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Акишев Ж. Д.1, 2, Балтин К. К.1, Силаев Д. В.1,  
Абельденов С. К.1, Хасенов Б. Б.1
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им. Л. Н. Гумилева, Астана, Казахстан

Молочная промышленность относится к ресурсо- и энерго-
емким отраслям промышленности. Учитывая проблему, свя-
занную с дефицитом молочного сырья, все большую актуаль-
ность приобретает вопрос о его рациональном использовании. 
Молокоперерабатывающие предприятия в большинстве своем 
сливают молочную сыворотку, образующуюся в процессе про-
изводства молочных продуктов, в канализацию как отходы 
производства, что является негативным фактором с экологиче-
ской точки зрения.

Молоко состоит из воды, жира, белка, фосфатов, лактозы, 
органических кислот и неорганических соединений. Белковый 
компонент молока можно разделить на две группы: казеиновая 
фракция (αs1-казеин, αs2-казеин, β-казеин и κ-казеин) и сыворо-
точные белки (β-лактоглобулин, иммуноглобулин и сывороточ-
ный глобулин). В рамках данной работы интерес представляют 
белок казеин и углевод лактоза. Химозин (КФ 3.4.23.4) – особый 
член группы аспарагиновых протеаз с активным сайтом Asp32 
и Asp215[1]. Фермент гидролизует связь между Phe105-Met106  
в молекуле κ-казеина, что, в свою очередь, ведет к дестабилизции 
казеинового мицелия и образованию комочков [2]. Данный про-
цесс и является процессом образования сырного сгустка.

Цель работы – получение рекомбинантных ферментов химо-
зина и β-галактозидазы и их применение в переработке молока.
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Ген прохимозина был интегрирован в геном дрожжей Pichia 
pastoris, и получены штаммы-продуценты с конститутивной 
экспрессией гена прохимозина. В лабораторных условиях куль-
тивирование штамма в течение 5 сут позволило получить фер-
мент с активностью 370 000 усл. ед. активности с 1 л культуры.

Подтверждена протеолитическая и автокаталитическая актив- 
ность рекомбинантного химозина, полученного и в бактериях,  
и в дрожжах. Установлено, что протеолитическая и автокатали-
тическая реакции активно протекают в диапазоне рН 4,0–4,7. При 
изучении биохимических характеристик химозина установлено, 
что фермент имеет оптимумы при рН молока 6,27 (что составля-
ет 25 градусов Тернера), температуре +37  °С и концентрации 
хлорида кальция 40 ммоль. Выявлено, что активность фермента 
увеличивают FeCl3, MgCl2, CsCl2, CoCl2 и MnCl2 в 2,5–4,8 раз,  
а присутствие NiCl2 сильно снижает активность. На примере 
приготовления сыра в лабораторных условиях подтверждена ко-
агуляционная активность рекомбинантного химозина.

В молоке после действия рекомбинантного химозина и обра-
зования сгустка остается сырная сыворотка, составляющая 90% 
от исходного объема молока, имеющая в своем составе белки 
(0,4%), жиры (0,8%) и углеводы (4,8%), преимущественно в виде 
дисахарида лактозы. Для ферментативного гидролиза лактозы 
могут быть использованы ферменты β-галактозидазы (КФ 3.2.1.23), 
расщепляющие β-1,4-гликозидную связь с получением глюкозо- 
галактозной смеси, являющейся ценным продуктом в пищевой 
промышленности [4]. Для получения рекомбинантного фермента 
ген, кодирующий β-галактозидазу из Streptococcus thermophilus, 
был клонирован в составе вектора pET28c(+) и экспрессирован  
в клетках E.  coli. Очистку рекомбинантной β-галактозидазы 
проводили из ультразвукового дезинтеграта с использованием 
металлохелатной хроматографии. Биохимическое изучение фер-
мента показало, что максимальная активность β-галактозидазы 
проявляется при температуре +60 °С и рН 9,0. Для увеличения 
водородного показателя подсырную сыворотку предварительно 
подщелачивали добавлением NaOH, прогревали до +70 °С и филь- 
тровали для удаления денатурированных компонентов сыворотки 
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(лактоальбуминов и лактоиммуноглобулинов). Смесь выдержи-
вали при +37 °С с добавлением β-галактозидазы в концентрации 
100 ед. на 100 мл сыворотки. После 48 ч инкубации сыворотки  
с ферментом установлено, что конверсия лактозы в глюкозу  
и галактозу составила 92%. Полученную глюкозо-галактозную 
смесь концентрировали в 7 раз путем выпаривания при темпе-
ратуре +55 °С и отрицательном давлении 0,75 кгс/см2. В резуль-
тате переработки молока были получены из казеиновой фрак-
ции сыр, а из подсырной фракции – глюкозо-галактозный сироп.
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Поиск микроорганизмов для последующего их использования 
в промышленности и других отраслях – первоочередная задача 
биотехнологии.

Большой практический интерес представляют микроорганизмы, 
обитающие в неблагоприятных условиях, что связано с особен-
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ностями их строения и функционирования. Перспективными, но 
малоизученными являются микроорганизмы Антарктиды. Спо-
собность микроорганизмов, изолированных на территории Ан-
тарктиды, расти при пониженных температурах может быть ис-
пользована в биотехнологиях, например, для сокращения затрат 
на работу термостатных систем. Особенности биологических 
мембран бактерий из холодных мест обитания основаны на свое-
образии состава их липидов, включающих в основном ненасы-
щенные и разветвленные жирные кислоты. В случае необходимо-
сти получения специфических жирных кислот такие бактерии 
можно будет использовать в качестве продуцентов. Кроме того, 
«антарктические» бактерии вырабатывают пигменты, которые 
уменьшают текучесть мембраны и участвуют в защитных меха-
низмах клетки от ультрафиолетового излучения [1]. В настоящее 
время растет интерес к получению каротиноидов из биомассы 
бактерий для применения в пищевой промышленности, медици-
не, косметологии и т. д.

Цель работы – изучение таксономического разнообразия и био- 
технологического потенциала бактериальных культур, изолиро-
ванных на территории Антарктиды. В настоящей работе было 
проведено исследование 33 бактериальных изолятов, выделен-
ных во время полевого сезона 5-й Белорусской антарктической 
экспедиции из временных водоемов [2].

На первых этапах работы с помощью классических чашеч-
ных методов изучали продукцию ферментов (протеаз, дезокси-
рибонуклеаз, липаз) изолятами бактерий, определяли их антаго-
нистическую активность и исследовали разнообразие пигментов. 
После получения первичных результатов проводили выборочную 
идентификацию представителей, вызывающих наибольший ин-
терес в практическом плане, с использованием метода секвени-
рования 16S pДHК. Дополнительно проводили определение со-
става жирных кислот клеточной стенки бактерий с помощью 
газовой хроматографии.

Было выявлено, что большая часть антарктических изолятов 
способна синтезировать липолитические ферменты. Наибольшую 
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ферментативную активность проявили бактерии Shewanella baltica 
и Pseudomonas lundensis. В результате скрининга антагонисти-
ческой активности был выявлен ряд изолятов, обладающих спо-
собностью задерживать рост бактерий Bacillus subtilis 168.

Анализ жирных кислот, выделенных из бактерий, позволил 
определить, что у большинства изолятов присутствует гексаде-
кановая кислота и цис-9-гексадеценовая кислота. Широко пред-
ставлены и другие мононенасыщенные жирные кислоты, кото-
рые могут использоваться в промышленности. У шести антар-
ктических изолятов выявили наличие пигментов. Результаты 
исследования показали, что отобранные изоляты содержат пиг-
менты, поглощающие при длине волны от 400–550 нм с макси-
мумом поглощения при 450 нм, что говорит о содержании в них 
β-каротина, а также пигменты с максимумом поглощения при 
500 нм (см. рисунок).

Таким образом, предварительный анализ биотехнологичес- 
кого потенциала бактерий, изолированных на территории Антар- 
ктиды, свидетельствует о наличии перспективных свойств, кото- 
рые могут быть детально изучены в дальнейших работах.

Спектры поглощения метанольного экстракта пигментов бактериальных 
изолятов
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БИОХИМИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ  
И АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ  

МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ РОДОВ  
LACTOBACILLUS И PEDIOCOCCUS, ВЫДЕЛЕННЫХ  

ИЗ РАСТИТЕЛЬНЫХ ИСТОЧНИКОВ

Барейко А. А., Сидоренко А. В., Новик Г. И.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
bareiko.hanna@gmail.com

В настоящее время жители высокоразвитых стран мира все 
чаще отказываются от употребления в пищу традиционных 
кисломолочных продуктов из-за непереносимости лактозы, аллер- 
гии на белки животного молока и набирающего популярность 
вегетарианства. Перечисленные факторы стимулируют исследо-
вания по созданию аналогов кисломолочных продуктов со схо-
жими органолептическими характеристиками и полезным дей-
ствием на здоровье человека. Для получения таких продуктов 
необходимо подбирать заквасочные культуры молочнокислых ба- 
ктерий, активные в отношении растительных субстратов и обла-
дающие рядом других практически ценных свойств.

Цель работы – изучение биохимической активности и анти-
биотикорезистентности 13 штаммов молочнокислых бактерий 
родов Pediococcus и Lactobacillus, выделенных из растительных 
источников, и отбор культур, перспективных для использования 
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в качестве заквасок для получения аналогов кисломолочных 
продуктов.

Исследование биохимической активности тестируемых мо-
лочнокислых бактерий при выращивании в овсяном молоке пока-
зало, что все культуры сбраживали данный субстрат с образова-
нием однородного хлопьевидного сгустка за 12–18 ч. Полученные 
ферментированные продукты характеризовались приятным кис-
ломолочным вкусом и ароматом. Активная кислотность фермен-
тированного овсяного молока составляла 3,9–5,8 ед. pH, титр кле-
ток молочнокислых бактерий – не менее 106 КОЕ/мл. Отобрано  
5 штаммов P. pentosaceus Сбр 3, L. rhamnosus К 3.4, К 3.6, Ог 4.1, 
L.  plantarum К 3.5, характеризующихся максимальной кислото-
образующей и пролиферативной активностью при культивирова-
нии в овсяном молоке, изучена их жизнеспособность при хране-
нии в ферментированном молоке при +4  °С в течение 28  сут.  
Показано, что в течение указанного срока хранения титр клеток 
P. pentosaceus Сбр 3, L. plantarum К 3.5, L. rhamnosus К 3.6, Ог 4.1 
снижался на порядок (с 108 до 107 КОЕ/мл), а титр клеток L. rha- 
mnosus К 3.4 на порядок увеличивался (с 107 до 108 КОЕ/мл). По-
казатель активной кислотности ферментированного овсяного мо-
лока в процессе хранения незначительно снижался – в среднем на 
0,5 ед. рН. 

Согласно современным требованиям в качестве производст- 
венных штаммов должны использоваться молочнокислые бакте-
рии, сохраняющие высокий титр клеток (не менее 1 × 107 КОЕ/мл) 
на конец срока годности ферментированных продуктов [1]. Сле-
довательно, отобранные штаммы P. pentosaceus Сбр 3, L. plan- 
tarum К 3.5, L. rhamnosus К 3.6, Ог 4.1, К 3.4. могут рассматри-
ваться как потенциальные компоненты заквасок для пищевой 
промышленности.

Важным условием безопасного использования заквасочных 
культур молочнокислых бактерий в пищевой промышленности 
является отсутствие у них признака антибиотикорезистентности, 
в первую очередь имеющего трансмиссивный характер [2]. Изу- 
чение резистентности молочнокислых бактерий родов Lactoba- 
cillus и Pediococcus к 26 антибиотикам различных групп (включая 
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ингибиторы синтеза клеточной стенки, белка, нуклеиновых 
кислот; препараты, нарушающие функцию цитоплазматиче- 
ской мембраны) с помощью E-тестов (BioMérieux) показало, что  
анализируемые культуры устойчивы к налидиксовой кислоте 
(МИК ≥256 мкг/мл), цефокситину (МИК ≥256 мкг/мл), ванко- 
мицину и тейкопланину (МИК ≥256 мкг/мл). Педиококки про- 
являли устойчивость к норфлоксацину (МИК >256 мкг/мл), цип- 
рофлоксацину (МИК >32 мкг/мл), канамицину (МИК >256 мкг/мл), 
гентамицину (МИК 32–96 мкг/мл), стрептомицину (МИК 512–
1024 мкг/мл). Кроме того, штамм P. pentosaceus Сбр 1 устойчив  
к тетрациклину (МИК 16 мкг/мл) и цефотаксиму (МИК >32 мкг/мл). 
Тестируемый штамм L. brevis характеризовался устойчиво- 
стью к канамицину (МИК >256 мкг/мл), стрептомицину (МИК 
>256 мкг/мл), клиндамицину (МИК 1,5 мкг/мл), тетрациклину 
(МИК 12 мкг/мл), цефтазидиму (МИК >256 мкг/мл), цефотаксиму 
(МИК >32 мкг/мл). Штаммы L.  rhamnosus К  3.4 и Ог. 4.1 про- 
явили резистентность к хлорамфениколу (МИК 8–12 мкг/мл), 
L. rhamnosus К 3.2 – к цефтриаксону (МИК более 256 мкг/мл). 
Все анализируемые штаммы L. plantarum были устойчивы к ка- 
намицину (МИК >256 мкг/мл). Кроме того, штаммы L. plantarum 
Б3 и К  3.3 характеризовались устойчивостью к цефтазидиму 
(МИК >256 мкг/мл), оксициллину (МИК >256 мкг/мл), цеф- 
триаксону (МИК >256 мкг/мл), Lb. plantarum Б3, К 3.3 – к цефо- 
таксиму (МИК >32  мкг/мл), Lb. plantarum Ог 3.1 – к цефота- 
ксиму (МИК >32 мкг/мл), гентамицину (МИК 48 мкг/мл), клин- 
дамицину (МИК 4 мкг/мл).

Полученные результаты свидетельствуют, что отобранные 
штаммы L.  plantarum К  3.5, L.  rhamnosus К  3.6, Ог 4.1, К  3.4. 
чувствительны ко всем тестируемым антибиотикам и безопасны 
для использования в составе заквасок для получения аналогов 
кисломолочных продуктов. Для адекватной оценки безопасности 
штамма P. pentosaceus Сбр 3 необходимо дальнейшее изучение 
механизмов антибиотикорезистентности.

Работа выполнена в рамках проекта БРФФИ-РФФИ Б16Р-056, 
20.05.16.
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КИСЛОТЫ, ВЫДЕЛЕННОЙ ИЗ MORTIERELLA SP.,  

НА МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ПРИЗНАКИ  
ФИТОПАТОГЕННЫХ ГРИБОВ, ПОРАЖАЮЩИХ  

БОБОВЫЕ И КОРМОВЫЕ КУЛЬТУРЫ
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Интенсификация производства бобовых и кормовых культур 
во многих индустриально развитых странах привела к заметно-
му повышению распространенности и вредоносности корневых 
гнилей, получивших определение «болезнь прогресса». Высокая 
степень скрытой инфекции может быть причиной низкой урожай- 
ности растений, а также представлять опасность при использо-
вании в пищевой промышленности и при заготовке кормов для 
животных, посевного материала и новой репродукции семян [1].

Корневые гнили вызывают фитопатогенные грибы, которые 
снижают урожай растений на 40–50%. Согласно данным Между-
народной организации по сельскому хозяйству ООН (ФАО), бо-
лее 30% мирового сбора продовольствия и кормовых культур за-
грязнено микотоксинами фитопатогенных грибов, при этом еже- 
годный ущерб оценивается в 19 млрд долларов [2]. Известно более 
30 тысяч фитопатогенных грибов, выделенных из растительного 
сырья и пищевых продуктов, продуцирующих до 500 низкомо-
лекулярных метаболитов различной химической природы, под 
названием микотоксины. В последние годы перспективным явля-
ется использование арахидоновой кислоты (АК) из грибов рода 
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Mortierella sp. в качестве индук- 
тора устойчивости растений  
к фитопатогенным грибам [3].

Нами проведены исследова-
ния по влиянию АК, выделен-
ной из гриба Mortierella sp., на 
морфологию возбудителей болез-
ней бобовых и кормовых куль-
тур грибной этиологии.

Культура гриба Mortierella sp. 
была выделена в 2014 г. из ризо- 
сферы многолетней люцерны, 
произрастающей в Южно-Казах-
станской области (см. рисунок).

АК была получена путем экстракции бутанолом культураль-
ной жидкости гриба Mortierella sp. Полученная путем экстракции 
АК в количестве 0,3 мл была добавлена в 200 мл среды культи-
вирования фитопатогенных грибов Alternaria alternatа, Fusarium 
oxysporum и Botrytis cinerea – возбудителей болезней бобовых  
и кормовых культур. В процессе роста грибов были отмечены 
морфолого-микроскопические изменения.

У гриба Alternaria alternatа при росте на среде с добавле- 
нием АК отмечено значительное снижение спорообразования по 
сравнению с контролем (среда без внесения АК). Конидиеносцы 
гриба стали более ветвистыми и извилистыми, чем на среде без 
АК, они представлены в виде отдельных, укороченных гантелей 
с 5–7 септами, стали более толстостенными и сильно выпуклыми.

У гриба Fusarium oxysporum при росте на среде с АК изме-
нилась форма макроконидий. Макроконидии стали утолщенными, 
более крупными, набухшими, с закругленными концами. Длина 
отдельных макроконидий увеличилась в 1,5 раза по сравнению 
с контролем (среда без внесения АК) и составила 3,8–8,6 мкм. 
Количество макро- и микроконидий по сравнению с контролем 
значительно уменьшилось.

При внесении АК в среду культивирования гриба Botrytis 
cinerea спороношение практически отсутствовало. Оболочка ги-

Культура гриба Mortierella sp. –  
продуцент арахидоновой кислоты
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фов стала более утолщенной, а конидиеносцы укороченными, 
кроме того, наблюдался лизис оболочки у некоторых гифов.

Таким образом, АК гриба Mortierella sp. приводит к изменению 
формы и размеров конидиеносцев, макроконидий и в ряде слу-
чаев к лизису оболочки гифов, данные изменения снижают спо-
собность патогенных грибов вырабатывать токсины.
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Благодаря современным достижениям в области генной ин-
женерии для получения лекарственных препаратов протеиновой 
природы широко применяются биотехнологические методы. 
Однако, наряду с преимуществами, некоторые подходы имеют 
существенные ограничения: не все гены экспрессируются в «чу-
жеродном окружении» в связи с несоответствием элементов ре-
гуляции реципиентных клеток и донорских генов. В качестве 
альтернативы генно-инженерной технологии получения вирусо-
подобных частиц [1–2], фармакологически ценных белков [3] 
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ряд исследовательских групп использует бесклеточные системы 
протеинового синтеза. Однако у данного метода есть недостаток – 
сравнительно высокая стоимость ключевых метаболитов, необ-
ходимых для получения макроэргических соединений, приме-
нимых в бесклеточном синтезе белка (БСБ) [4], поэтому актуаль-
ным на настоящий момент является решение данной проблемы 
путем конструирования ряда штаммов – продуцентов фермен-
тов гликолитического пути расщепления глюкозы, поскольку дан-
ный подход позволяет получать макроэргические соединения  
в виде АТФ, используя при этом относительно дешевый суб-
страт – глюкозу.

Цель исследования – получение рекомбинантного штамма- 
продуцента глюкокиназы, катализирующей реакцию превраще-
ния глюкозы в глюкозо-6-фосфат [5], с возможностью дальней-
шего использования в системе регенерации энергии БСБ для  
получения ряда генно-инженерных белков.

В результате исследования был создан штамм E.  coli-glk − 
продуцент рекомбинантной глюкокиназы, молекула которой содер-
жит дополнительный октагистидиновый олигопептид на С-конце. 
Этапы работы включали: амплификацию гена glk, кодирующего 
аминокислотную последовательность глюкокиназы; линеариза-
цию вектора pET42. Последующее клонирование гена проводили 
с помощью продолжительной перекрывающейся ПЦР (ПП-ПЦР) 
[6], которая требует наличия в векторе и вставке перекрываю-
щихся комплементарных участков. Полученным ПЦР-продук-
том трансформировали клетки-реципиенты, в которых происхо-
дит рекомбинация и формирование кольцевой молекулы-плаз-
миды, несущей в себе вставку.

Далее проводили очистку рекомбинантной глюкокиназы  
с помощью аффинной металл-хелатной хроматографии на ко-
лонке с Ni-NTA-агарозой до электрофоретически гомогенного 
состояния. В результате из 1 л культуральной жикости было по-
лучено 56 мг очищенного фермента с выходом 60%. Измерение 
оптической плотности (λ = 595 нм) по методу Брэдфорда позво-
лило рассчитать концентрацию исследуемого белка, которая со-
ставила 6,13 мг/мл.
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Для обнаружения глюкокиназной активности полученный 
белок вносили в реакционную смесь, содержащую в качестве 
субстрата глюкозу, АТФ в качестве донора фосфатной группы. 
Субстраты и продукты реакции визуализировали на хромато-
графической пластинке после окрашивания нафторезорцином. 
Анализ хроматограммы показал, что полученный фермент об-
ладает каталитической активностью, поскольку даже при высо-
кой степени разведения протекает реакция превращения глюко-
зы в глюкозо-6-фосфат.

