была выделена культура Daphnia magna из 
природного водоема. В чашку Петри с 50 см3 исследуемого рас-
твора красителя с помощью стеклянной трубки вносили по  
10 особей дафний. Число выживших дафний (способных пере-
двигаться в толще воды или всплывать со дна после легких по-
качиваний) подсчитывали в течение 72 ч [6].

Определение влияния красителя на биоценоз аэротенков го-
родских очистных сооружений канализации г. Гродно и произ-
водственных очистных сооружений ОАО «Гродно Азот» прово-
дили путем перемешивания 5 см3 раствора красителя концен-
трацией 0,5 г/л и 5 см3 активного ила на шейкере при 80 об/мин 
в течение 24 ч. Определение дегидрогеназной активности ила 
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осуществляли спектрофотометрическим методом, основанным 
на способности микробных дегидрогеназ восстанавливать три-
фенилтетразолийхлорид до трифенилформазана (ТФФ) [7].

Для оценки состояния зооценоза активного ила использова-
ли микроскопирование 0,1 см3 иловой смеси в препарате «раз-
давленная капля» при увеличении 15 × 10 [8–9]. В препарате 
определяли видовой состав и физиологическое состояние про-
стейших и других животных активного ила.

Результаты и обсуждение. Кислотный краситель Gris Iso- 
nyl MP-2R, используемый для крашения поликапроамидных  
изделий при производстве чулочно-носочных изделий, имеет три 
выраженных максимума поглощения при 242, 304 и 491 нм (рис. 1). 
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Рис. 1. Спектры поглощения раствора красителя Gris Isonyl MP-2R  
в зависимости от длительности озонирования

Обработка его водного раствора озоно-воздушной смесью 
приводит к быстрому разрушению хромофорных групп, в том 
числе в видимой области спектра при 491 нм. Уже к 6-й минуте 
наблюдается практически полное исчезновение окраски раство-
ра красителя, что позволило рассчитать расход озона для обесц-
вечивания красителя, составивший 2,1 г О3/г красителя.
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Физико-химические показатели промышленных сточных 
вод красильных цехов могут колебаться в достаточно широких 
пределах в зависимости от особенностей технологического про-
цесса, ассортимента и загруженности производства. Установ- 
лено, что на эффективность деградации молекул красителя  
Gris Isonyl MP-2R практически не оказывают влияние исходное 
значение рН раствора и температура (табл. 1). Динамика измене-
ния оптической плотности раствора в характерном для сточных 
вод предприятия по производству чулочно-носочных изделий 
диапазонах значений рН 2–12 и температур 0–40 ºС имеет близ-
кий характер. Некоторое снижение эффективности окислительной 
деградации красителя при повышении температуры, очевидно, 
связано со снижением стабильности и растворимости в воде озона.

Таблица 1. Эффективность окислительной деградации красителя  
Gris Isonyl МР-2R при различных физико-химических условиях 

Условия обработки Степень деградации 
красителя, %температура, °С значение рН

0 5,6 88,7
20 5,6 88,0
40 6,1 81,0
20 2,1 88,6
20 11,6 89,8

Под воздействием озона происходит окислительное расще-
пление непредельных связей красителя, включая ароматиче-
ские, с образованием низкомолекулярных кислот, таких как му-
равьиная, уксусная, щавелевая и др., что приводит к закислению 
реакционной среды [10]. Снижение рН раствора Gris Isonyl MP-2R 
после полного разрушения хромофорной группы, достигает 
значения менее 4, что соответствует растворам органических 
кислот.

Предполагается, что сточные воды красильного цеха после 
обработки окислителем будут направляться для окончательной 
очистки на сооружения биологической очистки. В этой связи  
является важным оценить биоцидность исходного красителя  
и продуктов его деградации как на чистые культуры микроорга-
низмов, так и на биоценоз активного ила биотенков. 
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В данной работе проведена оценка жизнеспособности бакте-
риальных тест-культур после контакта с раствором красителя 
или продуктами его первичной (50 %) и глубокой (100 %) дегра-
дации озоном (табл. 2).