Таким образом, сконструирован рекомбинантный штамм 
E. coli-glk – продуцент гомологичной глюкокиназы, содержащей 
октагистидиновый олигопептид на С-конце молекулы. Впервые 
охарактеризован штамм-продуцент глюкокиназы по продуктив-
ности синтезируемого белка, составляющей 93,3 мг белка из 1 л 
культуральной жидкости. Даже при высокой степени разведе-
ния очищенный фермент глюкокиназа обладает каталитической 
активностью.
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В настоящее время существенную проблему представляет 
резистентность бактерий к используемым антибиотикам. В связи 
с этим в перспективе необходимы новые стратегии для поиска 
других биологически активных молекул, обладающих уникаль-
ным механизмом действия. В качестве таких молекул могут быть 
использованы такие секреторные фосфолипазы А2 (КФ 3.1.1.4, 
ФЛА2), для которых обнаружено, что они проявляют антибакте-
риальную (бактерицидную и бактериостатическую) активность. 
Известно, что такие свойства в отношении микроорганизмов ха-
рактерны для секреторных ФЛА2 группы IIA, выделенных из 
яда змей и пчел [1–5]. Однако существуют и другие природные 
источники данного фермента, в частности яд шмелей.

Цель данной работы – исследование бактерицидного дей-
ствия секреторных ФЛА2 шмелиного яда Bombus pascuorum  
в отношении прокариотических (Bacillus subtilis) и эукариотиче-
ских (Saccharomyces cerevisiae) микроорганизмов.

Липолитическую активность фосфолипазы А2 шмелиного 
яда определяли методом ТСХ с использованием в качестве суб-
страта смешанных мицелл фосфатидилхолина (ФХ) и неионо-
генного детергента ТХ-100 в соотношении 1:2 (рис. 1).

Обнаружено в присутствии ФЛА2 шмелиного яда B. pascuo-
rum подавление роста колоний бактерий B. subtils и дрожжей  
S. cerevisiae (рис. 2, а).

Показано, что после инкубации бактерий B. subtilis и дрож- 
жей S.  cerevisiae в присутствии шмелиного яда B.  pascuorum 
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входящие в состав цитоплазматической мембраны фосфоли- 
пиды подверглись гидролизу с образованием соответствующих 
продуктов – лизофосфолипидов (хроматограмма, рис.  2, б). 
Полученные результаты обсуждаются в свете того, что ФЛA2 
шмелиного яда проявляет антимикробные свойства в отноше- 
нии и прокариотических (B. subtilis), и эукариотических клеток 
(S. cerevisiae).

Рис. 1. Зависимость степени гидролиза фосфатидилхолина от времени для 
ФЛА2 шмелиного яда B. pascuorum

Рис. 2. Инкубация бактерий B. subtilis и дрожжей S. cerevisiae в присутствии 
шмелиного яда B.  pascuorum: а – рост колоний дрожжей S.  cerevisiae  
в отсутствии (слева) и в присутствии (справа) фосфолипазы A2 шмелиного яда 
B. pascuorum (разведение 1:1 000 000); б – хроматограмма гидролизованных 
мембранных фосфолипидов B.  subtilis и S.  cerevsiae (ФЛ – фосфолипиды, 

ЛФХ – лизофосфолипиды)
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Фосфатидная кислота (ФК), или 1,2-диацил-sn-глицеро-3- 
фосфат, – природный фосфолипид, молекула которого состоит 
из глицеринового остова, двух жирнокислотных остатков и фос-
фатной группы. ФК в малом количестве содержится во всех кле-
точных мембранах. При этом она может образовываться в клет-
ках в результате биосинтеза или поступать в организм с пищей.

В последние годы установлено, что при употреблении ФК  
в качестве пищевой добавки повышается анаболизм белков в ске-
летных мышцах с одновременным снижением скорости их ката-
болизма. При этом в ряде исследований показано, что прием ФК 
с пищей в комбинации с выполнением силовых тренировок  
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может стимулировать большее увеличение мышечной силы и рост 
мышц, чем обычные силовые тренировки [1–3].

Обычно ФК получают ферментативным путем из доступного 
животного или растительного лецитина с использованием рас-
тительной фосфолипазы D, изолированной из клеток капусты 
[4, 5]. В настоящем исследовании мы изучили возможность ис-
пользования микробной фосфолипазы D отобранных нами ра-
нее штаммов – продуцентов этого фермента [6, 7] для получения 
ФК из лецитина сои.

Сухие ферментные препараты фосфолипазы D из фильтрата 
культуральной жидкости штаммов Streptomyces netropsis БИМ 
В-235 (далее S. netropsis) и Streptomyces cinnamoneus БИМ В-236 
(далее S. cinnamoneus) получали путем осаждения ацетоном, как 
описано нами ранее [8]. Синтез осуществляли в водно-буферной 
реакционной среде, а также в двухфазной реакционной системе 
с добавлением 40 об.% хлороформа. В качестве субстрата ис-
пользовали препарат соевого лецитина «Epikuron 200» («Lucas 
Meyer», Германия).

Показано, что гидролитическая активность ферментов из обо-
их микроорганизмов выше в реакционной среде с добавлением 
хлороформа по сравнению с водно-буферной системой. Однако 
для фермента из S. netropsis разница оказалась гораздо более дра-
матичной. Присутствие хлороформа увеличивает его активность 
более чем в 100 раз; выход ФК при этом составляет около 90% за 
2 ч реакции, тогда как в буферной среде – около 20% за 3 ч реакции 
при увеличенном в 2 раза содержании ферментного препарата. 
Фосфолипаза D из S. cinnamoneus осуществляет реакцию в среде 
с добавлением хлороформа несколько медленнее, чем фермент 
из S. netropsis (525 и 900 ед. соответственно), однако при исклю-
чении органического растворителя из реакционной смеси гидро-
литическая активность фермента снижается лишь в 15 раз.

Поскольку технология получения ФК в реакционной среде 
без добавления хлороформа гораздо более привлекательна, нами 
была изучена динамика накопления целевого продукта в данных 
условиях с использованием фосфолипазы D из S.  cinnamoneus. 
По литературным данным, большое значение для проявления 
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активности ферментов из группы фосфолипаз D имеет наличие 
или отсутствие ионов Са2+. Показано, что фермент из S. cinna- 
moneus является Са2+-независимым, однако присутствие ионов 
Са2+ незначительно ускоряет реакцию синтеза ФК на начальной 
стадии (активность фермента составляет 34 и 26 ед. в присут-
ствии и в отсутствии ионов Са2+ соответственно) и существенно 
увеличивает конечный выход продукта (с 52 до 97–99%).

Таким образом, сухие ферментные препараты фосфолипазы 
D из S. cinnamoneus и S. netropsis могут применяться в качестве 
катализатора при получении ФК биотехнологическим способом. 
Перспективным, на наш взгляд, является использование фер-
мента из S. cinnamoneus в реакционной среде без органических 
растворителей, в присутствии ионов Са2+, что позволяет достичь 
выхода целевого продукта более 98% за 3,5–4 ч реакции.
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Блиева Р. К.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК,  
Алматы, Казахстан, raubil@mail.ru

Производство разнообразных продуктов микробиологичес- 
кого синтеза с каждым годом непрерывно расширяется, во всем 
мире растут предприятия микробиологической промышленности, 
производящие ферменты, антибиотики, аминокислоты, кормовой 
белок, органические кислоты и т. д. Наиболее востребованными 
из них являются различные ферментные препараты для пище- 
вой, перерабатывающей промышленности, сельского хозяйства 
и медицины. Для получения столь разнообразных продуктов 
микробиологического синтеза и покрытия масштабных расходов 
на их производство необходимо иметь рациональный и продук- 
тивный способ культивирования микроорганизмов.

Разработанный нами метод выращивания продуцентов био- 
логически активных веществ принципиально отличается от тра- 
диционного периодического культивирования. Благодаря адсорб- 
ционной иммобилизации продуцентов ферментов на носителе 
и роста их в глубинных условиях культивирования создаются 
условия, благоприятные для формирования нитчато-губчатой 
иммобилизованной структуры мицелия. При погружении носи- 
теля в глубь активно аэрируемой питательной среды вся иммо- 
билизованная структура мицелия максимально доступна пита- 
тельным веществам и кислороду.

Разработанный способ выращивания микроорганизмов по- 
зволил непрерывно и длительно (от 3 до 6 мес.) культивировать 
продуценты и многократно получать ценные биологически ак-
тивные вещества, в отличие от традиционного периодического, 
при котором продукт получаем только один раз и с более низкой 
активностью.

При непрерывном культивировании продуцентов ферментов 
растет не только продуктивность, но резистентность и изменчи- 
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вость культур, идет автоселекция. Разработанный способ куль-
тивирования микроорганизмов позволил отселекционировать 
суперпродуценты. Получены высокоактивные варианты лиазных 
ферментов – Penicillium cyclopium 2-11, протеолитических – Asper- 
gillus awamori 21/96 и Streptomyces globisporus var. flavofuscus 
штамм 1/68 и коллагеназы – Asp. awamori 22 и Asp. awamori 1/96, 
активность которых превышала исходные культуры в 2–10 раз.

Коротко эти преимущества можно сформулировать в следу-
ющих положениях:

1. Разработанный метод обеспечивает рентабельность про-
изводства за счет непрерывного культивирования иммобилизо-
ванных продуцентов на подложке и многократное получение 
активных целевых ферментов в отличие от одноразового при 
традиционном глубинном культивировании.

2. В процессе длительного культивирования продуцентов 
ферментов культуры получают ряд причинных стрессов, подни-
мающих резистентность культуры и ее продуктивность, созда-
вая условия для их селекции, приводящие к получению высоко-
активных селективных вариантов.

3. Для получения больших объемов культуральной жидкости 
с целевым ферментом при иммобилизации продуцентов необхо-
димо засеять и вырастить культуру только один раз в отличие от 
сотен пассажей при свободном культивировании продуцентов.

4. При иммобилизации продуцентов обеспечивается много-
кратность использования первоначально засеянной культуры, что 
приводит к снижению затрат на производство ферментов.

5. Экономится посевной материал и реактивы на его приго-
товление. Исключаются трудозатраты на их приготовление.

6. Культуральная жидкость не требует фильтрации, она прозрач-
на, упрощается процесс выделения ферментных препаратов.

7. Отсутствие спор у погруженной в питательную среду ве-
гетативного мицелия иммобилизованной культуры сохраняет 
чистоту окружающей среды, делает процесс биосинтеза фермен-
тов экологически чистым.

8. На основании разработанного метода культивирования 
мицелиальных микроорганизмов предложен ряд новых промыш-
ленных аппаратов, защищенных патентами.
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9. При культивировании иммобилизованных продуцентов фер-
ментов аппараты для их культивирования не требуют частой их 
стерилизации, исключаются операции по перезарядке фермен-
теров, связанные с удалением биомассы из системы, приводя-
щей к дополнительной стерилизации емкостей. Все это приво-
дит к экономии электроэнергии, трудозатрат. В целом разрабо-
танный метод культивирования обеспечивает рентабельность 
производства ферментов.

Из всего вышеизложенного можно сделать вывод, что при-
менение разработанного нами способа культивирования микро-
организмов позволит реализовать потенциал продуцентов фер-
ментов в биотехнологии их получения, повысить эффективность 
и рентабельность их производства, поднять на новый уровень 
их получение высокоактивными селективными культурами без 
применения мутагенов химической и физической природы.

БИОСИНТЕЗ ОПТИЧЕСКИ ЧИСТОЙ МОЛОЧНОЙ  
КИСЛОТЫ ШТАММОМ ENTEROCOCCUS FAECALIS M4 

C ПОВЫШЕННОЙ АКТИВНОСТЬЮ  
ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ

Буко А. И., Головнева Н. А., Щетко В. А.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
andrey.buko@mail.ru

В настоящее время практически вся промышленность в мире, 
ориентированная на производство молочной кислоты, основана 
на микробном синтезе. Важным аспектом развития этого направ-
ления биотехнологии является снижение себестоимости произ-
водства лактата и его производных, что определяет необходи-
мость совершенствования технологии ферментации и повышение 
эффективности процесса [1].

Известно, что использование полунепрерывного отъемно- 
доливного метода культивирования позволяет существенно уве-
личить эффективность микробиологического синтеза по сравне-
нию с традиционным периодическим процессом. 
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Цель данной работы – исследование закономерностей син-
теза оптически чистой молочной кислоты при культивировании 
в отъемно-доливном режиме штамма-продуцента Enterococcus 
faecalis M4, полученного путем индуцированного химического 
мутагенеза в предыдущих исследованиях [2] и проявляющего 
высокую лактатдегидрогеназную активность.

Культивирование исследуемого штамма осуществляли в фер- 
ментере объемом 3 л. В качестве сбраживаемого субстрата ис-
пользовали сахарозу, глюкозу или мелассу в концентрации от 
10 до 200 г/л. Для поддержания pH не ниже 6,8 в среду добав-
ляли 20% NH4OH. Биомассу бактерий определяли нефеломе-
трически при 590 нм. Для определения в культуральной жид-
кости количества L-лактата использовали тест-набор фирмы 
«BioVision». Общее количество углеводов оценивали антроно-
вым методом.

Максимальная удельная скорость роста биомассы, установ-
ленная к 3  ч отъемно-доливного глубинного культивирования 
бактерий, составила 0,3 ч–1, затем на протяжении всей фермен-
тации не превышала значения 0,1 ч–1 (см. рисунок).

При ферментации в режиме 6 циклов культура достигала 
максимальной продуктивности (7,3 г/л/ч лактата) к 3-му циклу 
культивирования (5–6-е сутки). При этом возрастание уровня 
накопления биомассы и молочной кислоты в культуральной жид-
кости сопровождалось более интенсивным усвоением углеводов. 
В 6-м цикле производительность процесса снижалась в 2 раза до 
3,6 г/л/ч лактата. Полученные данные позволят оптимизировать 
технологию микробного синтеза молочной кислоты.

Удельная скорость роста энтерококков в течение 1–4 циклов ферментации 
при отъемно-доливном способе культивирования
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СОЗДАНИЕ ШТАММА БАКТЕРИЙ,  
ПРОДУЦИРУЮЩИХ ХИМЕРНЫЙ БЕЛОК,  

СОДЕРЖАЩИЙ АННЕКСИН-А5  
И АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗУ

Булатовский А. Б., Квач С. В., Ерошевская Л. А.,  
Зинченко А. И.

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

Известно, что отрицательно заряженный фосфолипид фосфа-
тидилсерин (ФС) экспонируется на внешнем бислое клеточной 
мембраны большинства видов рака [1, 2] и может служить мар-
кером, позволяющим отличать нормальную клетку от опухоле-
вой, а также «адресом» для таргетной доставки в опухолевую 
клетку тех или иных фармакологических средств [3, 4].

Однако для осуществления направленной доставки фарм-
субстанции в опухоль необходим молекулярный транспортер, 
способный распознавать ФС на поверхности опухолевой клетки. 
Показано, что в качестве такого транспортера может выступать 
плацентарный человеческий белок – аннексин-А5, который с вы-
сокой аффинностью связывается преимущественно с ФС [5, 6].

Как известно, внеклеточный аденозин играет важную роль  
в формировании иммуносупрессивного микроокружения со-
лидных опухолей [7]. В работе [8] предложена идея устранения 
защиты рака от хозяйского иммунитета с помощью аденозин-
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дезаминазы, слитой с аннексином-А5. По мнению автора, та-
кой белок при введении в организм онкологического больного 
будет связываться только с раковыми клетками и разрушать 
аденозин, защищающий эти клетки от противоопухолевого 
иммунитета. 

Цель данной работы – создание химерного белка, объединя-
ющего функции человеческого аннексина-А5 и аденозиндезами-
назы Escherichia coli, т. е. способности связываться с клеточной 
мембраной раковых клеток и трансформировать внеклеточный 
аденозин в инозин.

На первом этапе работы проводили конструирование реком-
бинантного вектора путем встраивания генов аннексина-А5  
и аденозиндезаминазы в плазмиду pET42a. Полученной плазми-
дой трансформировали клетки E.  coli BL21 (DE3) и проводили 
наработку бактериальной биомассы. 

На втором этапе работы проводили выделение и очистку хи-
мерного белка из биомассы клеток с помощью аффинной хрома-
тографии на смоле Ni2+-NTA.

Электрофореграмма химерного белка до (1) и после (2) выделения  
из лизата клеток E. coli pAdd-AnxA5; М – положение  

и молекулярные массы стандартных белков
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В результате проведенного исследования был получен новый 
рекомбинантный штамм E.  coli pAdd-AnxA5, продуцирующий 
химерный белок указанной выше структуры с молекулярной 
массой 73,8 кДа (см. рисунок), что соответствует теоретически 
рассчитанной. При этом наработано 10 мг очищенного белка с 1 л 
культуральной жидкости. Согласно электрофоретическому ана-
лизу в полиакриламидном геле, содержание белка составило око-
ло 7% от суммарного количества клеточных белков. Получен-
ный химерный белок планируется изучить в качестве перспек-
тивного противоопухолевого средства [8].
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АВТОМАТИЗАЦИЯ АНАЛИЗА КОНТИГОВ ПЕРЕД 
СБОРКОЙ ГЕНОМА (СКАФФОЛДА) ПРОКАРИОТ 

ПРИ ПОЛНОГЕНОМНОМ СЕКВЕНИРОВАНИИ

Валентович Л. Н., Евдокимова О. В.

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

С появлением первых коммерческих полногеномных секве-
наторов (GS20, 454 Life Sciences – 2005 г.) определение нуклео-
тидных последовательностей геномов прокаритических орга-
низмов вошло в практику многих лабораторий. Однако до сих пор 
не создано простого и удобного программного обеспечения для 
работы с тем огромным (гигабайты информации, миллионы про-
чтений) массивом данных, который позволяют получать современ-
ные приборы. Поэтому большинство исследователей используют 
множество разрозненных программ и скриптов разных авторов, 
составляя при этом свой протокол конвейерной обработки данных.

Одной из наиболее используемых программ (53 405 упомина-
ний в базе данных ГенБанк на 1 марта 2017 г.) для состыковыва-
ния индивидуальных прочтений в контиги является SPAdes [1], 
принцип работы которой основан на использовании графов де 
Брёйна. Получаемые контиги представляют собой непрерывные 
последовательности, которые с большой долей уверенности яв-
ляются частью геномной последовательности изучаемого орга-
низма. Однако возможны и варианты контаминации образцов на 
различных стадиях пробоподготовки, а также ошибки прочте-
ния индексных последовательностей при параллельном секве-
нировании. Поэтому желательно перед попыткой объединения 
контигов в скаффолды (или полную геномную последователь-
ность) проверить данные, используя информацию из доступных 
баз данных, например ГенБанк [2]. Другая проблема сборки по-
следовательности геномов – многочисленные повторы (кластеры 
рибосомных генов, транспозоны, профаги и пр.), которые не по-
зволяют в автоматическом режиме получить цельную последо-
вательность генома.
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К сожалению, на данный момент практически отсутствуют 
бесплатные программы для первичного анализа контигов перед 
сборкой. Поэтому нами были предприняты попытки составить 
несколько простых сценариев на языке программирования Py-
thon (версия 3.5) [3], которые бы помогли в дальнейшем прове-
сти сортировку и анализ полученных контигов. Далее представ-
лены названия скриптов и краткое описание их назначения.

1. fastq_read_count_v1.py – скрипт подсчитывает количество 
прочтений во всех fastq-файлах [4] корневой директории.

2. seqator_v1.py – скрипт перемещает файлы контигов с по-
крытием ниже указанного и сохраняет их в папке «cov_below_x».

3. fasta_4_GC-content_v1.py – скрипт вычисляет ГЦ-состав 
каждой последовательности в файле «contigs.fasta» и сохраняет 
данные в файле «result.txt» в виде строк: название файла / ГЦ-со-
став. В конце выводится статистическая информация: общая дли-
на всех последовательностей, среднее покрытие, минимальное 
покрытие, максимальное покрытие.

4. dna2xls_v4.py – скрипт собирает данные с файлов контигов 
и сохраняет их в файле «dna2xls_output.txt» в виде строк: № / на- 
звание файла / длина / покрытие / ГЦ-состав. В конце выводится 
статистическая информация: общая длина всех последователь-
ностей, среднее покрытие, минимальное покрытие, максималь-
ное покрытие.

5. combinator_v2.py – скрипт сопоставляет концы файлов 
контигов и сохраняет результат в файле «combinator_output.txt» 
в виде строк: № / Название / Длина / Покрытие / ГЦ / Коэфф. / 
Аннотация / Начало / Конец. Таким образом можно понять, ка-
кие контиги с какими стыкуются, а какие замыкаются в кольцо 
(см. таблицу).

Использование данных скриптов существенно упрощает сбо- 
рку контигов в скаффолды при наличии эталонной последова-
тельности, а запуск сценариев на языке программирования Python 
возможен на любом персональном компьютере. Доступ к описан-
ным скриптам открыт на сайте http://mbio.bas-net.by/ob-institute/
struktura-instituta/cagii/.
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Пример использования скрипта combinator_v2.py для анализа контигов, 
получившихся при сборке нуклеотидных последовательностей бактерии 

Staphylococcus warneri 22.1

№ Название Длина Покрытие ГЦ Коэфф. Анно- 
тация Начало Конец

1 NODE_1_
length_686109_
cov_92.3849.dna

686109 92,3849 32,3 1 H_NODE_9 H_NODE_13

2 NODE_2_
length_536108_
cov_93.7324.dna

536108 93,7324 32,39 1 NODE_9_K H_NODE_13

3 NODE_3_
length_327245_
cov_108.324.dna

327245 108,324 33,26 1,2
–

H_NODE_28

4 NODE_4_
length_298121_
cov_98.8391.dna

298121 98,8391 32,84 1,1
–

NODE_28_K

5 NODE_5_
length_203829_
cov_110.281.dna

203829 110,281 33 1,2
–

H_NODE_14

6 NODE_6_
length_113459_
cov_91.6805.dna

113459 91,6805 32,27 1 H_NODE_13 H_NODE_14

7 NODE_7_
length_100799_
cov_93.1401.dna

100799 93,1401 32,42 1 H_NODE_28 H_NODE_14

8 NODE_8_
length_88013_

cov_91.3211.dna

88013 91,3211 32,34 1 H_NODE_14 H_NODE_13

9 NODE_9_
length_46756_

cov_390.156.dna

46756 390,156 34,17 4,3 H_NODE_1 
H_NODE_100

H_NODE_2 
NODE_100_K

10 NODE_10_
length_38666_
cov_121.431.dna

38666 121,431 33,83 1,3 H_NODE_14 H_NODE_13

11 NODE_11_
length_26013_
cov_89.643.dna

26013 89,643 29,3 1 плаз-
мида

|кольцо|
–

12 NODE_13_
length_3266_

cov_1263.7.dna

3266 1263,7 48,56 14 5S-23S 
рДНК

NODE_1_K 
NODE_2_K 
H_NODE_6 
NODE_8_K 
NODE_10_K 
NODE_85_K

NODE_75_K 
NODE_95_K 
NODE_96_K
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ВНУТРИ- И ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ПОЛИСАХАРИДЫ ГРИБА 
PHALLUS IMPUDICUS

Губчик К. А., Костеневич А. А.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
A.Kastsianevich@gmail.com

Ранее были выделены в чистую культуру штаммы гриба ве-
селка обыкновенная, отобраны активно растущие штаммы, ис-
следованы их культурально-морфологические свойства; изуче-
но влияние условий культивирования на рост Phallus impudicus 
и образование им полисахаридов [1, 2].

В данном исследовании изучены образцы мицелия P. impu- 
dicus, наработанные в Институте микробиологии НАН Белару-
си. В мицелии содержалось 55–60% общих углеводов, 8,5–9,0% 
эндополисахаридов, 10–12% истинного белка, 2,3–2,5% липи-
дов. В культуральной жидкости присутствовало 3–5 г/л экзопо-
лисахаридов.

Исследование растворимости показало, что полисахариды 
частично растворялись в дистиллированной воде при нагрева-
нии, более полно – в щелочном растворе (10% NaOH).

Кинематическая вязкость водных растворов (1,2 мм2/с) была 
близка вязкости воды (0,89 мм2/с), щелочных растворов – выше 
(2,2 мм2/с).
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Изучение углеводного состава внутри- и внеклеточных поли-
сахаридов исследуемых грибов показало, что все они являлись 
гетерогликанами. В составе большинства полисахаридов преоб-
ладала глюкоза, также присутствовали галактоза и манноза. Поли-
сахариды образовывали комплекс с белками (5–10%).

Для установления молекулярных масс и гомогенности изу-
чаемых полисахаридов использовалась гель-хроматография. Уста- 
новлено, что полисахариды исследуемых грибов представлены 
как низкомолекулярными (<10 кДа), так и высокомолекулярны-
ми фракциями (от 200 до 1000 кДа).

Таким образом, выделены полисахариды из мицелия P. impu- 
dicus и из культуральной жидкости, изучены их физико-химиче-
ских свойства.
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СПОСОБНОСТЬ МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ,  
ОБЛАДАЮЩИХ АНТАГОНИСТИЧЕСКОЙ  

АКТИВНОСТЬЮ К ВОЗБУДИТЕЛЯМ  
КАНДИДОМИКОЗОВ, СИНТЕЗИРОВАТЬ ВИТАМИНЫ

Джакибаева Г. Т., Кебекбаева К. М., Молжигитова А. Е.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК,  
Алматы, Казахстан, J.Gulnar60@mail.ru

Подавляющее большинство микробиологических методов 
количественного определения витаминов основано на ростовой 
реакции микроба, сравнительно малая часть их – на стимуляции 
основного обмена веществ. И в том, и в другом случае требуется 
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точно знать условия роста и размножения индикаторного штамма: 
необходимый состав питательной среды, потребность в готовых 
витаминах и т. д. Поэтому поиск того или иного тест-организма 
и разработка самого метода обычно являются практической ча-
стью исследований в области физиологии питания, механизма 
действия витаминов на микробную клетку [1]. В Институте ми-
кробиологии и вирусологии КН МОН РК также проводятся ис-
следования по изучению влияния витаминов группы В и С на 
рост и биологическую активность условно-патогенных, а также 
пробиотических микроорганизмов [2, 3].

Исследовали способность молочнокислых бактерий синте-
зировать водорастворимые витамины группы В: В5 – пантоте-
новая кислота, В7 – биотин, В8 – инозит. Индикаторными куль-
турами служили двухсуточные культуры витаминзависи- 
мых дрожжей: Saccharomyces cerevisiae (пантотеновая кислота), 
Zygosaccharomyces bailii (биотин), Saccharomyces carlsbergensis 
(инозит). Пересев индикаторных культур проводили на среде 
Ридера без дрожжевого экстракта: сахароза – 20,0 г; (NH4)2SO4 – 
2,1 г; KH2PO4 – 1,0 г; MgSO4 × 7Н2O – 0,2 г; K2SO4 – 0,2 г; Н2О 
водопроводная до 1000,0 мл; рН 5,5; стерилизация 121 °С в те-
чение 20 мин. Качественное содержание витаминов устана- 
вливали методом лунок по зонам роста витаминозависимых 
штаммов.

При исследовании способности молочнокислых бактерий 
синтезировать водорастворимые витамины выяснилось, что не 
все культуры синтезируют витамины группы В.

Из проверенных микроорганизмов Str. lactis 6 и Str. thermo-
philes K-2 синтезируют два витамина: пантотеновую кислоту  
и биотин (см. таблицу). При этом зоны роста тест-организма 
Sacсh. cerevisiae составляют 12 и 14 мм, Zygosaccharomyces bailli – 
11 и 12 мм соответственно. Культура L.  lactis K-1 синтезирует 
один витамин – инозит (зона роста витаминзависимой тест-
культуры 11 мм) и две культуры – L. lactis 8 и L. bulgaricus K-3 
синтезируют по два витамина: инозит и биотин в следовых коли-
чествах.
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Синтез витаминов молочнокислыми бактериями

Название  
культуры

Диаметр зоны роста тест-организма

Saccharomyces cerevisiae 
(пантотеновая кислота В5)

Saccharomyces 
carlsbergensis (инозит В8)

Zygosaccharomyces 
bailli (Биотин В7)

Streptococcus 
lactis 6 12,0 ± 0,3 – 11,0 ± 0,4

Streptococcus 
thermophilus K-2 14,0 ± 0,1 – 12,0 ± 0,2

Lactococcus 
lactis K-1 – 11,0 ± 0,5 –

Lactococcus 
lactis 8 – 9,0 ± 0,2 10,0 ± 0,6

Lactobacterium 
bulgaricus K-3 – 9,0 ± 0,4 10,0 ± 0,3

Из полученных результатов можно сделать вывод, что выяв-
ленная способность у исследованных штаммов молочнокислых 
бактерий синтезировать витамины группы В предполагает воз-
можность их использования в качестве стартовых культур при 
производстве пробиотических и функциональных продуктов 
питания. Применение современных подходов для обнаружения 
наличия у промышленно значимых видов бактерий технологи-
ческих свойств позволяет более грамотно использовать культу-
ры бактерий в различных биотехнологических процессах и про-
водить отбор стартовых культур молочнокислых бактерий для 
разных кисломолочных продуктов, что является основой для 
гарантии качества готового продукта.
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БИОХИМИЧЕСКАЯ И МОЛЕКУЛЯРНО- 
ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БАКТЕРИЙ  

BACILLUS PUMILUS, ВЫДЕЛЕННЫХ  
НА ТЕРРИТОРИИ БЕЛАРУСИ

Евдокимова О. В.1, Мямин В. Е.1, Горовик Ю. Н.2,  
Валентович Л. Н.1

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
evdokimovalesia@gmail.com 

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь

Bаcillus pumilus – повсеместно встречающиеся грамположи-
тельные палочковидные спорообразующие микроорганизмы, 
основная среда обитания которых – почва. Как и большинство 
представителей рода Bacillus, B.  pumilus считаются непатоген-
ными микроорганизмами. Однако за последние несколько деся-
тилетий зафиксирован ряд случаев развития инфекций у челове-
ка и возникновения заболеваний растений, причиной которых 
служили бактерии данного вида, в том числе на территории Бе-
ларуси [1]. Как известно, широкая внутривидовая вариабельность 
бактерий является следствием того, что их геном представляет 
собой динамическую структуру. Межштаммовые различия про-
являются не только в вариациях нуклеотидной последователь-
ности отдельных генов, но приобретением или утратой целого 
гена или даже кластера генов. Горизонтальный перенос ДНК 
играет значительную роль в распространении генов, в том числе 
кодирующих факторы вирулентности [2]. 

Цель настоящей работы – сравнение биохимических и моле-
кулярно-генетических характеристик бактерий B. pumilus, изо-
лированных из пораженных растений и коллекционных штам-
мов, выделенных из почвы на территории Беларуси.

В работе использованы 6 коллекционных штаммов Белорус-
ской коллекции непатогенных микроорганизмов, выделенных 
из почвы на территории Беларуси, и 32 изолята бактерий B. pumilus 
из рабочих коллекций фитопатогенных микроорганизмов био-
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логического факультета БГУ и лаборатории ЦАГИИ Института 
микробиологии НАН Беларуси, которые были выделены из рас-
тений томата, огурца, картофеля и сосны обыкновенной с при-
знаками бактериоза. Принадлежность используемых штаммов  
к виду B. pumilus была подтверждена ПЦР с видоспецифически-
ми праймерами [3].

В результате исследований ферментативных свойств бакте-
рий с применением биохимических методов было выявлено, что 
все протестированные штаммы B. pumilus продуцировали про-
теазы (положительная реакция гидролиза желатина и казеина), 
липазу и каталазу. У всех штаммов наблюдали отрицательную 
реакцию гидролиза крахмала, не выявлено наличия нитратре-
дуктазы и оксидазы. Продукция целлюлаз была зарегистриро- 
вана у штаммов, выделенных из пораженных растений, но не  
у коллекционных почвенных штаммов. Наличие пектатлиаз де-
монстрировало большинство штаммов, однако лунки на поверх-
ности полипектатного геля формировались только на 3–4-е сутки 
инкубации бактерий, и для некоторых штаммов область гидро-
лиза представляла собой узкий ореол вокруг медальона. Изве- 
стно, что целлюлазы и пектатлиазы фитопатогенных микроорга-
низмов относятся к факторам патогенности. Следует заметить, 
что у исследованных штаммов B.  pumilus продукция (и/или ак-
тивность) данных ферментов была ниже по сравнению с бактери-
ями Pectobacterium carotovorum, взятыми в качестве положи-
тельного контроля.

Для выявления генетической гетерогенности изучаемых 
штаммов использовали типирование, основанное на случайной 
амплификации полиморфной ДНК (RAPD-ПЦР) и амплифика-
ции повторяющихся палиндромных последовательностей бакте-
риального генома (REP-ПЦР). При использовании праймера 
1254 были получены 14 различных RAPD-профилей, содержа-
щих от 2 до 9 ампликонов. Для восьми изолятов B. pumilus были 
зарегистрированы индивидуальные профили, остальные штам-
мы распределились в шесть типов электрофоретических паттер-
нов фрагментов ДНК. Самая многочисленная группа объединила 
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10 штаммов, изолированных из растений огурца, томата и клуб-
ней картофеля. Дополнительно было выявлено, что все данные 
штаммы содержат плазмидную ДНК размером около 8000 п. н. 
Еще для 9 штаммов, выделенных из аналогичных источников, был 
получен отличающийся RAPD-профиль. Специфические паттер-
ны дали штаммы, изолированные из растений сосны, а также 
почвенные изоляты. Только один из шести коллекционных штам-
мов, выделенных из почвы, обладал профилем фрагментов RAPD-
ПЦР, схожим с полученным для изолятов из клубней картофеля. 
При использовании праймера ERIC1 регистрировали схожие ре-
зультаты: дифференциация штаммов по профилям фрагментов, 
полученным методом RAPD-ПЦР и REP-ПЦР, совпала для всех 
изолятов, за исключением двух культур.

На основании полученных данных можно заключить, что 
бактерии B. pumilus, выделенные на территории Беларуси из по-
раженных растений, по биохимическим характеристикам незна-
чительно отличались от коллекционных штаммов, выделенных 
из почвы, за исключением продукции целлюлаз. Оценивая ре-
зультаты генотипирования, можно сделать вывод, что исследо-
ванные изоляты представляют собой генетически разнородную 
группу, сходство/различие которых в некоторой степени было 
связано с источником выделения бактерий.
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ЖИДКОСТИ МИКРООРГАНИЗМОВ

Ермакович Ю. Ш.1, 2, Литвинко Н. М.1,  
Герловский Д. О.1, 2

1Институт биоорганической химии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
denis2904-83@mail.ru

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь

Способность фосфолиполитических ферментов разрушать 
клеточные мембраны не только эукариотических, но и прокарио- 
тических организмов, вступая с ними в антагонистические взаи-
модействия, привлекает особое внимание исследователей [1]. 
Полагают, что фосфолипазы способствуют проникновению и рас-
пространению патогенного микроорганизма в организме-хозяине. 
Заражение макроорганизма бактериями происходит благодаря 
цитолитической активности микробных фосфолипаз, в резуль-
тате которой происходит расщепление фосфолипидов – основ-
ных компонентов клеточных мембран [2–3]. Роль бактериальных 
фосфолипаз в протекании болезни эукариотических организмов 
весьма разнообразна: цитолиз клеток, вызывающий масштабное 
разрушение тканей; вмешательство в процесс передачи сигна-
лов, которое ведет к модуляции локального иммунного ответа,  
и т. д. Известно, что многие микроорганизмы продуцируют фос-
фолипазы. Однако выделены и достаточно полно охарактеризо-
ваны эти ферменты только некоторых микроорганизмов [4–5].

Цель данной работы – исследование фосфолиполитической 
активности микроорганизмов Serratia marcescens, Staphylococcus 
aureus 25925, Staphylococcus aureus 6538 из коллекции кафедры 
микробиологии Белорусского государственного университета.

Методом диффузии фермента в агарозный гель с использова- 
нием субстрата в составе липопротеинового комплекса яичного 
желтка показано, что микроорганизмы Staphylococcus aureus 
6538 и Staphylococcus aureus 25925 проявляют выраженную фос- 
фолипазную активность – наличие зоны просветления вокруг 
места нанесения культуральной жидкости (см. рисунок, а).
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Для изучаемых ферментов микроорганизмов Serratia marce- 
scens, Staphylococcus aureus 6538 с использованием метода ТСХ 
и последующей окраски фосфолипидов и продуктов их гидро-
лиза установлена различная субстратная специфичность по от-
ношению к фосфатидилхолину и фосфатидилэтаноламину в со-
ставе ламеллярной и мицеллярной фаз.

Определена способность фосфолипаз культуральной жид- 
кости отобранных микроорганизмов разрушать фосфолипиды  
в составе клеточных мембран цельных эритроцитов. Во всех 
пробирках кроме контрольной, содержащих культуральную жид- 
кость и эритроциты, наблюдается их гемолиз и выход гемогло-
бина во внешнюю среду (см. рисунок, б).

Полученные данные свидетельствуют о разной специфично-
сти фосфолипаз этих микроорганизмов к поверхности раздела 
фаз липид–вода.

Выявлено, что секреторные фосфолипазы изучаемых микро-
организмов являются Са2+-независимыми индуцибельными фер- 
ментами и проявляют высокую активность только после внесе-
ния в среду индуктора, в роли которого использовались фосфо-
липиды яичного желтка.

Полученные результаты обсуждаются в свете использования 
микроорганизмами фосфолипаз в качестве факторов вирулентно-
сти, а также механизмов развития начальных этапов инфекций.

 
Исследование фосфолиполитической активности культуральной жидкости: 
а – определение фосфолипазной активности бактерий Staphylococcus aureus 
6538, Staphylococcus aureus 25925 и Escherichia coli B.; б – определение 
гемолитической активности: слева направо: контроль, Staphylococcus aureus  
25925, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus 6538, Serratia marce- 
scens, Bacillus subtilus 494. Условия: температура 25 °С, время инкубации 24 ч
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ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКАЯ ТЕСТ-СИСТЕМА 
НА ОСНОВЕ РЕКОМБИНАНТНОГО АНТИГЕНА ВР26 

ДЛЯ СЕРОЛОГИЧЕСКОЙ ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ 
БРУЦЕЛЛЕЗА ЖИВОТНЫХ

Ескендирова С. З., Сарина Н. И., Шустов А. В.,  
Раманкулов Е. М., Муканов К. К.

РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК,  
Астана, Казахстан, mukanov@biocenter.kz

Высокий уровень заболеваемости бруцеллезом животных  
и большой социально-экономический ущерб определяют особую 
значимость этой инфекции в общей структуре инфекционных 
заболеваний. Традиционные методы лабораторной диагности- 
ки бруцеллеза, используемые в практическом здравоохранении 
и ветеринарии, занимают много времени и не обладают достаточ-
ной чувствительностью и специфичностью [1–3]. В связи с этим 
актуален поиск альтернативных диагностических тест-систем, 
сконструированных на основе использования генно-инженер-
ных технологий и экспрессных иммунохимических методов, 
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обеспечивающих их высокую диагностическую значимость. 
Важным требованием является технологичность изготовления 
диагностикумов, доступность ингредиентов, простота поста-
новки реакции, оперативность получения результатов и их ин-
формативность.

С использованием базы данных GenBank NCBI нами подо-
брана система экспрессии белка внешней мембраны бруцелл – 
ВР26 и проведено моделирование гена и дизайн in silico генети-
ческих конструкций для синтеза рекомбинантного антигена бру-
целл. Проведен синтез de novo в синтетической полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) гена ВР26, который затем клонирован  
в составе высококопийных неэкспрессионных бактериальных 
плазмид и в составе экспрессирующей конструкции на основе 
вектора для бактериальной экспрессии pET22. Проведена оценка 
накопления рекомбинантного антигена ВР26 бруцелл в культу-
рах экспрессирующего штамма BL21(DE3), трансформированно-
го полученной конструкцией pET22/ВР26 и определены опти-
мальные параметры культивирования штамма-продуцента для 
экспрессии рекомбинантного белка. Получено свидетельство  
о депонировании штамма-продуцента рекомбинантного антиге-
на – Escherichia coli BL21(DE3)/pET22/BP26/ в коллекции культур 
микроорганизмов ТОО «КазНИИППП» с регистрационным  
номером В-650.

Анализ белка нативного препарата рекомбинантного антиге-
на ВР26 в электрофорезе в ПААГ в присутствии ДСН показал 
наличие белковой полосы с молекулярной массой 28 кДа. Мето-
дом иммуноблоттинга установлена специфичность взаимодей-
ствия рекомбинантного антигена ВР26 с образцами позитивных 
на бруцеллез сывороток крови и отсутствие реакции с образцами 
негативных сывороток. Антигенная активность рекомбинантного 
антигена ВР26 в иммуноферментном анализе (ИФА) по параме-
трам оптической плотности (ОП) аналогична параметрам ОП 
при использовании в качестве антигена липополисахарида (ЛПС) 
бруцелл (в концентрации 10 мкг/мл) и интактных клеток Brucel-
la abortus 19 (в концентрации 1 × 106 кл/мл). При этом фоновая 
активность негативных сывороток (ОП) при использовании ре-
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комбинантного антигена ВР26 оказалась в два раза ниже анало-
гичного показателя ОП, полученного на основе ЛПС и интакт-
ных клеток.