Исследуемый краситель во всем диапазоне концентраций не 
оказывает бактерицидного эффекта на клетки P. putida AIk42, 
что свидетельствует об устойчивости данного штамма и его спо-
собности к деструкции красителя. Число жизнеспособных кле-
ток E. coli AIk24 и S. lutea с ростом концентрации до 1 г/л краси-
теля снижается. Особенно существенным это действие красителя 
в концентрации 1 г/л проявляется к клеткам S. lutea AIk34, чис-
ленность которых уменьшается в 1000 раз. Клетки B. subtilis AIk61 
также способны ассимилировать низкую (до 0,01 г/л) концентра-
цию красителя, однако увеличение его содержания в растворе 
оказывает бактерицидное действие. 

При исследовании бактерицидного эффекта продуктов озо-
нирования красителя Gris Isonyl MP-2R оказалось, что продукты 
окислительной деструкции подавляют рост всех исследованных 
штаммов микроорганизмов. Как и следовало ожидать, с увели-
чением степени деградации красителя ингибирующий эффект 
на бактерии снижается. Как указывалось выше, в процессе озо-
нирования происходит существенное снижение рН реакционной 
смеси за счет образования низкомолекулярных моно- и дикарбо-
новых кислот, что и объясняет выявленное ингибирование раз-
вития бактерий. Последующие опыты с нейтрализованными  
реакционными смесями после окислительной деструкции кра-
сителя показали отсутствие бактериоцидности продуктов озо-
нирования.

Широко используется как тест-объект в водно-токсикологи-
ческих исследованиях вид планктонных ракообразных D. magna, 
так как дает целый комплекс тест-реакций и имеет короткий 
жизненный цикл. В лабораторных условиях численность даф-
ний возрастала в три раза через 20 ч инкубирования при отсут-
ствии красителя (рис. 2). 

Добавление красителя Gris Isonyl MP-2R сказывается как на 
жизнеспособности взрослых особей, так и на рождаемости и раз-
витии потомства. Для исследуемого красителя порог токсичности 
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для D. magna составил 0,1 г/л. Следует отметить, что увеличе-
ние времени контакта красителя с животными приводит к уве-
личению их летальности. 

Выживаемость дафний в растворе, содержащем исследуе-
мый краситель в токсичной для них концентрации после обра-
ботки озоном до полного обесцвечивания красителя и последу-
ющей нейтрализации кислых продуктов его озонирования, 
близка к контролю. 

Биоиндикация состояния активного ила действующих очи-
стных сооружений показала, что в присутствии красителя Gris 
Isonyl MP-2R в концентрации 0,5 г/л общая дегидрогеназная ак-
тивность ила аэротенков городских очистных сооружений уве-
личивается в 11,6 раза, промышленных – в 7,5 раза, что свиде-
тельствует о возможности деструкции органического красителя  
сообществом микроорганизмов биотенков (табл. 3). Продукты 
первичного и глубокого окисления озоно-воздушной смесью 
красителя в меньшей степени стимулируют биохимическую ак-
тивность ила, поскольку длительное озонирование красителя 
ведет к образованию продуктов, имеющих меньшую питатель-
ную ценность для микроорганизмов активного ила.
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Gris Isonyl MP-2R

1 – 0 г/л
2 – 0,05 г/л
3 – 0,1 г/л
4 – 0,3 г/л
5 – 0,5 г/л



588	Микробные	биотехнологии:	фундаментальные	и	прикладные	аспекты.	Том	15

Таблица 3. Дегидрогеназная активность ила аэротенков очистных 
сооружений в присутствии красителя Gris Isonyl MP-2R и продуктов  

его озонолиза

Условия

Дегидрогеназная активность, мг ТФФ/см3

городские  
аэротенки

промышленные  
аэротенки

Без красителя 0,154 0,246
Краситель без обработки озоном 0,784 0,836
50%-ная деградация красителя озоном 0,247 0,451
100%-ная деградация красителя озоном 0,213 0,385

Таблица 4. Зооценоз активного ила аэротенков очистных сооружений  
в присутствии красителя Gris Isonyl MP-2R и продуктов его озонолиза

Условия

Представители зооценоза

городские аэротенки промышленные аэро-
тенки

Без красителя

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.
Aspidisca sp.
Vorticella sp.
Opercularia sp.

Euglipha sp.
Arcella sp.
Uronema sp.
Trachelophyllum sp.
Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.
Lecane sp.

Краситель без обработки озоном Arcella sp. Arcella sp.
Euglipha sp.