Опытная серия иммунохроматографической тест-системы 
для диагностики бруцеллеза на основе рекомбинантного анти-
гена бруцелл ВР26 (ИХА-ВР26) была изготовлена на основе 
принципов «сухой химии»: все необходимые для исследования 
иммунореагенты (конъюгат рекомбинантного протеина G с ча-
стицами коллоидного золота, рекомбинантный антиген бруцелл 
ВР26, поликлональные антивидовые антитела) нанесены и вы-
сушены на иммунохроматографические тест-полоски (стрипы).

Диагностическая эффективность ИХА-ВР26 была определе-
на на 962 позитивных и негативных образцах сывороток крови 
крупного и мелкого рогатого скота, полученых от РГП «Респуб- 
ликанская ветеринарная лаборатория» МСХ РК. Сывороточные 
антитела всех серопозитивных по результатам классических ре-
акции – РА и РСК на бруцеллез животных активно связывались 
с рекомбинантным антигеном ВР26 как в ИФА, так и в ИХА, что 
свидетельствует о высокой диагностической ценности испытуе-
мой тест-системы. Иммунохроматографическая тест-система де-
монстрирует высокие показатели как специфичности (96,3–98,9), 
так и чувствительности (97,2–98,4) по сравнению с классически-
ми серологическими тестами – РА и РСК. Диагностическая эф-
фективность тест-системы (т. е. сумма истинно положительных 
и истинно отрицательных результатов среди всех исследуемых 
сывороток) составила 0,97–0,98. Расчет коэффициента каппа (κ) 
достигал значении 0,923–0,954, что свидетельствует о высоком 
уровне согласованности.

Достоверность результатов ИХА доказана исследованием 
референтных сывороток крови от животных с выделенной гемо-
культурой бруцелл из цельной крови и положительной в ПЦР. 
Полученные результаты при тестировании ИХА полностью  
соответствуют исходным характеристикам референс-сывороток, 
что подтверждает диагностическую эффективность ИХА для 
выявления зараженных бруцеллезом животных. При анализе  
в ИХА всех отрицательных контрольных сывороток отсутствовало 
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окрашивание в аналитической полосе тест-полосок, что свиде-
тельствует о специфичности разработанной ИХА тест-системы. 
По результатам исследований разработана и утверждена Комите- 
том ветеринарного контроля и надзора МСХ РК нормативно-тех-
ническая документация «Иммунохроматографическая тест-си-
стема на основе рекомбинантного антигена ВР26 для серологи-
ческой диагностики бруцеллеза». Иммунохроматографическая 
тест-система успешно прошла апробацию в РГП «Националь-
ный референтный центр по ветеринарии» МСХ РК с целью вне-
сения в Реестр ветеринарных препаратов Республики Казахстан.

Внедрение иммунохроматографической тест-системы в ве-
теринарную практику позволит повысить эффективность диа-
гностических и профилактичеких мероприятий при бруцеллезе 
животных.
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ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОЙ  
АДЕНОЗИНДЕЗАМИНАЗЫ ESCHERICHIA COLI  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ БЕСКЛЕТОЧНОЙ СИСТЕМЫ 
СИНТЕЗА БЕЛКА
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В качестве альтернативы генно-инженерной технологии полу-
чения хозяйственно важных белков, вирусоподобных частиц [1], 
мембранных белков [2] и белков, содержащих неприродные ами-
нокислоты [3], ряд исследовательских групп используют систему 
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бесклеточного синтеза белка (БСБ). Используя этот метод (при 
обеспечении оптимальных условий), можно нарабатывать про-
теины как простые, так и со сложной структурой, с устранением 
всех барьеров несовместимости для трансляции мРНК, про-
граммирующих синтез протеина. Однако несмотря на то, что 
этот методический подход был предложен гораздо раньше, чем 
генно-инженерный, детальное изучение возможностей его ши-
рокого практического использования только начинает прово-
диться [4].

Реакционная смесь для БСБ – открытая система без физиче-
ских барьеров, таких как клеточная мембрана. Выход конечного 
продукта зависит от концентрации каждого компонента, кото-
рую можно варьировать в широких пределах, в отличие от ситу-
ации in vivo. При этом конечная концентрация белка достигает 
более 2 мг/мл.

Система БСБ предусматривает транскрипцию гена и транс-
ляцию мРНК in vitro – в лизате клеток, в который вносят реком-
бинантную ДНК, аминокислоты, нуклеотиды, кофакторы и АТФ- 
регенерирующую систему. Эндогенная генетическая информация 
(ДНК и мРНК) при этом удаляется.

Аденозиндезаминаза (АД; КФ 3.5.4.4) – фермент, играющий 
важную роль в метаболизме пуриновых нуклеозидов. Этот фер-
мент осуществляет необратимую реакцию превращения адено-
зина в инозин путем отщепления NH2-группы от гетероцикли-
ческого основания [5].

В настоящее время разрабатывается химико-ферментатив-
ный метод получения противоопухолевого препарата «Нелара-
бин» (6-О-метокси-гуанин-арабинозид), на одной из стадий син-
теза которого используется АД.

Цель настоящей работы – реконструкция системы БСБ на 
примере получения рекомбинантной аденозиндезаминазы. При 
этом за единицу активности АД принимали такое ее количество, 
которое обеспечивало трансформацию аденозина в инозин со ско-
ростью 1 мкмоль/мин.

В результате выполнения работы создана конструкция, пред-
ставляющая собой вектор pET42a (+), в который включен выде-
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ленный методом ПЦР ген бактериофага Т7, кодирующий РНК- 
полимеразу. Созданной конструкцией были трансформированы 
клетки Escherichia coli BL21 (DE3), что привело к получению 
нового рекомбинантного штамма E. coli pET42-T7RNA – проду-
цента Т7-РНК-полимеразы, содержащей октагистидиновый оли-
гопептид на С-конце молекулы. 

Впервые охарактеризован штамм-продуцент Т7-РНК-поли-
меразы по продуктивности в отношении синтезируемого белка, 
составляющей 63 мг белка на литр культуральной жидкости. 

Подобран состав реакционной смеси и условия проведения 
реакции синтеза матричной РНК in  vitro с использованием ре-
комбинантной Т7-РНК-полимеразы, позволяющие в течение 1 ч 
получать целевую мРНК. 

Впервые показана экспериментальная возможность получе-
ния АД E.  coli, с активностью 0,154 ед/мл реакционной смеси  
в результате экспрессии аденозиндезаминазного гена в бактери-
альной системе БСБ. Процесс требует дальнейшей оптимизации 
режимов и замены дорогостоящей системы регенерации энер-
гии на более дешевый и эффективный.
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СКРИНИНГ ПРОДУЦЕНТОВ  
ЦИКЛОДЕКСТРИНГЛИКОЗИЛТРАНСФЕРАЗЫ  

СРЕДИ БАКТЕРИЙ РОДА BACILLUS

Капустин М. А., Костеневич А. А.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
A.Kastsianevich@gmail.com

Циклодекстрингликозилтрансфераза (ЦДТ) (К.Ф. 2.4.1.19) так-
же известна как цикломальтодекстрингликозилтрансфераза, от-
носится к семейству 13 α-амилаз. ЦДТ является промышленно 
значимым ферментом, который синтезирует циклические α-(1,4)- 
связанные олигосахариды (циклодестрины) из крахмала. ЦДТ 
разделяют на три подгруппы в зависимости от способности син-
тезировать α-, β- и/или γ-циклодекстрины [1].

Согласно данным литературы [2], около 80% продуцентов 
ЦДТ принадлежат к роду Bacillus. Этим фактом и был обуслов-
лен скрининг циклодекстрингликозилтрансферазной актив- 
ности среди бактерий рода Bacillus из фонда Белорусской кол-
лекции непатогенных микроорганизмов Института микроби- 
ологии.

Для выявления культур с ЦДТ активностью скрининг про-
водили на агаризованных средах, содержащих в качестве ин-
дикатора фенолфталеин и метилоранж, а в качестве субстрата – 
крахмал [3]. Наличие ЦДТ активности оценивали по размеру 
зоны лизиса (просветления окраски темной среды) вокруг ко-
лонии.

В результате проведенных исследований из 62 штаммов ми-
кроорганизмов в качестве перспективных продуцентов ЦДТ были 
отобраны следующие культуры: B.  cereus БИМ-170 и B.  firmus 
БИМ-212.
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КОНСТИТУТИВНАЯ ЭКСПРЕССИЯ ГЕНА  
ТЕРМОСТАБИЛЬНОЙ АЛЬФА-АМИЛАЗЫ  
BACILLUS LICHENIFORMIS В ДРОЖЖАХ  

PICHIA PASTORIS

Кирибаева А. К.1,2, Хасенов Б. Б.1, Раманкулов Е. М.1

1Национальный центр биотехнологии, Астана, Казахстан 
2Евразийский национальный университет им. Л. Н. Гумилева,  
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Альфа-амилазы относятся к семейству гликозилгидролаз, 
катализирующих гидролиз внутренних α-1,4-гликозидных связей 
в полисахаридах с высвобождением глюкозы и мальтозы. Альфа- 
амилазы являются ключевыми промышленными ферментами, 
используются в процессах, связанных с переработкой крахмала, 
и востребованы в пищевой и перерабатывающей промышленно-
сти. Наибольшую ценность имеют альфа-амилазы с повышенной 
термостабильностью, источниками которых выступают бактерии 
рода Bacillus: B. subtilis, B. licheniformis, B. stearothermophilus. 
Использование термостабильных альфа-амилаз значительно по-
вышает эффективность процессов биоконверсии, поэтому по- 
лучение штаммов-продуцентов бациллярных альфа-амилаз –  
актуальная задача.

Перспективным направлением является не только поиск при-
родных штаммов-продуцентов, но и создание рекомбинантных 
штаммов с высоким уровнем синтеза целевого фермента. Мети-
лотротрофные дрожжи Pichia pastoris, несущие гетерологичный 
ген, – эффективные экспрессионные системы, которые при ис-
пользовании недорогой питательной среды позволяют получить 
белки в большом количестве.
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Цель исследований в представляемой работе – создание 
штамма-продуцента рекомбинантной бактериальной термоста-
бильной альфа-амилазы в клетках дрожжей Pichia pastoris.

Из образцов почвы Южного Казахстана близ города Тараза 
был выделен штамм, обладающий выраженной амилазной ак-
тивностью и идентифицированный по морфологическим, био-
химическим и генетическим признакам как Bacillus licheniformis. 
Из ДНК бактерии Bacillus licheniformis был выделен ген протя-
женностью 1536 п. о., секвенирование которого позволило иден-
тифицировать его как ген amyl. Методами генной инженерии  
в последовательность гена amyl были внесены следующие моди-
фикации: удален локус Met1-Ala29, кодирующий сигнальный 
пептид (29 п. о.), и заменены нуклеотиды для улучшения экс-
прессии гена в дрожжах (кодоноптимизация). Целевой ген был 
интегрирован в геном дрожжей Pichia pastoris под контролем 
GAP (глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназа) промотора, обе-
спечивающего секреторную конститутивную экспрессию гена. 
Последующие эксперименты показали геномную стабильность 
введенных изменений.

Была проведена оптимизация питательной среды по источ-
нику углерода. Анализ показал, что наибольший выход рекомби-
нантного белка наблюдался при использовании среды с 4%-ной 
глюкозой в буферной минимальной среде.

Амилолитическая активность культуральной жидкости штам-
ма P. pastoris/Amyl, проведенная в соответствии с ГОСТ Р 54330-2011, 
составила 35599 единиц на 1 г белка, а определение продуциру-
ющей способности позволило установить, что штамм позволяет 
получить более 6000 единиц с 1 л культуры.

Биохимические исследования показали, что полученная ре-
комбинантная альфа-амилаза активна в диапазоне значений  
рН 5,0–9,0 с двумя заметными пиками активности при рН 5,0  
и 6,5 и относительно стабильна при температуре 30–100  °С  
с максимумом активности при 80 °С.

Устойчивость рекомбинантного фермента к высоким темпе-
ратурам позволила провести концентрирование белка методом 
вакуумного упаривания при отрицательном давлении –0,9 кгс/см2 
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и температуре +60 °C, в результате которого уровень содержа-
ния белка увеличился в 8 раз с сохранением 100% активности 
фермента.

Таким образом, созданный рекомбинантный дрожжевой 
штамм-продуцент имеет перспективу использования в промыш-
ленной биотехнологии в качестве источника термостабильной 
альфа-амилазы.

ВЫДЕЛЕНИЕ ШТАММОВ ДРОЖЖЕЙ,  
ПРОДУЦИРУЮЩИХ КИЛЛЕРНЫЙ ТОКСИН,  

ИЗ ЯГОДНОГО СУСЛА  
СПОНТАННОЙ ФЕРМЕНТАЦИИ

Колесник И. М., Приходько А. С.

Гродненский государственный университет им. Янки Купалы,  
Гродно, Беларусь, i.kolesnik@grsu.by

Культуры дрожжей Saccharomyces cerevisiae, обладающие 
антагонистической активностью, в последние десятилетия на-
шли широкое применение в виноделии, хлебопечении, при про-
изводстве пива, сакэ, колбасных изделий, созревании сыров, 
ферментировании какао- и кофе-бобов, оливок, при предотвра-
щении порчи йогурта и других продуктов питания, в различных 
областях медицины и сельского хозяйства [1–3]. С этой точки 
зрения является актуальным поиск штаммов, способных проду-
цировать киллерные токсины, биоразнообразие дрожжей изуча-
ется в традиционных винодельческих регионах [4, 5].

В качестве вероятных природных локусов дрожжей иссле- 
довались плоды Rubus idaeus, Ribes rubrum, Vaccinium myrtіllus. 
Материал для исследования собирали в Гродненской и Гомель- 
ской областях Беларуси в июне-июле 2015 г.

В день сбора образцы заливали стерильным 3%-ным раст- 
вором сахарозы и культивировали при 25 °С до 6 месяцев. С мо- 
мента спонтанного забраживания мезги производились 3 высева 
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на сусло-агар, подкисленный молочной кислотой (3–4 мл/л), по 
методу Дригальского. Колонии, соответствующие по морфотипу 
роду Saccharomyces (см. рисунок, а), отбирали для дальнейшего 
исследования.

Антагонистические отношения изучали при температуре 
30 °С в стерильных условиях на забуференой (рН 4,0 и 4,8) плот- 
ной среде MB. Для выявления секреции киллерного фактора 
использовали чувствительный штамм Saccharomyces cerevisiae 
a'1 (MATα, leu2-2[kil-0]).

При поиске новых киллерных дрожжей, обитающих на раз- 
ных ягодах, были выделены 74 штамма, формировавшие на га- 
зоне чувствительного штамма зоны лизиса шириной от 1 до 13 мм 
(см. рисунок, б). Наибольшее количество киллеров выделено из 
заквасок ягод малины, несколько меньшее – из заквасок крас- 
ной смородины и черники. При сравнении ширины зоны лизиса 
установлено, что наибольшая активность киллерного токсина 
характерна для штаммов из заквасок малины при рН 4,0. Все 
штаммы при культивировании на сусло-агаре образовывали 
круглые выпуклые гладкие колонии белого или светло-кремо- 
вого цвета, маслянистой консистенции. В жидком солодовом 
сусле дрожжи на третьи сутки формировали клетки разной фор- 
мы – округлые, овальные, удлиненные. Размеры клеток также были 

                          а                                                        б

Характер роста дрожжей при посеве из закваски на сусло-агар (a) 
и при оценке антагонизма на среде MB (б)
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разными (см. таблицу), наиболее близкими к чувствительному 
штамму, использованному в качестве эталона сравнения, были 
штаммы с ягод красной смородины.

Размеры клеток киллерных штаммов при росте  
в жидкой среде

Источник штаммов  
(закваски ягод)

Длина клеток, мкм  
(ср. зн. ± ош. ср.)

Ширина клеток, мкм 
(ср. зн. ± ош. ср.)

Rubus idaeus L. 7,01 ± 0,20 4,36 ± 0,18
Ribes rubrum L. 5,92 ± 0,24 4,80 ± 0,16
Vaccinium myrtillus L 9,04 ± 0,25 4,54 ± 0,19
Saccharomyces cerevisiae a' (контроль) 5,44 ± 0,24 5,33 ± 0,17

Дальнейшее исследование выделенных из самозабродившего 
ягодного сусла штаммов дрожжей Saccharomyces cerevisiae, про- 
дуцирующих киллерный токсин, позволит определить направ- 
ления их прикладного использования.
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ДЕЙСТВИЕ ИМИДАЗОЛСОДЕРЖАЩИХ  
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CLOSTRIDIUM PERFRINGENS ТИПА A
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al_h@mail.ru

Бактерии рода Clostridium (C. novyi, C. septicum, C. histolyticum, 
C.  bifermentans, C.  fallax, C.  sporogenes, C.  absonun) являются 
возбудителями газовой гангрены, а Clostridium perfringens, кроме 
того, инициирует и пищевые токсикоинфекции человека. Одним 
из факторов вирулентности C. perfringens считается фосфолипа-
за С (фосфатидилхолин: холинфосфогидролаза, К.Ф. 3.1.4.3) или 
альфа-токсин. Штамм C. perfringens типа А, который в большей 
степени, чем остальные, и вызывает газовую гангрену, продуци-
рует наибольшее количество фосфолипазы C [1]. В связи с тем, 
что фосфолипаза С является причиной летального исхода при 
газовой гангрене, особый интерес представляет исследование 
ингибирования этого фермента.

Фосфолипаза С, основываясь на строении гидролизуемых ею 
фосфолипидов, представляет собой фермент с многоточечным 
типом связывания субстрата [2]. Изучая действие на активность 
фермента различных фрагментов молекулы субстрата или их 
аналогов, можно получать информацию о наличии в активном 
центре фермента специфических участков, взаимодействующих 
с отдельными функциональными группами фосфолипидов и их 
инактивировании. С использованием такого подхода ранее нами 
было показано, что фермент не инактивируется глицерофосфа- 
тами, а также продуктом реакции – фосфохолином [3]. Это сви-
детельствует о том, что для связывания полярной головки моле-
кулы фосфолипида активным центром фосфолипазы С большую 
роль, чем для фосфолипазы А2, играет анионный участок актив-
ного центра фермента.

Цель настоящей работы – исследование действия на актив-
ность фосфолипазы С Clostridium perfringens типа A ряда ими-
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дазолсодержащих антибиотиков, отличающихся наличием в бо-
ковых радикалах отрицательно заряженных заместителей, пяти- 
и шестичленных циклических или гетероциклических фрагментов, 
содержащих атомы N, O и S (см. таблицу). Выбраны традицион-
ные антибиотики ряда имидазола, применяемые для подавления 
анаэробных бактерий [4].

Изменение площади зоны помутнения (S/S0) и эффект  
ингибирования (I) при действии фосфолипазы С  

Clostridium perfringens типа А на липопротеиновый комплекс  
яичного желтка в присутствии имидазолсодержащих антибиотиков  

в условиях гель-диффузии

Название  
и структурная формула эффектора

Активность фермента Эффект  
ингибирования, 

I (1 – S/S0), %
Площадь зоны 

помутнения, S, мм2 S/S0

Контроль 518,0 ± 0,1 1

Тебуконазол	

491,0 ± 0,3 0,95 5,0 ± 0,3

Тиоконазол	

486,0 ± 0,2 0,94 6,0 ± 0,3

Миконазол	

481,0 ± 0,1 0,93 7,0 ± 0,2
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Название  
и структурная формула эффектора

Активность фермента Эффект  
ингибирования, 

I (1 – S/S0), %
Площадь зоны 

помутнения, S, мм2 S/S0

 
Кетоконазол

476,0 ± 0,1 0,92 8,0 ± 0,1

Бензимидазол	 	

452,0 ± 0,2 0,87 13,0 ± 0,3

Имидазол	         	

424,0 ± 0,3 0,82 18,0 ± 0,1

Показано, что наибольший эффект, снижающий активность 
фосфолипазы С на 18 и 13%, оказали соответственно имидазол  
и бензимидазол. Введение в структуру молекулы различных за-
ряженных или гидрофобных заместителей практически не ока-
зывает влияния на активность фермента. 

Полученные результаты обсуждаются в свете небольшого 
вклада прямого действия имидазолсодержащих антибиотиков 
на активность фосфолипазы С при подавлении инфекции, вызы-
ваемой микроорганизмом C. perfringens типа A.
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ДЕТЕРМИНАНТ, ОПРЕДЕЛЯЮЩИХ  
СИНТЕЗ ПИГМЕНТОВ У БАКТЕРИЙ  

PSEUDOMONAS BRASSICACEARUM БИМ В-446

Муратова А. А., Мандрик-Литвинкович М. Н.,  
Носонова Т. Л., Титок М. А., Валентович Л. Н.,  

Коломиец Э. И.

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

Бактерии Pseudomonas brassicacearum БИМ В-446, способные 
синтезировать широкий круг биологически активных соединений, 
эффективно стимулирующих рост и развитие растений (в частно-
сти, ферменты, антибиотики, фитогормоны, пигменты), являются 
основой биопрепаратов для использования в органическом зем-
леделии [1]. Наличие полной нуклеотидной последовательности 
данных микроорганизмов создает основу для молекулярно-ге-
нетического анализа отдельных генетических детерминант, опре- 
деляющих их практически важные свойства [2].

Цель настоящего исследования – молекулярно-генетический 
и функциональный анализ детерминант у бактерий P. brassica-
cearum БИМ В-446, определяющих синтез пигментов, обладаю-
щих антимикробной активностью.

С использованием диагностических сред (Кинг А и Кинг Б) [3] 
показано, что бактерии P. brassicacearum БИМ В-446 способ-
ны синтезировать желто-зеленый и оранжево-коричневый пиг-
менты. Методом направленного мутагенеза (в частности, инак-
тивирован ген pvdD) установлено, что синтез флуоресцирую-
щего желто-зеленого пигмента у бактерий P.  brassicacearum 
БИМ обусловлен экспрессией генов, входящих в состав pvd-
кластера (pvdА, pvdD, pvdE, pvdJ1, pvdJ2, pvdL, pvdO, pvdP). 
Следует отметить, что данный генетический локус, детерми-
нирующий синтез пигмента пиовердина, определяющего анти-
микробные свойства у флуоресцирующих псевдомонад [4],  
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характеризуется высокой консервативностью (гены и детерми-
нируемые ими белки у бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 
сходны с таковыми бактерий P. brassicacearum и P. fluorescens 
на 97–100%). Методом транспозонного мутагенеза установлено, 
что синтез данного пигмента у исследованных бактерий зависит 
не только от экспрессии pvd-кластера, но и от функционирова-
ния ряда других генетических детерминант [5]. В частности, 
встраивание транспозона мини-Tn5 в область гена, определяю-
щего SAM-зависимую метилтрансферазу, приводил к отсут-
ствию синтеза пиовердина.

Установлена связь между синтезом оранжево-коричневого 
пигмента и антибиотиком широкого спектра действия флоро-
глюцинолом. Методом направленного мутагенеза получены ва-
рианты бактерий P. brassicacearum БИМ В-446 с нарушенным 
синтезом флороглюценола (направлено инактивирован ген phlА, 
являющийся первым геном phl-оперона, определяющего синтез 
данного антибиотика) и не способные синтезировать оранжево- 
коричневый пигмент, но сохранившие продукцию сине-зелено-
го флуоресцирующего пигмента. При этом полученные мутан-
ты характеризовались более узким спектром антифунгальной 
активности (в частности, в отличие от дикого типа, не подав- 
ляли развитие грибных патогенов родов Fusarium и Botrytis), но 
сохранили антибактериальные свойства (подавляли рост пато-
генных бактерий Pectobacterium carotovorum и P. syringae). Уве-
личение синтеза флороглюценола и сохранение продукции пио-
вердина на уровне бактерий дикого типа наблюдали при инак-
тивации транспозоном мини-Tn5 гена lysR (определяет синтез 
регуляторного белка транскрипции). При этом транспозонные 
мутанты характеризовались повышенной антимикробной актив- 
ностью.

Таким образом, в ходе выполнения настоящего исследования 
установлена ключевая роль оперонов phl и pvd, а также отдель-
ных регуляторных генов в синтезе оранжево-коричневого и жел-
то-зеленого пигментов, влияющих на антимикробные свойства 
бактерий P. brassicacearum БИМ В-446.
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АМПЛИФИКАЦИИ (LAMP)

Мусахметов А. С., Абельденов С. К., Шевцов А. Б.,  
Хасенов Б. Б.

Национальный центр биотехнологии, Астана, Казахстан, 
khassenov@biocenter.kz

Бруцеллез крупного рогатого скота – заболевание, которое 
вызывается факультативными внутриклеточными патогенами 
рода Brucella, домашние и дикие животные считаются естест- 
венными резервуарами заболевания. Являясь одним из основ-
ных зоонозных заболеваний, бруцеллез представляет угрозу для 
здоровья населения и приносит серьезные экономические про-
блемы для сельского хозяйства во многих странах. Традиционные 
способы обнаружения бруцелл в значительной степени основаны 
на фенотипических признаках, а диагностика бруцеллеза вклю-
чает бактериологию культуры, гистопатологию и серологиче-
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ские тесты. Тем не менее для подтверждения диагноза требуется 
выделение возбудителя, процесс, который отнимает много вре-
мени и требует длительного периода времени (до двух месяцев), 
для роста в культуральной среде. Полимеразная цепная реакция 
(ПЦР) является основным методом молекулярной детекции па-
тогенов. ПЦР требует специализированного и дорогого оборудо-
вания: термоциклеры, электрофорезные камеры, системы детек-
ции ПЦР-продуктов, и отсутствие данного оборудования часто 
ограничивает использование ПЦР в идентификации бруцелл. 
Наиболее привлекательным методом молекулярной диагности-
ки бруцеллеза может выступать метод петлевой изотермической 
амплификации (Loop Mediated Isothermal Amplification – LAMP), 
характеризующийся своей простотой и дешевизной, так как весь 
процесс амплификации и детекции выполняется на одной ста-
дии, в котором компоненты реакции подвергаются изотермиче-
ским условиям, которые можно создать в водяной бане. 

Цель данной работы заключается в идентификации бакте-
рии Brucella abortus методом петлевой изотермической ампли-
фикации.

Штамм B. abortus был выделен из цельной крови крупного 
рогатого скота, в сыворотке которого были выявлены антитела 
к бруцеллезному антигену. Бактериологическая диагностика была 
осуществлена методом посева на селективную питательную среду 
для бруцелл (Brucella Selective Supplement, Modified FD 161). Ко-
лонии после 2 сут инкубации пересеяли в пробирки с селектив-
ной средой. По истечении двух суток выросшие культуры под-
вергали предварительной идентификации с помощью микроско-
пии окрашенных мазков по Граму и реакции агглютинации на 
стекле с сывороткой. Культуры, в которых выявлены грамотри-
цательные бактерии с соответствующей морфологией и положи-
тельно реагирующие с агглютинирующей сывороткой, а также 
коллекционные штаммы бруцелл идентифицировали согласно 
методике и схеме, утвержденной подкомитетом по таксономии 
бруцелл Международного комитета экспертов.

Выделение геномной ДНК из бактерий проводили с исполь-
зованием коммерческого набора. В качестве целевого локуса был 
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выбран ген bcsp31, который присутствует у всех видов бактерий 
рода Brucella. С использованием стандартных методов генети-
ческой инженерии ген был амплифицирован из геномной ДНК 
бактерий и клонирован в плазмидном векторе pGEM-T. LAMP-
реакция проводилась с использованием 4 олигонуклеотидов: 
двух внешних (F3-Bru, B3-Bru) и двух внутренних праймеров 
(FIP-Bru, BIP-Bru). Реакцию проводили при постоянной темпе-
ратуре +65 °С на водяной бане. Продукты LAMP-реакции разде-
ляли в 3%-ном агарозном геле с этидиум бромидом и детектиро-
вали в ультрафиолетовом свете.

Ген bcsp31 длиной 987 п. о. был амплифицирован и клониро-
ван в плазмидном векторе pGEM-T. Путем секвенирования по 
Сэнгеру была определена нуклеотидная последовательность це-
левого локуса, которая соответствовала последовательности гена 
bcsp31 бактерии Brucella abortus из банка ДНК данных (Gen-
Bank № M20404).

Олигонуклеотиды, используемые в LAMP-реакции (F3-Bru, 
B3-Bru, FIP-Bru, BIP-Bru), были синтезированы фосфоамидитным 
методом. В таблице приведены последовательности данных оли- 
гонуклеотидов.

Олигонуклеотиды, используемые в LAMP-реакции

Праймер Последовательность в направлении 5′–3′

F3-Bru CAGACGTTGCCTATTGGGC
B3-Bru GGCTCATCCAGCGAAACG
FIP-Bru CGGGTAAAGCGTCGCCAGAAGTTTTGCACCGGCCTTTATGATGG
BIP-Bru ACGATCCATATCGTTGCGCGTTTTTGCTTGCCTTTCAGGTCTGC

Как показали результаты LAMP-реакции, олигонуклеотиды 
с указанной последовательностью позволяют образовывать пет-
ли в изотермических условиях, что свидетельствует о перспек-
тивности использования гена bcsp31, кодирующего поверхност-
ный белок с расчетной массой 31 кДа в качестве маркерной ми-
шени бактерии Brucella abortus.
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ПРОДУКЦИЯ ПЕПТИДАЗ МОЛОЧНОКИСЛЫМИ  
И БИФИДОБАКТЕРИЯМИ

Найденко И. А., Сафонова М. Е., Денисенко В. В.

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

Молочнокислые бактерии широко распространены в приро-
де и являются одной из наиболее важных групп микроорганиз-
мов по возможности их практического применения. Они входят 
в состав препаратов-пробиотиков, используются для получения 
молочной кислоты, биологического консервирования овощей  
и фруктов, в производстве кормов, сыров, молочной, мясной, рыб-
ной промышленности, хлебопечении и др. 

Как важные представители микробоценоза желудочно-кишеч- 
ного тракта человека и животных бактерии рода Bifidobacterium 
находят применение в ветеринарной практике и медицине в ка-
честве основы препаратов про- и пребиотического действия.

При исследовании метаболизма молочнокислых бактерий 
большое внимание уделяется изучению пептидаз и других про- 
теолитических ферментов, играющих ключевую роль в про-
цессах ферментативного гидролиза белковых субстратов, в том 
числе казеина молока. Актуальность таких исследований воз-
растает в связи с увеличением спроса на продукты с функцио- 
нальными свойствами, повышением интереса к здоровому 
питанию.

Исследования проводили со штаммами молочнокислых бак-
терий – представителями Lactobacillus  sp., Lactococcus lactis,  
Enterococcus  sp., выделенными нами ранее из разных природ-
ных источников, а также с коллекционным штаммом вида Bifido-
bacterium adolescentis.

Культуры молочнокислых и бифидобактерий поддерживали 
на модифицированных питательных средах, используя в каче-
стве основы среду MRS [1]. Биомассу бактерий определяли весо-
вым методом, высушивая при 105 °С отмытые клетки до посто-
янного веса.
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Активность пептидазных (лейцинаминопептидаза, пролин- 
аминопептидаза) ферментов определяли по реакции с соответству-
ющими хромогенными субстратами (L-лейцин-p-нитроанилид, 
L-пролин-p-нитроанилид трифлюороацетат) в клеточных суспен-
зиях, дважды отмытых 0,1 М Na-фосфатным буфером; резуль-
тат выражали в условных ед/г сухой биомассы [2, 3].

Данные о продукции пептидолитических ферментов иссле-
дуемыми микроорганизмами представлены на рисунке. Установ-
лено, что у всех изучаемых молочнокислых бактерий аминопеп- 
тидазная активность была выше по отношению к L-лейцин-p-   
нитроанилиду, чем к L-пролин-p-нитроанилид трифлюороаце-
тату. Бифидобактерии отличались от молочнокислых бактерий 
максимальным накоплением пролинаминопептидаз (до 0,73 ед/г).

В клеточных суспензиях четырех из восьми штаммов р. Lac-
tobacillus пролинаминопептидазная активность практически от-
сутствовала. Продукция лейцинаминопептидаз у исследуемых 
лактобацилл составляла от 0,27 до 0,94 ед/г. Различия в накопле-
нии аминопептидазных ферментов между исследуемыми лакто- 
кокками и энтерококками была выражена слабее, чем между ми-
кроорганизмами р. Lactobacillus.

Продукция пептидаз штаммами молочнокислых и бифидобактерий:  
1–8 – Lactobacillus sp.; 9, 10 – Lactococcus lactis; 11 – Enterococcus sp.;  

12 – Bifidobacterium adolescentis
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Использование штаммов бактерий, обладающих уникальны-
ми ферментными комплексами, открывает возможности разра-
ботки на их основе новых продуктов с улучшенными потреби-
тельскими качествами и ценными биологическими свойствами.
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Исследование транскрипционной регуляции необходимо для 
понимания принципов функционирования клетки и особенно 
актуально для промышленных микроорганизмов, так как пере-
настройка транскрипционной программы клетки является про-
стым способом повысить продукцию желаемого вещества. Со-
временные технологии позволяют легко определить полную по-
следовательность генома микроорганизма и получить полный 
каталог его генов, в том числе регуляторных. Однако если иден-
тификация генов транскрипционных факторов (ТФ) особой слож-
ности не представляет, обнаружение мишеней таких регуляторов 
является нетривиальной задачей. Эта задача сводится к иденти-
фикации в геноме последовательностей сайтов связывания транс-
крипционных факторов (ССТФ или операторов) размером около 
20 п. н., а вариабельность этих последовательностей диктует  
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использование трудоемких экспериментальных методик или спе- 
циальных алгоритмов, опирающихся в основном на информацию 
о последовательностях экспериментально охарактеризованных 
ССТФ.

Для небольшого числа ТФ доступны данные о трехмерной 
структуре их комплексов с ДНК, что дает информацию о кри-
тичных аминокислотных остатках, контактирующих с ДНК,  
и наиболее информативных нуклеотидных позициях в составе 
ССТФ. Корреляция аминокислотных последовательностей ДНК- 
связывающих доменов с операторными последовательностями 
может улучшить надежность идентификации последних in silico, 
однако до последнего времени такая корреляция практически не 
используется для поиска ССТФ.

Ранее мы разработали программный пакет SigmoID для об-
легчения поиска ССТФ в масштабах генома на основе подхода, 
близкого к филогенетическому футпринтингу, и применили его 
для идентификации ССТФ в геноме Pectobacterium atrosepticum 
[1, 2], что позволило выявить ССТФ примерно для 1/4 всех 
транскрипционных факторов этой бактерии. В настоящей работе 
опирающийся на структурную информацию алгоритм (детали 
описаны в [3] и будут приведены в докладе) использован для по-
иска в бактериальном геноме (на примере P. atrosepticum) ранее 
не охарактеризованных ССТФ.

Сканирование аминокислотных последовательностей проте-
ома этого фитопатогена с помощью скрытых марковских моде-
лей ДНК-связывающих доменов различных семейств выявило 
более 300 ТФ. Для основных семейств ТФ расшифрована хотя бы 
одна структура комплекса фактора с ДНК, что позволило оценить 
эффективность алгоритма по точности определения известных 
ССТФ и охарактеризовать сайты связывания неизученных ТФ. 
К настоящему времени в результате анализа структур ДНК-бел-
ковых комплексов созданы поисковые профили для ССТФ из  
5 семейств (см. таблицу). Анализ результатов поиска известных 
ССТФ показывает, что метод достаточно надежен, когда для ис-
следуемого семейства известны структуры хотя бы 4–5 не слиш-
ком сходных ДНК-белковых комплексов. Тем не менее даже при 
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ограниченном количестве информации метод может быть полезен. 
Например, ТФ из LysR-семейства являются самыми распростра-
ненными у прокариот, но имеют довольно сложную структуру  
и плохо кристаллизуются в комплексе с ДНК, а их сайты связы-
вания очень слабо охарактеризованы. Применение описываемого 
здесь подхода на основе всего двух 3D-структур позволяет опи-
сать сайты связывания примерно для 2/3 ТФ этого семейства.

Идентификация сайтов связывания транскрипционных факторов  
в геноме P. atrosepticum

Семейство  
ТФ

Модель  
PFAM

Число ТФ в геноме

всего  
(известных)

доступны  
для анализа

идентифицировано 
мотивов

LacI PF00356 21 (14) 18 17 (94%)
GntR PF00392 22 (9) 18 14 (78%)
LuxR PF00196 12 (4) 12 6 (50%)
TetR PF00440 17 (3) 16 13 (81%)
LysR PF00126 59 (2) 50 32 (64%)

Новый метод идентификации ССТФ является универсаль-
ным и может быть применен к любой бактерии и семейству транс- 
крипционных факторов при наличии соответствующих 3D- 
структур. Поисковые профили для пяти охарактеризованных се-
мейств и соответствующая программная реализация алгоритма 
доступны с последней версией дистрибутива программы SigmoID 
(github.com/nikolaichik/SigmoID).
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ОПТИМИЗАЦИЯ АНТИТЕЛОМЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
L-АСПАРАГИНАЗЫ RHODOSPIRILLUM RUBRUM  

МЕТОДОМ САЙТ-НАПРАВЛЕННОГО МУТАГЕНЕЗА

Покровская M. В.1, Жданов Д. Д.1, Эльдаров М. А.2,  
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L-Аспарагиназы (КФ 3.5.1.1.) катализируют реакцию гидро-
лиза L-аспарагина до L-аспарагиновой кислоты и аммиака. Не-
которые бактериальные L-аспарагиназы успешно используются 
в комбинированной химиотерапии острых лимфобластных лей-
козов и ряда лимфом [1]. Действие L-аспарагиназ, так же как  
и действие ингибиторов теломеразы (фермента, ответственного за 
синтез теломерных повторов и неограниченную пролиферацию 
опухолевых клеток), вызывает задержку клеточного цикла в G0/G1 
фазе опухолевых клеток, подавление их пролиферации и гибель 
по механизму апоптоза [2, 3]. Мы предположили, что некоторые 
L-аспарагиназы наряду с прямым антипролиферативным дей-
ствием на опухолевые клетки вследствие гидролиза свободного 
L-аспарагина обладают также способностью ингибировать ак-
тивность теломеразы.

Методом сайт-направленного мутагенеза нами были получе-
ны и очищены активные и стабильные мутантные формы корот-
коцепочечной цитоплазматической L-аспарагиназы I типа из Rho- 
dospirillum rubrum (RrA): RrА+N17, D60K, F61L, RrА +N17, A64V, E67K, 
RrА+N17, E149R, V150P, RrAE149R, V150P и RrAE149R, V150P, F151T. Установ-
лено, что варианты RrAE149R, V150P, F151T и RrА+N17, E149R, V150P спо-
собны снижать экспрессию hTERT субъединицы теломеразы и, 
следовательно, активность теломеразы в клетках Jurkat, но не  
в клеточных лизатах. В то же время L-аспарагиназы Escherichia 
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coli, Erwinia carotovora, Wolinella succinogenes, мутантные формы 
RrА+N17, D60K, F61L и RrА+N17, A64V, E67K не подавляли активность 
теломеразы. Мы предположили, что в структуре RrA существуют 
области, а именно аминокислотные остатки 146-164, 1-17, 60-67, 
отвечающие за подавление теломеразной активности. Получен-
ные результаты показывают, что противоопухолевая активность 
некоторых вариантов RrA связана как с уменьшением концен-
трации свободного L-аспарагина, так и с угнетением экспрессии 
hTERT – каталитической субъединицы теломеразы, что откры-
вает новые перспективы для противоопухолевой терапии.
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PICHIA PASTORIS, ПРОДУЦИРУЮЩИХ СВОБОДНУЮ  
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Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (Г-КСФ) – 
это цитокин, участвующий в регуляции пролиферации и диф-
ференцировки клеток гемопоэза. Препараты Г-КСФ человека 
широко используются для лечения нейтропении, вызванной химио- 
и радиотерапией, а также для мобилизации гемопоэтических 
стволовых клеток периферической крови при трансплантации. 
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Кроме того, по последним данным, Г-КСФ может быть перспек-
тивен и для лечения ряда аутоиммунных и нейродегенератив-
ных заболеваний, последствий инфаркта миокарда и инсульта  
[1, 2]. Однако относительно короткий период полужизни препа-
ратов Г-КСФ в организме пациента обуславливает их многократное 
введение для поддержания эффективной концентрации в крови. 
Для увеличения времени циркуляции цитокинов используют раз-
личные стратегии, например, инкапсулирование в наночастицы, 
«сшивание» с молекулами полиэтиленгликоля (ПЭГ), получение 
химерных полипептидов с белками плазмы крови. Создание химер- 
ных полипептидов методами генной инженерии является одним 
из наиболее часто используемых методов продления полужизни 
цитокинов. Так, например, были получены химерные белки Г-КСФ 
с полноразмерным ЧСА (сывороточным альбумином человека) 
или его фрагментом [3, 4], а также с трансферрином [5].

Цель работы – получение штаммов P. pastoris, продуцирующих 
Г-КСФ как в свободной форме, так и в виде химера с аполипо-
протеином А-I (апоА-I) человека. 