50%-ная деградация  
красителя озоном

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.
Aspidisca sp.
Vorticella sp.

Arcella sp.
Euglipha sp.
Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.

100%-ная деградация  
красителя озоном

Arcella sp.
Trachelophyllum sp.
Aspidisca sp.
Vorticella sp.
Opercularia sp.

Euglipha sp.
Arcella sp.
Uronema sp.
Trachelophyllum sp.
Aspidisca sp.
Thuricola sp.
Vorticella sp.
Rotaria sp.
Lecane sp.
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От состава сточных вод зависит и уровень развития микро-
фауны активного ила аэротенков. Установлено, что краситель 
Gris Isonyl MP-2R в концентрации 0,5 г/л является токсичным 
для всех представителей зооценоза городских и промышленных 
аэротенков, кроме раковинных амеб родов Arcella и Euglipha 
(табл. 4). В присутствии частично деградированного озоном 
красителя в активном иле городских очистных сооружений об-
наружены инфузории родов Vorticella, Aspidisca, Trachelophyllum, 
промышленных очистных сооружений – инфузории родов Vorti-
cel la, Aspidisca, Thuricola и коловратки рода Rotaria. Полная 
окислительная деколоризация красителя определяет сохранение 
высокого разнообразия микрофауны активного ила. 

Заключение. Таким образом, кислотный синтетический 
краситель Gris Isonyl MP-2R, используемый в текстильной про-
мышленности, может проявлять ингибирующее воздействие на 
различные группы микроорганизмов. Биотестирование показало, 
что порог токсичности для бактерий E. coli, S. lutea и B. subtilis 
составил менее 1 г/л, для представителя микрофауны D. magna – 
менее 0,1 г/л. 

Предварительная обработка раствора красителя Gris Iso- 
nyl MP-2R озоно-воздушной смесью полностью разрушает его хро-
мофорные группы при расходе озона 2,1 г О3/г красителя. Про-
дукты озонолиза данного красителя с последующей нейтрализа-
цией устраняют его ингибирующий эффект на тест-организмы. 

В модельных экспериментах установлено возрастание дегид-
рогензной активности ила городских и промышленных очист-
ных сооружений при внесении органического красителя Gris 
Isonyl MP-2R, что свидетельствует о его деструкции микробоце-
нозом аэротенков. Длительное озонирование красителя ведет  
к образованию продуктов, имеющих меньшую питательную 
ценность для микроорганизмов активного ила.

Жизнедеятельность зооценоза активного ила аэротенков го-
родских и производственных очистных сооружений подавляет-
ся красителем Gris Isonyl MP-2R в концентрации 0,5 г/л. После 
озонировании красителя не выявлено токсического воздействия 
на микрофауну активного ила очистных сооружений. 
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MICROBOCIDAL PROPERTIES OF GRIS ISONYL ACID DYE  
AND OF ITS OZONOLYSIS PRODUCTS
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Yanka Kupala State University of Grodno, Grodno, Belarus,  
guhnev@grsu.by 

The paper shows that the acid dye Gris Isonyl MP-2R, contained in the waste 
water of dye-houses, displays a bactericidal effect in a varying degree to S. lutea,  
E. coli, B. subtilis and P. putida. With increasing dye concentration, the number of 
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living cells of the first three strains decreases significantly, while the vital activity 
of P. putida cells is not suppressed in the concentration 1 g/l. The toxicity threshold 
of the dye under study to Daphnia magna was less than 0.1 g/l. In model experi-
ments, it was found that the dehydrogenase activity of sludge from urban and indus-
trial wastewater treatment plants increases with the introduction of this organic dye, 
which indicates its microbial destruction. Oxidative destruction of dye molecules 
by ozone allows not only to improve the optical properties of waste water, but also 
to reduce its bactericidal and toxic properties. 

Keywords: textile industry, acid synthetic dyes, ozonation, microbicidal pro- 
perties, activated sludge.
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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.
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Названия рисунков оформляются шрифтом с размером 
12 пт, интервал – 1, выравнивание – по центру. Пояснительные 
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Пример оформления рисунка
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                                         а                                                      б

а) Hena1; б) Hena2

Рис. 2. Микрофотографии частиц бактериофагов, полученные с помощью 
ПЭМ Hitachi H-800
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литературы в квадратных скобках в порядке упоминания в тек-
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