Использование апоА-I в составе химера с Г-КСФ представля-
ется целесообразным ввиду наличия рецепторов к апоА-I на 
большинстве типов клеток [6], длительного периода его полувы-
ведения (4–5 сут), легкой биодеградируемости и отсутствия имму-
ногенности для организма человека. Кроме того, апоА-I, являясь 
основным белком липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), 
циркулирует в крови преимущественно в связанной с ними форме. 
Таким образом, можно ожидать, что полученные химеры Г-КСФ – 
апоА-I после их введения в организм человека также будут вклю-
чены в состав ЛПВП, тем самым дополнительно увеличивая время 
полужизни цитокина.

В настоящем исследовании синтетические гены зрелого Г-К-
СФ и химерного полипептида Г-КСФ – апоА-I, cодержащего  
в N-концевой области аминокислотную последовательность зрело-
го Г-КСФ, а в С-концевой области – последовательность зрелого 
апоА-I человека, были оптимизированы по кодоновому составу 
для эффективной экспрессии и секреции в клетках P.  pastoris. 
Указанные гены были клонированы в составе плазмиды pPICZ- 
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alpha-A (Invitrogen, США) в клетках E. coli и затем переклониро-
ваны в P. pastoris шт. Х33. Клоны, отобранные на чашках с зео-
цином, секретировали как свободную, так и химерную формы 
Г-КСФ в культуральную среду в количестве около 400 и 20 мкг 
на 1 мл соответственно. В дальнейшем планируется отработка 
условий препаративного получения и очистки данных белков  
с целью последующего исследования их биологических свойств.
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МИРОВЫЕ ТЕНДЕНЦИИ РАЗВИТИЯ БИОТЕХНОЛОГИИ 
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Раманкулов Е. М.

РГП «Национальный центр биотехнологии» КН МОН РК,  
Астана, Казахстан, info@biocenter.kz

Биотехнология – одно из ключевых направлений технологи-
ческого развития целого ряда отраслей мировой экономики бла-
годаря огромному спектру и потенциалу применения.
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Стремительное развитие и выдвижение биотехнологии на пере-
довые позиции обусловлено рядом ее особенностей: 1) наукоемко-
стью; 2) минимальным разрывом между получением фундамен-
тальных результатов и разработкой технологий по их практиче-
скому применению; 3) возможностью замены невозобновляемых 
ресурсов возобновляемыми.

Ведущие государства мира с целью устойчивого развития 
экономики активно разрабатывают специальные программы под-
держки и развития биотехнологий, финансирование которых ис-
числяется десятками миллиардов долларов в год, при тенденции 
к дальнейшему росту. По экспертным оценкам, мировой рынок 
биотехнологий в 2025 г. достигнет уровня в 2 трлн долл., при 
этом темпы роста по отдельным сегментам рынка будут коле-
баться от 5–7 до 30% ежегодно. По прогнозу ОЭСР, в 2030 г. на 
долю этого сектора экономики будет приходиться около 3% ВВП 
развитых стран, с тенденцией постепенного замещения тради-
ционных производств на биотехнологические.

Анализируя основные мировые вызовы и тенденции, форми-
рующие сферу науки, технологий и производства в области био-
технологий, можно выделить следующие основные тренды раз-
вития биотехнологии.

В биомедицине получит развитие персонализированная ме-
дицина, основой которой являются системная биология, постге-
номные технологии и биоинформатика. Ключевые исследования 
в данной области: геномные технологии, позволяющие выявить 
имеющиеся в геноме тенденции к появлению патологии, повы-
шенную чувствительность человека к тем или иным заболева-
ниям и лекарственной терапии; регенеративная медицина на ос-
нове тканевой инженерии и стволовых клеток для стимуляции 
процессов регенерации.

Разработка нового поколения высокоэффективных лекарст- 
венных препаратов на основе генно-инженерных рекомбинант-
ных субстанций будет основой повышения исследовательского 
потенциала страны и развития биофармацевтического произ-
водства. Многие страны уделят большое внимание развитию био- 
фармацевтического сектора, способного обеспечить внутреннюю 
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потребность в вакцинах нового поколения и жизненно важных 
лекарственных препаратах (биодженерики, моноклональные ан-
титела, гормоны, цитокины, пептиды и др.).

В ближайшие годы будет нарастать влияние неблагоприят-
ных факторов, таких как сокращение водообеспеченности, засуха, 
повышение температуры, деградация земель, появление новых 
очень опасных рас возбудителей болезней, увеличение исполь-
зования продуктов растениеводства на получение биотоплива. 
Преодоление этих негативных факторов и устойчивое развитие 
сельскохозяйственного производства в решающей степени будет 
зависеть от использования геномной селекции. Достижения  
и масштабы исследований в этой области в мире очень впечатля-
ют. Это объясняется тем, что практически все передовые страны 
вкладывают огромные средства в развитие агробиотехнологии. 
В связи с этим устойчивое развитие сельскохозяйственного про-
изводства, решение проблем продовольственной безопасности, 
получение высококачественных, экологически чистых продук-
тов питания, переработка отходов сельскохозяйственного про-
изводства, восстановление плодородия почв будут основными 
приоритетами развития аграрного сектора.

В настоящее время промышленная биотехнология составля-
ет основу конкурентоспособности многих отраслей промыш-
ленности. Речь идет о производстве энергии, извлечении полез-
ных ископаемых, производстве кормов и переработке отходов.  
В первую очередь промышленные биотехнологии будут созда-
вать добавленную стоимость в химической промышленности. 
Поэтому в передовых странах создаются высокотехнологичные 
производства по глубокой переработке биомассы и сельскохо-
зяйственных отходов и биологической очистке сточных вод.

Стратегической задачей современной пищевой биотехнологии 
является создание функциональных продуктов питания, обеспе-
чивающих поддержание и активизацию жизненно важных фун- 
кций человека. Особая роль при этом будет уделяться фермен-
тированным молочным продуктам. Модификация традиционных 
заквасок и создание оригинальных бактериальных композиций 
с использованием пробиотических штаммов позволит повысить 
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биологическую ценность и обеспечит функциональные свойства 
ферментированным продуктам. Применение ферментных пре-
паратов и других соединений, полученных биотехнологическим 
способом, будет способствовать оптимизации и интенсифика-
ции технологических процессов производства пищевых продук-
тов, улучшению их свойств и продлению сроков хранения.

В мире будут нарастать экологические проблемы, такие как 
истощение и ухудшение качества водных ресурсов, деградация 
и опустынивание земель, загрязнение атмосферного воздуха  
и разрушение озонового слоя, рост объемов промышленных, 
сельскохозяйственных и бытовых отходов, геохимическое не-
благополучие естественной среды обитания, сокращение био-
разнообразия, рост заболеваемости и смертности населения. 
Современное экологическое состояние окружающей среды  
в мире требует безотлагательного осуществления мероприятий 
по восстановлению нарушенных экосистем. Основными прио-
ритетными задачами по переходу к «зеленой экономике» будут 
повышение эффективности использования ресурсов (водных, 
земельных, биологических и др.) и управления ими, а также 
повышение благополучия населения и качества окружающей 
среды.

В ближайшей перспективе биогеотехнологии, в частности, 
методы биовыщелачивания на горнорудных предприятиях, по-
зволят резко поднять конкурентноспособность стран на миро-
вой арене. К примеру, в настоящее время биовыщелачивание 
применяется для добычи примерно 20% всей меди, добываемой 
в мире. Дальнейшее развитие получат новые технологии бакте-
риального десульфирования каменного угля, борьбы с метаном 
в угольных шахтах, повышения нефтеотдачи пластов.

Перспективы и возможности развития биотехнологии  
в Казахстане. Потенциальные преимущества биотехнологий 
огромны, их использование открывает новые перспективы, но 
они требуют вложений и внимания государства и бизнеса. Казах-
стан имеет все возможности для успешного развития важней-
ших направлений биотехнологии, в первую очередь, связанных 
с производством и переработкой биологических ресурсов.
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1) Повышение эффективности и обеспечение устойчивого 
развития сельского хозяйства. Текущее состояние сельскохозяй- 
ственной отрасли Казахстана характеризуется чрезвычайно низ-
кой устойчивостью к глобальным вызовам. Применение тради-
ционных технологий в аграрном секторе привело к значительному 
ухудшению плодородия почв, экологическим нарушениям в зоне 
деятельности, низкой эффективности и рентабельности сельско-
хозяйственного производства. В данной ситуации необходимо 
развитие агробиотехнологий, обеспечивающих устойчивое раз-
витие сельского хозяйства в рамках основных положений «зеле-
ной экономики».

Использование биотехнологии в сельском хозяйстве должно 
быть ориентировано на стабильное развитие сельскохозяйствен-
ного производства, решение проблемы продовольственной безо-
пасности, получение экологически чистых продуктов питания, 
переработку отходов сельскохозяйственного производства, вос-
становление плодородия почв. В данном направлении наиболее 
приоритетным является производство биопрепаратов для расте-
ниеводства, кормовых добавок для сельскохозяйственных жи-
вотных, ветеринарных биопрепаратов, а также создание новых 
сортов растений и пород животных с использованием современ-
ных генетических и биотехнологических методов.

Неблагополучная эпизоотическая ситуация в Казахстане  
и широкое распространение инфекционных заболеваний, в том 
числе зоонозных, диктуют необходимость совершенствования 
средств и методов диагностики и профилактики болезней жи-
вотных. Применение современных генно-инженерных техноло-
гий и рекомбинантных антигенов предпочтительней, поскольку 
позволит создавать качественно новые препараты для ветерина-
рии, не имеющие аналогов в производстве.

В связи с этим устойчивое развитие сельскохозяйственного 
производства, решение проблем продовольственной безопасно-
сти, получение высококачественных, экологически чистых про-
дуктов питания, переработка отходов сельскохозяйственного 
производства, восстановление плодородия почв должны быть 
основными приоритетами развития аграрного сектора.
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2) Забота о здоровье нации как основа успешного будущего. 
В Стратегии «Казахстан-2050» в числе ключевых приоритетов, 
касающихся здоровья человека, представлены: диагностика  
и лечение максимально широкого спектра болезней; профилак-
тическая медицина как основной инструмент в предупреждении 
заболеваний и введение новых подходов к обеспечению здоро-
вья детей. Развитие системы здравоохранения и реализация ме-
роприятий по ключевым приоритетам напрямую связаны с раз-
витием биотехнологий в медицине. Использование генетиче-
ских методов в медицине привело к появлению молекулярной 
медицины. Последняя, в свою очередь, дала начало новым на-
правлениям медицинской науки, одним из которых является 
предиктивная (предсказательная) медицина, т. е. предупрежде-
ние заболевания еще до того, как оно начнет развиваться. Ее,  
в отличие от медицины лечебной и даже превентивной, уместно 
рассматривать как первый и наиболее ранний этап активного 
воздействия человека на свой организм с целью своевременной 
коррекции потенциально возможной патологии или патологиче-
ского процесса. Развитие медицинской биотехнологии вносит 
существенный вклад в развитие персонифицированной медици-
ны благодаря использованию инновационных методик для ле-
чебно-диагностических целей. В основе развития предиктивной 
медицины лежит анализ особенностей генома человека. Иссле-
дования в области геномики, по прогнозу Глобального институ-
та McKinsey, могут стать причиной по-настоящему массовых 
экономических преобразований и улучшения здоровья человека 
в ближайшие годы.

Значительные перспективы внедрения в медицину имеют 
клеточные технологии и тканевая инженерия. Более 500 компа-
ний работают в этой области, создавая новые средства и методы 
клеточной терапии заболеваний, включая регенерацию повре-
жденных тканей и органов. Объем рынка клеточной терапии  
и связанных с ней технологий в 2015 г. составил 96,3 млрд долл. 
США. Объем рынка тканевой инженерии имеет стабильный 
прирост 15% ежегодно, и, по оценкам экспертов, эта тенденция 
сохранится в ближайшие 10 лет. Сегодня в мире 150 компаний 
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разрабатывают терапевтические подходы с использованием ство-
ловых клеток.

3) Охрана окружающей среды. Значительной проблемой для 
многих регионов Казахстана является ухудшение экологической 
обстановки. Это связано не только с глобальными изменениями 
климата и состоянием водного и воздушного бассейнов, но и со 
значительно возросшей хозяйственной деятельностью человека, 
в том числе при добыче полезных ископаемых и активном ис-
пользовании земель в сельскохозяйственном производстве. Эко-
логические проблемы в Казахстане одни из самых острых и тре-
буют безотлагательного решения. Развитие биоэкологии, в том 
числе создание и внедрение биопрепаратов для очистки окружа-
ющей среды, восстановления нарушенных экосистем, повыше-
ния плодородия почвы является весьма перспективным трендом 
для страны.

Биоремедиация представляет собой технологии, которые 
используют различные микроорганизмы и растения для дегра-
дации, экстракции, накопления или иммобилизации загрязни-
телей из почвы или воды. Эта технология привлекает внимание 
как инновация, экономически выгодная альтернатива имею-
щимся методам очистки участков, загрязненных опасными ве-
ществами.

СЕЛЕКЦИЯ МИКРОМИЦЕТОВ –  
ПРОДУЦЕНТОВ ФЕРМЕНТОВ

Рахметова Ж. К., Блиева Р. К., Жакипбекова А. С.,  
Сулейменова Ж. Б.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК,  
Алматы, Казахстан, zhanar.rakhmet@mail.ru

Данная работа посвящена культивированию ассоциации Asper- 
gillus awamori 1-8 и Aspergillus niger 355 – продуцента мацериру-
ющих и целлюлозоразрушающих ферментов в иммобилизован-
ном состоянии по разработанному ранее методу селекции.
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Объектом исследований служила ассоциация, состоящая из 
A. awamori 1-8 и A. niger 355. Культивирование микромицетов 
проводили в жидкой питательной среде по методу, основанному 
на иммобилизации ассоциации на подложке в нитчато-губчатой 
структуре [1]. Для культивирования A. awamori 1-8 и A. niger 355 

Рис. 1. Динамика образования целлюлозоразрушающих ферментов  
при длительном и периодическом культивировании ассоциации  

A. niger 355 и A. awamori 1-8

Рис. 2. Динамика образования мацерирующих ферментов при длительном  
и периодическом культивировании ассоциации A. niger 355 и A. awamori 1-8
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использовали оптимизированную ранее среду Чапека (г/л): саха-
роза – 10 г; (NH4)2HPO4 (0,15%) – 9 г; KCl – 0,5 г; MgSO4 – 0,5 г; 
KH2PO4 – 1 г; FeSO4 – 0,001 г; пектин – 1 г/100мл. Активность 
мацерирующих ферментов определяли вискозиметрическим ме-
тодом [2]. Определение активности целлюлозоразрушающих 
ферментов проводили по ГОСТ 31662-2012 [3].

Культивирование микромицетов проводили в течение 45 сут. 
В отличие от периодической культуры, которая образует фер-
менты в течение 3 сут с последующим лизисом культуры, иммо-
билизованная культура позволяет получать целлюлозоразруша-
ющие и мацерирующие ферменты многократно в течение дли-
тельного периода времени (рис. 1, 2).

Активность целлюлазы составила от 1,33 до 3,5 ед/мл, а ак-
тивность мацерирущих ферментов – 20,8 до 73,25%.

Таким образом, в процессе длительного культивирования 
культура сохраняет ферментативную активность в течение дли-
тельного времени (45 сут и более), обеспечивается многократ-
ность использования первоначально иммобилизованной культу-
ры, экономится сырье на приготовление сред и посевного мате-
риала, упрощаются процессы выделения фермента за счет того, 
что культуральная жидкость не требует фильтрации вследствие 
иммобилизации биомассы на подложке.
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ПОЛУЧЕНИЕ ШТАММОВ ASPERGILLUS NIDULANS – 
ПРОДУЦЕНТОВ ГЕТЕРОЛОГИЧНОЙ ЛАККАЗЫ  

С ПОВЫШЕННОЙ АКТИВНОСТЬЮ

Савинова О. С., Чулкин А. М., Вавилова Е. А.,  
Васина Д. В., Тяжелова Т. В., Федорова Т. В.,  

Беневоленский С. В., Королева О. В.

Институт биохимии им. А. Н. Баха, ФИЦ Биотехнологии РАН,  
Москва, Россия, savinova_os@rambler.ru

Лакказы (ЕС 1.10.3.2) – медьсодержащие оксидазы, осущест-
вляющие окисление широкого ряда фенольных и нефенольных 
соединений с сопутствующим восстановлением кислорода до мо-
лекулы воды, минуя стадию образования пероксида водорода [1]. 
Больше всего известных лакказ найдено в грибах белой гнили  
(в том числе Trametes hirsuta). Многие из них являются высоко- 
редокспотенциальными, такие лакказы широко востребованы 
для применения в различных областях биотехнологии [2]. На се-
годняшний день как природные продуценты, так и гетерологич-
ные системы экспрессии не позволяют добиться высокого выхода 
целевого фермента для широкого применения [3]. Это в первую 
очередь связано с ограниченными знаниями о факторах, влияю-
щих на процесс биосинтеза лакказ у грибов. Таким образом, одним 
из перспективных путей изучения регуляции биосинтеза этих 
ферментов является поиск структурных единиц генома природ-
ного источника с аннотированным геномом.

В связи с этим в качестве объекта исследования выбран T. hir-
sutа 072 – природный продуцент лакказы, чей геном недавно анно-
тирован [4]. В качестве реципиента выбран мутант Aspergillus nidu- 
lans 031 (argB2–, pyrG89–) штамма мицелиального гриба A. nidulans 
FGSC #A4, не являющийся природным продуцентом лакказ. Преи-
мущество данного штамма – то, что его геном секвенирован [5]. 
Кроме того, для A. nidulans разработана система трансформации на 
основе автономно-реплицируемой плазмиды pDHG25 [6], несущей 
в себе ген argB A. nidulans и область, отвечающую за автономную 
репликацию в A. nidulans.



89

К
ар

та
 п

ла
зм

ид
ы

 с
 г

ен
ом

 la
c1

 (а
), 

ка
рт

а 
ав

то
но

м
но

-р
еп

ли
ци

ру
ем

ой
 п

ла
зм

ид
ы

 с
 у

ни
ка

ль
ны

м 
са

йт
ом

 (б
)  

и 
сх

ем
а 

ав
то

но
м

но
-р

еп
ли

ци
ру

ем
ы

х 
пл

аз
м

ид
 с

о 
сл

уч
ай

ны
м

и 
по

сл
ед

ов
ат

ел
ьн

ос
тя

м
и 

T.
 h

ir
su

ta
 (в

)



90

Для получения штамма A. nidulans – продуцента гетерологич-
ной лакказы – нами создана плазмида pGPD-lac1-A. n., содержа-
щая ген lac1 (см. рисунок, а), кодирующий лакказу А гриба T. hir-
suta (GeneBank:KP027478) под контролем сильного конститутив-
ного промотора gpdA A.  nidulans. Проведена ко-трансформация 
A.  nidulans 031 полученной плазмидой совместно с плазмидой 
pJR15 [7], несущей ген pyrG A. nidulans c отбором на селективной 
среде. Получены трансформанты, продуцирующие лакказу. Актив-
ность лакказы в культуральной жидкости оценивали спектрофо-
тометрически, используя ABTS в качестве субстрата. Для даль-
нейшей работы выбран штамм с максимальной активностью.

Для оценки влияния генов и структурных единиц генома 
T. hirsuta 072 на продукцию лакказы (рисунок, в) создан геном-
ный банк T. hirsuta (длина вставляемых фрагментов составляла 
3–6 тыс. п. н.) на основе автономно-реплицируемой плазмиды 
pDHG25-SgrDI c уникальным сайтом рестрикции SgrDI, вставлен-
ным с помощью молекулярно-генетических методов (рисунок, б).

Подобраны условия трансформации A. nidulans и условия се-
лекции трансформантов. Штамм, несущий ген lac1, трансфор-
мирован полученным банком с селекцией по маркеру argB2.  
В результате получены трансформанты с повышенной активно-
стью лакказы по сравнению с реципиентным штаммом. Из них 
выбрано 2 штамма, у которых активность лакказы увеличена  
в 2 раза по сравнению с реципиентом. Автономно-реплицируемые 
плазмиды, содержащие последовательности T. hirsuta, потенци-
ально влияющие на продукцию рекомбинантной лакказы, кло-
нированы в E. coli и секвенированы.
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ОБРАЗОВАНИЕ КАЗЕИНОЛИТИЧЕСКИХ  
ФЕРМЕНТОВ МОЛОЧНОКИСЛЫМИ БАКТЕРИЯМИ 

LACTOCOCCUS LACTIS

Сафонова М. Е., Найденко И. А.

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

Молочнокислые бактерии Lactococcus lactis (L. lactis) широ-
ко используются в качестве основы заквасок для производства 
ферментированных молочных продуктов, сыров. В состав за- 
квасок включают специально подобранные штаммы (называемые 
стартовые культуры), обеспечивающие накопление молочной 
кислоты, что приводит к образованию сгустка в молоке и предот- 
вращает развитие нежелательных микроорганизмов в процессе 
производства и хранения готовых продуктов. Для штаммов, вхо-
дящих в состав заквасок, кроме кислотообразования, важной 
характеристикой является казеинолитическая активность, влия-
ющая на органолептические свойства конечного продукта, его 
питательную ценность, усвояемость, аллергенность и др.

Объектом исследования служили три штамма L. lactis, выде-
ленные нами ранее из образцов спонтанно сквашенных кисло-
молочных продуктов [1].

Определение протеолитической активности проводили мо-
дифицированным методом Ансона, используя в качестве суб-
страта 2%-ный раствор казеината натрия («Sigma») [2]. Казеино-
литическую активность выделенных культур в молоке оценивали 
по методике Белозерского в модификации ВНИМИ, определяя 
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накопление свободных аминокислот тирозина и триптофана  
с использованием реактива Фолина. Результат выражали в мкмоль 
тирозина в 1 мл.

Изучение локализации протеолитических ферментов пока-
зало, что у всех исследуемых лактококков казеинолитическая 
активность отсутствовала в культуральной жидкости и была 
связана с фракцией клеточных стенок, что согласуется со сведе-
ниями, приведенными в литературе, о связи протеиназ молоч-
нокислых бактерий с клеточной поверхностью [3].

По уровню казеинолитической активности на среде MRS ис-
следуемые штаммы различались незначительно (на 5–10%). Уста- 
новлено, что при культивировании на модифицированной среде 
MRS с лактозой казеинолитическая активность L.  lactis была  
в 1,2–1,3 раза выше, чем на среде с глюкозой в качестве един-
ственного источника сбраживаемых углеводов. Увеличение содер-
жания пептона в среде культивирования с 1 до 2% приводило  
к снижению искомой активности в среднем 1,4 раза. Протеоли-
тическая активность лактококков зависела от содержания ионов 
Са2+ как в среде культивирования, так и в промывном буфере и ре-
акционной среде (в отсутствии Са2+ активность падала в 4–5 раз).

При культивировании в обезжиренном молоке наиболее  
высокую активность показал штамм L. lactis Т8. Содержание 
свободных аминокислот (в пересчете на тирозин) в анализируемых 

Динамика роста (lg КОЕ/мл) и образования казеинолитических  
ферментов (КА, ед/г) L. lactis Т8



93

образцах молока после культивирования этого штамма состав-
ляло 0,74 и 1,08 мкмоль/мл через 24 и 168  ч культивирования  
соответственно.

Выявлено, что наиболее активная продукция казеинолити-
ческих ферментов наблюдалась в период экспоненциального ро-
ста микробной популяции. Показатели динамики роста и фер-
ментативной активности L. lactis Т8 на среде MRS представле-
ны на рисунке. 

По активности протеолитических ферментов в молоке и на 
среде MRS отобран штамм L. lactis Т8. Полученные данные бу-
дут учтены при подборе штаммов в состав заквасок для кисло-
молочных продуктов, сыров.
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КЛОНИРОВАНИЕ ЭКЗОННЫХ УЧАСТКОВ ГЕНА  
ИЗОФЕРМЕНТА С ПЕРОКСИДАЗЫ ХРЕНА

Семашко Т. В.1, Горина А. И.2, Мартынова Е. А.1,  
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1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь

Пероксидаза (пероксид оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.7) явля- 
ется самым востребованным ферментом в аналитической химии 
и медицинской диагностике. При этом изофермент С пероксидазы 
из корней хрена – лидер по изученности и применению. Однако 
сезонность и нестандартность растительного сырья, сложность 
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очистки фермента ставят производителей перед необходимостью 
поиска других источников пероксидазы [1]. В последние годы 
прогресс, достигнутый в генной инженерии при клонировании 
эукариотических генов в гетерологических системах, открывает 
новые возможности. Для получения рекомбинантной перокси- 
дазы хрена используют системы для экспрессии фермента в клет- 
ках Escherichia coli и дрожжах [2].

Отсутствие отечественного препарата пероксидазы неблаго- 
приятно сказывается на развитии ряда приоритетных направле- 
ний биотехнологии в Республике Беларусь, включая биотехноло- 
гию ферментных препаратов, прикладную энзимологию, а также 
удорожает продукцию, снижает конкурентоспособность бело- 
русских производителей тест-систем, наборов для клинико-лабо- 
раторной диагностики и биосенсорных систем. Поэтому создание 
продуцента пероксидазы и затем на его основе – промышленной 
технологии производства отечественного препарата представля- 
ется задачей, чрезвычайно актуальной, теоретически и практи- 
чески значимой.

Цель данного исследования – анализ и клонирование экзон- 
ных участков гена, кодирующего изоформу С пероксидазы 
Armoracia rusticana.

Согласно литературным данным, в A. rusticana было детек- 
тировано до 42 изоформ пероксидазы, разделенных по величине 
изоэлектрической точки на пять групп. Основная доля HRP 
(Horseradish peroxidase) приходится на изофермент группы С [1].

Анализ нуклеотидных последовательностей 13 генов hrpС, 
представленных в базе данных GeneBank, показал, что геномные 
последовательности состоят из четырех экзонов и трех интронов. 
Гены кодируют белки с рI 7-9. Гены hrpС, включая интроны, 
состоят из 1841–2410 пар оснований (п.  о.). Кодируемая амино- 
кислотная последовательность представляет собой 349–353 амино- 
кислотных остатков в одной полипептидной цепи. Следует 
отметить высокое сходство экзонных последовательностей. Так, 
различные нуклеотидные последовательности экзонов 2, 3, 4 
имеют размеры 192, 169, 470 п. о. соответственно и идентичны на 
90–98%. Максимальные отличия выявлены в последовательностях 



95

экзона 1 как по размеру, который 
варьируется от 213 до 234 п. о., так  
и по нуклеотидному составу (гомоло- 
гия 75–78%). Для выделения экзон- 
ных участков hrpС нами были подо- 
браны праймеры. Определены условия 
проведения амплификации данных 
фрагментов. В результате проведен- 
ных экспериментов были выделены 
фрагменты необходимого размера 
(см. рисунок). 

Как видно из рисунка, только при 
амплификации экзона 3 гена hrpС 
выявлялись неспецифические фраг-
менты. В дальнейшем необходимый 
нам участок ДНК был выделен из 
геля и переочищен.

В итоге были получены 4 экзон- 
ных участка гена hrpС для последующего клонирования, которое 
осуществляли в вектор pJET1.2. Для этого продукты амплификации 
гена hrpС, элюированные из агарозного геля, были встроены по 
тупым концам в уникальный сайт рестрикции EcoRV плазмидного 
вектора pJET1.2. Полученная генетическая конструкция была 
введена в Е.  coli XL-1 Blue. Для подтверждения полученных 
результатов проведен рестрикционный анализ плазмид, несущих 
экзонные последовательности. В дальнейшем полученные векто- 
ра будут использованы в экспериментах по анализу нуклеотидной 
последовательности.
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1; 3 – экзон 2; 4 – экзон 
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Создание микробиологических средств защиты растений 
для борьбы с вредными насекомыми – это направление в био-
технологии, которому во многих странах мира проявляется не-
ослабевающий интерес [1]. В настоящее время в Казахстане для 
контроля численности вредных насекомых используются прак-
тически только химические инсектициды. В связи с этим возни-
кает необходимость поиска альтернативных экологически безо-
пасных методов защиты растений. Одним из таких методов по-
давления вредных фитофагов является микробиологический 
метод защиты.

Грибы рода Beauveria – одна из наиболее интересных групп 
анаморфных аскомицетов с точки зрения создания биопрепара-
тов для снижения численности вредных членистоногих. К на-
стоящему времени примерно 40% всех существующих в мире 
микоинсектицидов разработано на основе представителей дан-
ной группы микромицетов [2].

В последнее время повышается роль биологического метода 
и в сельском хозяйстве Казахстана. В республике создание  
и применение биологических и, в частности, микробиологиче-
ских средств защиты растений отнесено к приоритетным направ-
лениям развития науки. Необходимость восстановления и со-
хранения биологического разнообразия агроэкосистем на уровне, 
гарантирующем стабильность окружающей среды, лежит в ос-
нове биологического земледелия, одним из стратегических на-
правлений которого являются фундаментальные и прикладные 
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исследования по разработке технологий производства и приме-
нения новых экологически безопасных биопрепаратов.

Одна из приоритетных задач при разработке новых биологи-
ческих препаратов для контроля вредителей и болезней расте-
ний – создание, поддержание и расширение коллекций живых 
культур целевых групп полезных микроорганизмов.

Для успешной реализации указанных функций необходимо 
решение следующих задач: 1) изучение биоразнообразия энто-
мопатогенных микроорганизмов в очагах массового размноже-
ния насекомых; 2) формирование коллекционного фонда микро-
организмов; 3) поддержание жизнеспособности и сохранение 
целевых свойств коллекционных штаммов [3].

В связи с этим начиная с 2000  г. в Казахском научно-ис- 
следовательском институте защиты и карантина растений  
им. Ж. Жиембаева были начаты интенсивные работы по попол-
нению коллекции энтомопатогенных микроорганизмов – возбу-
дителей микозов и бактериозов членистоногих. Так, если до это-
го времени коллекция института насчитывала всего нескольких 
штаммов, причем в основном зарубежного происхождения, то  
в настоящее время она включает в себя 343 аборигенные культуры 
энтомопатогенных анаморфных аскомицетов и 49 местных штам- 
мов на основе бактерий [4]. На протяжении многих лет ее пере-
чень микроорганизмов постоянно пополняется за счет штаммов 
культур, выделенных в результате научно-исследовательской 
работы коллектива лаборатории биотехнологии. Постоянно ве-
дется обновление и поддержание коллекции микроорганизмов  
в жизнеспособном активном состоянии.

Доминирующим таксоном в коллекции является Beauveria 
bassiana s. l. (189 штаммов), доля которого от общего числа ви-
дов составляет более 62,7%. На втором месте по встречаемости 
находится Beauveria pseudobassiana (63 штамма). На третьем ме-
сте Isaria farinosa (47 штаммов) а также 49 местных штаммов 
бактерий группы Bacillus thuringiensis ssp. (48 штаммов), Bacillus 
licheniformis (1 штамм).

Отбор и селекция перспективных штаммов-продуцентов  
в основном проводится традиционно, с использованием в качестве 
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основного целевого показателя признака вирулентности. В ре-
зультате применения как классических методов селекции, так  
и других приемов, включая индуцированный мутагенез, уда-
лось получить огромное количество штаммов микроорганизмов 
с очень высокой биологической активностью для снижения чис-
ленности вредителей из различных систематических групп (са-
ранчовые, сосущие вредители защищенного грунта, колорадский 
жук, листогрызущие чешуекрылые и др.). Кроме того, иденти-
фикация полученных культур проводится с использованием не 
только классических методов, но и современных молекуляр-
но-генетических маркеров [5].

В настоящее время с коллекционными культурами прово-
дятся интенсивные работы. Ежегодно имеющиеся в лаборатории 
биотехнологии коллекционные штаммы пересеиваются на све-
жие питательные среды (Сабуро, среда «А» по 3–4 пробирки) 
для их дальнейшей закладки на хранение и определения морфо-
логических, биохимических, экологических и паразитических 
особенностей.

Литература

1. Гештовт, Н. Ю. Энтомопатогенные грибы (биотехнологические аспекты) / 
Н. Ю. Гештовт. – Алматы, 2002. – 288 с.

2. Faria, M. R. Mycoinsecticides and mycoacaricides: a comprehensive list 
with worldwide coverage and international classification of formulation types /  
M. R. Faria, S. P. Wraight // Biol. Control. – 2007. – Vol. 43. – P. 237–256.

3. Каталог культур микроорганизмов. – Астана, 2003. – 6 с.
4. Биологическое разнообразие энтомопатогенных аскомицетов и страте-

гия их отбора для разработки новых микоинсектицидов / Г. Р. Леднев [и др.]. – 
Краснодар, 2014. – C. 146–148.

5. Современные представления о разработке биологических препара- 
тов на основе энтомопатогенных анаморфных аскомицетов для сниже- 
ния численности вредных членистоногих / Г. Р. Леднев [и др.]. // Материалы 
междунар. науч. конф. «Инновационные экологически безопасные техно- 
логии защиты растений», Алматы, 24–25 сент. 2015 г. – Алматы, 2015. –  
С. 121–122.



99

MICROBIAL OXIDATION  
OF ARTIFICIAL 3Β-HYDROXYSTEROIDS:  

IN VITRO AND IN SILICO STUDIES

Faletrov Y. V.1, 2, Panada J. V.1, 2, Plocinska R.3,  
Sidarenka A. V.4, Horetsky M. S. 1, 2, Frolova N. S.1,  

Rudaya E. V.1, 2 , Brzostek A.3, Novik G. I.4, Dziadek J.3,  
Shkumatov V. M.1, 2

1Research Institute for Physical and Chemical Problems,  
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Some bacteria are known to possess cholesterol oxidases and/or 
cholesterol dehydrogenases, which are responsible for conversion  
of cholesterol and some other 3β-hydroxy-5-en steroids (3HS) into 
their 3-keto-4-en analogues. Despite that metabolism of natural 3HS 
by microorganisms and enzymes is studied in details, little is known 
about metabolism of artificial 3HS. We reported about ability of cho-
lesterol oxidase from Brevibacterium sp. and cholesterol dehydroge-
nase (CHDH) from Nocardia sp. to oxidize fluorescent 22-NBD-cho-
lesterol and 25-NBD-cholesterol into their 3-keto-4-en derivatives. 
Ability of Pseudomonas aeruginosa to convert 22-NBD-cholesterol 
in the same way was detected [1–3].

The aim of the study was to reveal new microbiological biocon-
versions of artificial 3HS. We used microbiological and enzymatic 
bioconversions, chromatography, mass-spectrometry, fluorimetry and 
computer-aided docking simulation.

Bioconversion of 22-NBD-cholesterol, its 22-nor-homologue 
20-(NBD)-pregn-5-en-3β-ol, 25-NBD-cholesterol and BODIPY-cho-
lesterol by Mycobacterium smegmatis mc2  155 and  M.  tuberculo-
sis H37Rv was studied [4]. New tests demonstrated that BODIPY-cho-
lesterol bioconversion by Rhodococcus ruber BIM-300 and R. ruber 
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BIM-581 can proceed in the same manner. Novel artificial clickable 
3HS Nat  20(S)-yne, synthesized 20-(propargylamino)-pregn-5-en-
3β-ol (PAP), 17-(but-3-yne-1-amino)-androst-5-en-3β-ol (DAB) and 
also 16-azido-17alpha-hydroxypregn-5-en-3 were found to be able to 
undergo conversion by the CHDH [5]. Moreover, docking simulation 
(Autodock 4.2) demonstrated that Nat 20(S)-yne [6], PAP and DAB 
 as well as their 3-keto-4-en derivatives (products of oxidation by 
CHDH) could be bound efficiently in the active site of mycobacterial 
CYP125 (pdb code: 2 × 5w) in the manner, allowing oxidative activa-
tion of their alkyne moieties of Nat, PPA and PBA (distances from Fe 
to alkynes were within 0.4 nm). The computed new properties of the 
3HS provide perspectives to test the compounds in vitro as potential 
inhibitors of the enzymes (не совсем поняла смысл этого предло-
жения). The reactions established might be interesting for microbio-
logical production of the 3HS 3-keto-4-en derivatives (can be of value 
as steroid hormone-like compounds) and for studies of steroid roles  
in host-pathogen interactions.
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β-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ
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β-Галактозидаза (КФ 3.2.1.23) относится к классу гидролаз, 
которые катализируют гидролиз концевых невосстановленных 
остатков β-D-галактозы в β-галактозидах, включая лактозу, с обра- 
зованием свободных моносахаридов, либо переносят остаток β-D- 
галактозы на молекулу лактозы или других β-D-галактозидов  
с образованием галактоолигосахаридов [1, 2].

На данный момент фермент находит промышленное приме-
нение для производства из молока и отходов его переработки 
продуктов функционального питания и кормов с пониженным 
содержанием лактозы, а также лекарственных препаратов для 
компенсации лактазной недостаточности [3, 4].

Цель данного исследования – создание и характеристика ре-
комбинантного штамма Escherichia coli – продуцента β-галакто-
зидазы.

В ходе работы сконструирован штамм E. coli, продуцирую-
щий рекомбинантную β-галактозидазу с суммарной активно-
стью 2 млн ед/л.

На начальном этапе методом ПЦР амплифицировали ген 
β-gal, кодирующий аминокислотную последовательность β-га-
лактозидазы. Праймеры для ПЦР-амплификации гена подбирали 
таким образом, чтобы после его амплификации 5′- и 3′-оконча-
ния ПЦР-продукта содержали последовательности, комплемен-
тарные вектору pET42a(+). На втором этапе проводили про-
должительную перекрывающуюся ПЦР (ПП-ПЦР). Комплемен-
тарные участки линеаризованного вектора pET42a(+) и гена β-gal 
выступали в качестве ДНК-затравок. Продуктами ПП-ПЦР транс- 
формировали клетки штамма E.  coli  BL21(DE3). В  результате 
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ПЦР-скрининга полученных трансформантов E. coli BL21(DE3) 
на наличие плазмиды, несущей «вставку» гена β-gal, с исполь-
зованием праймеров к 5′-концу гена и Т7-терминатору, находя-
щемуся в плазмиде, отобрана колония клеток E. coli β-gal, содер-
жащая целевую плазмиду.

Для подбора оптимального способа индукции синтеза β-га-
лактозидазы E. coli, обеспечивающего наибольший выход целе-
вого белка, клетки выращивали на питательной среде Лурия–
Бертани с добавлением минеральных компонентов и глюкозы  
с последующим внесением в среду изопропил-β-D-1-тиогалак-
топиранозида до конечной концентрации 0,1–0,25 ммоль. Ана-
лиз белкового состава клеточного лизата проводили при помо-
щи ДСН-полиакриламидного гель-электрофореза.

За единицу активности β-галактозидазы принимали такое ее 
количество, которое при pH 7,0 и температуре 40 °С за 1 мин ги-
дролизует о-нитрофенил-β-D-галактозид с образованием 1 ммоля 
о-нитрофенола. Суммарная активность внутриклеточного фер-
мента достигала 2 млн ед/л.

Применение генно-инженерных штаммов в производстве био- 
логически-активных веществ, включая ферменты, позволяет су-
щественно сократить процесс и уменьшить сопряженные с этим 
материало-, энерго- и трудозатраты.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИХ  
ХАРАКТЕРИСТИК БАКТЕРИЙ РОДА  

STAPHYLOCOCCUS – ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ  
ПРОДУЦЕНТОВ ОРГАНИЧЕСКИХ РАСТВОРИТЕЛЕЙ 
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Мировое сообщество заинтересовано в получении возобнов-
ляемых источников энергии, однако существующие технологии 
пока менее рентабельны, чем использование природных ископа-
емых – нефти, угля и газа. Только осознание конечности таких 
ресурсов, а также значительные колебания их стоимости стиму-
лируют многие страны и компании вести разработки по совер-
шенствованию технологий получения возобновляемого топлива. 
В этом плане интерес представляет биотопливо на основе спир-
тов или кетонов, которое получают при ферментации раститель-
ного сырья микроорганизмами. Одной из наиболее отработан-
ных технологий является микробиологический синтез бутанола 
с помощью бактерий рода Clostridium [1], однако данные микро-
организмы характеризуются невысокой продуктивностью, по-
скольку уже при низких концентрациях спирта (≈2%) наблюда-
ется угнетение роста бактерий-продуцентов [2]. В  эру генной  
и метаболической инженерии данную проблему пытаются решать 
с помощью двух подходов: повышение устойчивости традици-
онных продуцентов бутанола с помощью внесения целенаправ-
ленных изменений в геномы данных микроорганизмов [3] либо 
перенос в заведомо устойчивые микроорганизмы всего метабо-
лического пути синтеза бутанола или других растворителей [4].

В последнее время в литературе появились данные о выяв- 
лении бутанолтолерантных бактерий Staphylococcus aureus  
и S. warneri [2, 5]. Нами было сделано предположение, что дан-
ное свойство характерно не единичным штаммам, а всем бакте-
риям данного рода. 



104

Цель данной работы – исследование стрессовых физиоло-
го-биохимических характеристик различных штаммов стафило-
кокков и определение критической для роста бактерий концен-
траций бутанола и этанола в питательной среде.

Доступные нам штаммы стафилококков S. warneri 22.1, S. equ- 
orum, S. saprophyticus, S. aureus ATCC 25925, S. aureus ATCC 6538 
были исследованы на способность к росту при повышенных тем-
пературах, устойчивость к высоким концентрациям хлористого на-
трия в среде (осмотический стресс) и различным антибиотикам,  
а также на способность расти в присутствии этанола или бутанола.

Было установлено следующее:
– все штаммы способны расти при температурах 28–40 °С, 

незначительный рост штаммов S. warneri 22.1, S. aureus ATCC 
25925, S. aureus ATCC 6538 наблюдается вплоть до 46 °С;

– все исследуемые микроорганизмы способны расти в жид-
кой питательной среде LB с концентрацией NaCl до 22%, штам-
мы S. equorum и S. saprophyticus – до концентрации 27%;

– все штаммы устойчивы к хлорамфениколу в концентрации 
10 мкг/мл и налидиксовой кислоте в концентрации 20 мкг/мл;

– интенсивный рост бактерий наблюдается при концентра-
ции этанола в среде до 8,5%;

– все исследуемые штаммы хорошо растут в присутствии 2% 
бутанола; при наличии в среде 2,5% бутанола значительно сни-
жается интенсивность роста штаммов. Бактерии S.  equorum, 
S. saprophyticus способны расти в питательной среде с 3,5%-ным 
бутанолом.

Таким образом, бактерии рода Staphylococcus, обладающие 
способностью расти в стрессовых условиях, могут использо-
ваться для генно-инженерных манипуляций и иметь широкое 
применение, в том числе как потенциальные продуценты бута-
нола или этанола.
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СВЕРХЭКСПРЕССИЯ ГЕНА ТРАНСКРИПЦИОННОГО 
ФАКТОРА AСE1P ПОВЫШАЕТ АКТИВНОСТЬ  

ПРОМОТОРА ГЕНА SCCUP1 В ДРОЖЖАХ  
PICHIA PASTORIS

Цыганков М. А., Падкина М. В.

Санкт-Петербургский государственный университет,  
Санкт-Петербург, Россия, 
mial.tsygankov@yandex.ru

Дрожжи Pichia pastoris представляют собой удобную систе-
му экспрессии гетерологичных генов. Особенностями P. pasto-
ris являются простота культивирования, разработанные мето-
дики генетических манипуляций, сильные, сравнимые с бакте-
риальными промоторы. От прокариотических систем экспрессии 
P.  pastoris выгодно отличает наличие ферментов посттрансля-
ционных модификаций эукариотических белков, что способ-
ствует высокой вероятности их успешного синтеза и правильно-
го фолдинга [1].

Несмотря на наличие широко используемого, сильного, ин-
дуцируемого метанолом промотора гена алкогольоксидазы-1 
(PAOX1), поиск промоторов с различной активностью и спосо-
бом регуляции является актуальной задачей [2].

На основе промотора гена ScCUP1 (PCUP1) была создана 
конструкция для гетерологической экспрессии генов в дрожжах 
Saccharomyces cerevisiae [3]. Белок Cup1p – металлотионенин. 
Металлотионеины – цистеин-богатые консервативные белки, 
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представленные во всех эукариотах, одной из основной фун- 
кций которых является связывание ионов металлов внутри 
клетки [4]. Промотор PCUP1 реагирует на повышенные уровни 
ионов меди (II). Было выявлено, что транскрипционный фак-
тор Ace1p регулирует экспрессию гена ScCUP1 [5]. Обнару- 
жено, что промотор гена ScCUP1 работает также в дрожжах 
P. pastoris [6].

Нашей задачей было сравнить активность промотора PCUP1 
с активностью промотора PAOX1 и оценить влияние сверхэкс-
продукции транскрипционного фактора Ace1p на активность 
промотора PCUP1 в дрожжах P. pastoris.

В качестве репортерной системы, позволяющей оценить актив-
ность промотора, использовалась система на основе репресси-
бельной кислой фосфатазы (КФ, ген PHO5) дрожжей S. cerevisiae, 
разработанная в нашей лаборатории ранее на основе плазмиды 
pPIC9 («Invitrogen») [7]. Нами был получен штамм дрожжей,  
в котором ген PHO5 находится под контролем промотора PCUP1 
(GS-PCUP1-PHO5). В качестве исходного использовался штамм 
GS115 («Invitrogen»). Затем полученный штамм был трансфор-
мирован плазмидой на основе вектора pPICZαA («Invitrogen»),  
в которой под контролем промотора PAOX1 находится ген ScACE1 
(GS-PCUP1-PHO5/PAOX1-ACE1).

Данный штамм позволил в условиях индукции промотора 
PAOX1 оценить влияние сверхэкспрессии гена транскрипцион-
ного фактора Aсe1p на активность промотора PCUP1. Штаммы 
выращивались 3 сут в среде, содержащей дрожжевой экстракт, 
пептон и метанол в качестве основного источника углерода  
и индуцирующего агента промотора PAOX1. Для индукции промо-
тора PCUP1 добавляли сульфат меди (II) до концентрации 10 ммоль. 
Измеряли удельную (отнесенную к оптической плотности кле-
точной суспензии) активность КФ в суспензии клеток дрожжей  
в культуральной жидкости.

Измерения показали, что активность промотора PCUP1 в штам-
ме GS-PCUP1-PHO5 при данных условиях составляла не более 
5% от промотора PAOX1. Сверхэкспрессия гена ScACE1 в штамме 
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GS-PCUP1-PHO5/PAOX1-ACE1 повышала активность промотора 
PCUP1 со вторых суток измерений более чем в 4 раза. В этом 
случае активность промотора PCUP1 составляла до 25% от ак-
тивности промотора PAOX1.

Полученные нами данные согласуются с результатами, полу-
ченными совсем недавно на промоторе гена PpAOX1 и его транс-
крипционном факторе Mit1 [8]. На основании изложенного можно 
сделать вывод, что сверхэкспрессию транскрипционных факто-
ров можно использовать в качестве подхода к повышению актив-
ности регулируемых ими промоторов, а также, возможно, к повы-
шению чувствительности промоторов к концентрациям индуци-
рующих агентов.
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ БАКТЕРИЙ, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С ПОДЗЕМНЫМИ ОРГАНАМИ 
DACTYLORHIZA MACULATА (L.) SOÓ (ORCHIDACEAE)

Шеховцова Н. В., Первушина К. А., Маракаев О. А.

Ярославский государственный университет им. П. Г. Демидова,  
Ярославль, Россия, ninval@mail.ru

На кафедре ботаники и микробиологии Ярославского госу-
дарственного университета им. П. Г. Демидова более 10 лет ве-
дется изучение микробного комплекса, ассоциированного с под-
земными органами Dactylorhiza maculatа (L.) Soó (Orchidaceae) 
как перспективного источника лекарственного сырья в культуре 
in vitro [1]. Первоначально внимание уделяли исследованию роли 
микоризы в биологии этого вида орхидных [2], поскольку, как 
известно с конца XIX в., без участия микосимбионта невозможно 
прорастание их семян, лишенных запаса питательных веществ 
[3]. Однако примерно через 100 лет после этого появились пред-
ставления о том, что не только растение, но и микоризный гриб 
зависит от бактерий-азотфиксаторов, развитие которых он также 
стимулирует [4]. В связи с вышесказанным круг изучаемых ми-
кроорганизмов был расширен за счет ассоциативных бактерий.

Цель настоящей работы – изучение биотехнологического потен- 
циала бактерий, ассоциированных с подземными органами D. ma- 
culatа, с помощью выявления у них традиционными микробиоло-
гическими методами свойств, стимулирующих рост растений.

В ходе исследований 27 чистых культур бактерий было вы-
делено с помощью питательных сред [5, 6] из ризосферы, ризо-
планы и внутренних тканей придаточных корней и стеблекорне-
вых тубероидов генеративных особей D. maculatа, которые были 
изъяты из ценопопуляции в молодом злаково-разнотравном  
березняке с ольхой на дерново-подзолистой суглинистой почве  
с содержанием гумуса 1,4% и рН 4,2 (Ярославская область, цен-
трально-европейская часть России).

Выделенные бактерии по культуральным, морфологическим 
и тинкториальным свойствам были отнесены к следующим мор-
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фотипическим группам: I – грамотрицательные (1 штамм), II – 
грамположительные спорообразующие палочки (15 шт.), III – 
актинобактерии, не формирующие воздушный мицелий (3 шт.) 
и IV – актинобактерии, склонные к формированию воздушного 
мицелия (8 штаммов). Грамположительные спорообразующие 
бактерии как перспективные продуценты фитогормона – индо-
лил-3-уксусной кислоты (ИУК) были идентифицированы по фе-
нотипическим свойствам, включая физиолого-биохимические 
[7], как различные виды родов Bacillus (штаммы В, Е1, Е5, Е8, I, 
K, M и М2) и Paenibacillus (штаммы S и S5).

Установлено, что все выделенные бактерии способны фикси-
ровать молекулярный азот и тем самым участвовать в азотном 
питании как растения, так и его микосимбионта. Пять штаммов 
актинобактерий, склонных к образованию воздушного мицелия 
предположительно р. Streptomyces (J, L, N1, N2 и Y), обладают 
целлюлазной активностью, что позволяет им успешно инфици-
ровать растение самостоятельно или совместно с грибом. 19 чи-
стых культур имели амилолитическую активность, что дает им 
возможность инициировать прорастание семян наряду с мико-
симбионтом. Дополнительную протеолитическую активность 
проявили все спорообразующие культуры и 2 штамма (J и Y) 
актинобактерий. К синтезу ИУК оказались способными грам- 
отрицательная культура и 14 спорообразующих грамположи-
тельных штаммов бактерий культур. 

Таким образом, комплекс бактерий, ассоциированных с под-
земными органами D. maculatа, обладает многими стимулирую-
щими рост растений свойствами, что показано в биотестах [8],  
и может дополнять активность микосимбионта как при про-
растании семян, так и в дальнейшем онтогенезе растения, что 
должно быть учтено при разработке технологии выращивания 
орхидных in vitro.
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АНТАГОНИСТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ШТАММОВ 
ENTEROCOCCUS SP.,  

ИЗОЛИРОВАННЫХ ИЗ ЦЕЛЬНОГО МОЛОКА

Щетко В. А., Головнева Н. А., Иванько М. В.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
e-mail: shchatko@mbio.bas-net.by

В настоящее время пробиотики на основе молочнокислых 
бактерий широко применяются в ветеринарной и медицинской 
практике для профилактики и лечения различных заболеваний 
человека и животных. Проводятся активные фундаментальные 
и прикладные исследования, направленные на выделение и изу-
чение свойств новых эффективных штаммов, доказательство их 
функциональных свойств, разработку и совершенствование био- 
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препаратов [1, 2]. В составе пробиотиков используются бактерии, 
обладающие высокой скоростью роста и активностью кислото-
образования, продуцирующие антимикробные, ароматические 
соединения, полисахариды, витамины, ферменты и другие био-
логически активные соединения. Большинство известных пробио-
тических культур выделены из кишечника и относятся к родам 
Bifidobacterium и Lactobacillus. Представители рода Enterococcus 
также используются в составе пробиотиков и биологически ак-
тивных добавок. При оценке биологической активности и пер-
спектив использования энтерококков в составе пробиотиков боль-
шое значение имеет изучение антагонистических свойств этих 
бактерий по отношению к патогенным микроорганизмам [3]. 
Ряд авторов полагают, что основным фактором антагонистиче-
ской активности энтерококков является их способность проду-
цировать антимикробные пептиды – энтероцины [4, 5].

Проведено исследование антагонистических свойств 40 штам- 
мов Enterococcus sp., изолированных из цельного коровьего мо-
лока, в отношении тест-культур Staphylococcus aureus и Salmo-
nella typhimurium. Антагонистическую активность исследовали 
общепринятыми методами при культивировании бактерий в жид- 
ких и агаризованных питательных средах [6].

Показано, что наиболее выраженной антагонистической ак-
тивностью по отношению к тест-культурам Staphylococcus au-
reus 2098, Staphylococcus aureus и Salmonella typhimurium обла-
дали штаммы Enterococcus sp., характеризующиеся также наи-
более активным кислотообразованием. Диаметр зон задержки 
роста на плотных средах составлял 2–15 мм.

Для выявления продукции бактериоцинподобных соедине-
ний в экспериментах использовали бесклеточную культураль-
ную жидкость штаммов Enterococcus sp., нейтрализованную до 
рН 7, что позволило исключить антимикробное действие орга-
нических кислот. При использовании метода лунок, установле-
но, что Enterococcus sp. № 26, 27, 28, 35, 36, 39 ингибируют рост 
S. aureus 2098, диаметр зон задержки роста составил 7–15 мм.  
У остальных исследуемых штаммов не обнаружено антагонисти-
ческой активности в этих условиях.



В жидких питательных средах исследуемые штаммы Entero-
coccus sp. более эффективно подавляли рост тест-штаммов. При 
этом штаммы № 26, 27, 28, 29, 30, 31, 33, 35, 36 ингибировали рост 
S. aureus 2098 на 100 %. Enterococcus sp. № 30, 35 и 38 проявили 
также выраженную антагонистическую активность по отноше-
нию к S. typhimurium, ингибируя рост тест-штамма на 40–70%.

Таким образом, исследованы антагонистические свойства штам- 
мов Enterococcus sp., изолированных из цельного молока, по от-
ношению к S. aureus 2098 и S. typhimurium. Показано, что наибо-
лее активные штаммы Enterococcus sp. № 30 и № 35 продуцируют, 
помимо органических кислот, бактериоцинподобные соединения, 
подавляющие рост тест-штаммов.
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АЗОТФИКСИРУЮЩИЕ И ФОСФАТМОБИЛИЗУЮЩИЕ 
БАКТЕРИИ ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В ТЕХНОЛОГИИ 

ВЫРАЩИВАНИЯ ПРУДОВОЙ РЫБЫ

Алещенкова З. М.1, Воронова Г. П.2,  
Сафронова Г. В.1, Марцуль О. Н.2, Петрашевская Т. В.2,  

Савчиц Т. Л.1, Федоренчик А. А.1

1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
hsafronava@mail.ru

2РУП «Институт рыбного хозяйства», Минск, Беларусь

Главной задачей прудового рыбоводства Беларуси является обе- 
спечение населения рыбой. Результаты выращивания прудовой рыбы 
по традиционной технологии свидетельствуют, что свыше 40% 
рыбхозов страны имеют показатели по общей рыбопродукции пру-
дов значительно ниже средних по республике нормативов. Для  
передовых хозяйств товарная продукция составляет 15–20 ц/га,  
и возможности увеличения производства рыбы по традиционной 
технологии исчерпаны. Поэтому для достижения намеченных объ-
емов выращивания рыбы необходимо более полно использовать 
естественные кормовые ресурсы прудов, содержание которых мо-
жет быть увеличено введением в технологию выращивания прудо-
вой рыбы азотфиксирующих и фосфатмобилизующих микроорга-
низмов, поставляющих в водные экосистемы легко утилизируемые 
биогенные элементы.

Цель работы – изучение влияния интродуцированных азот-
фиксирующих и фосфатсолюбилизирующих бактерий на содер-
жание азота и фосфора в прудовой воде.

Объекты исследований: бактериальные штаммы Brevibacte-
rium рarabrevis БИМ В-796Г, Rhizobium rhizogenes БИМ В-486Д, 
Pseudomonas lini БИМ В-485Д, Pseudomonas putida БИМ В-702Д.

Для выполнения поставленной цели определяли азотфик- 
сирующую и фосфатмобилизующую активность изучаемых штам-
мов. Методом молекулярно-генетического анализа подтверждено 
наличие nifH-гена у B.  рarabrevis БИМ В-796Г и R. rhizogenes 
БИМ В-486Д, а их азотфиксирующая активность в чистой куль-
туре составила 42,7 и 121,4 нмоль С2Н4/фл./сут. соответственно. 
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Штаммы P. lini БИМ В-485Д и P. putida БИМ В-702Д сохранили 
фосфатсолюбилизирующую активность: диаметр зон «гало» до-
стигал 9,8 и 14,7 мм соответственно.

Для проведения модельных опытов на основе монокультур 
наработали в лабораторных условиях экспериментальные образ-
цы бактериальных штаммов с титрами жизнеспособных клеток 
от 0,9 до 4,2 × 109 КОЕ/мл.

Исследование острой токсигенности и патогенности для рыб 
при введении бактериальной суспензии штаммов per os и внутри-
брюшинно показало отсутствие изменений в поведении карпа; ги-
бели рыбы за период наблюдения не выявлено.

Оценка их деструктивной активности показала, что при исполь-
зовании высоких доз бактериальных суспензий от 0,05 до 1,5 мл/л 
показатели БПК1 находились в пределах технологической нормы 
для карповых прудов в поликультуре и в течение суток не оказы-
вали отрицательного влияния на кислородный режим. БПК1 для 
штамма B. рarabrevis БИМ В-796Г находился в пределах 0,48–1,36 мг 
О2/л (в контроле 0,16), R. rhizogenes БИМ В-486Д – 0,56–0,96 мг 
О2/л (в контроле 0,32), P.  lini БИМ В-485Д – 2,56–4,08 мг О2/л  
(в контроле 0,16), P.  putida БИМ В-702Д – 0,24–0,72 мг О2/л  
(в контроле 0,22). При экспозиции опыта 5 суток (БПК5) внесение 
азотфиксирующего R. rhizogenes БИМ В-486Д и фосфатмобили-
зующего P. lini БИМ В-485Д штаммов в концентрациях от 0,5 до 
1,5 мл/л приводило к большему потреблению кислорода в опыт-
ных склянках по сравнению с контролем (244–333 и 112–169% 
соответственно). Полученные результаты свидетельствуют как 
о высокой активности этих штаммов, их пролонгированном дей-
ствии, так и о невозможности их применения в больших концен-
трациях в водной среде.

Определение острой и хронической токсичности азотфиксиру-
ющего R. rhizogenes БИМ В-486Д и фосфатмобилизующего P. lini 
БИМ В-485Д штаммов при внесении в воду показало, что они не 
токсигенны и не патогенны для рыб.

Эффективность отобранных штаммов оценивали по содержа-
нию в воде минеральных форм азота и фосфора при их одноразовом 
(на 1-е сутки) и двухразовом (на 1-е и 11-е сутки) внесении в кон-
центрациях 0,05; 0,1 и 0,2 мкл/л. Конт-роль – 70% нормы NP-удо- 
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брений. Высокое содержание суммарного азота в прудовой воде 
получили как при одноразовом, так и при двухразовом внесении 
азотфиксирующего штамма R. rhizogenes БИМ В-486Д в концен-
трации 0,1 мкл/л. Их значения составляли 6,00 и 5,21 мг N/л соот-
ветственно (в контроле – 4,71). Одноразовое применение фосфатмо-
билизующего штамма P. lini БИМ В-485Д во всех концентрациях 
увеличивало содержание минерального фосфора по отношению  
к контролю на 0,01, 0,05 и 0,02 мг Р/л соответственно, двухразовое – 
на 0,01 (0,05 мкл/л) и 0,04 мг Р/л (0,1 мкл/л). Анализ динамики сум-
марного азота в микрокосмах в течение 20 сут опыта показал рост 
минерального азота в воде на 5-е и на 11-е сутки опыта при внесе-
нии R. rhizogenes БИМ В-486Д в концентрации 0,1 мкл/л, фосфора – 
на 5-е, 11-е и 15-е сутки (штамм P. lini БИМ В-485Д).

Плотность популяций олигонитрофильных и фосфатмобили-
зующих бактерий в воде при интродукции штаммов R. rhizogenes 
БИМ В-486Д и P. lini БИМ В-485Д на протяжении всего срока экс-
перимента превышала таковую контроля.

Полученные данные позволяют сделать вывод о пригодности 
азотфиксирующего R. rhizogenes БИМ В-486Д и фосфатмобили-
зующего P.  lini БИМ В-485Д штаммов для интродукции в водо- 
емы с целью повышения содержания азота и фосфора, снижения 
дозы NP-удобрений и получения экологически чистой рыбы.

ПРИМЕНЕНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННОГО ИНОКУЛЯТА 
В ОТЪЕМНО-ДОЛИВНОМ КУЛЬТИВИРОВАНИИ  

ШТАММА BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS SUBSP. 
PLANTARUM БИМ В-439Д

Бережная А. В., Романовская Т. В., Коломиец Э. И.
Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 

domialzo@bk.ru

Популярность биологических средств защиты растений обу-
словлена тем, что, в отличие от агрохимикатов, такие препараты 
безопасны для человека и окружающей среды, характеризуются 
специфичностью действия, не вызывают резистентности у воз-
будителей болезней [1]. Именно поэтому исследования по повы-
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шению эффективности и конкурентоспособности биопрепара-
тов являются особенно актуальными.

В данной работе представлены результаты исследований  
по получению иммобилизованного инокулята Bacillus amyloli- 
quefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д (основа биопрепарата  
«Бетапротектин») для отъемно-доливного культивирования бак- 
терий.

Основными критериями отбора носителя для иммобилиза-
ции клеток были количество адсорбированной биомассы и титр 
колониеобразующих единиц (КОЕ) и спор бактерий, иммобили-
зированных на его поверхности. По результатам экспериментов 
в качестве основы для иммобилизованного инокулята было вы-
брано полиэфирное нетканое полотно О2-1 Лавсан. Определено 
оптимальное соотношение массы носителя к объему культу-
ральной жидкости (КЖ) для максимальной сорбции клеток: 
1  г/1 л. Для получения иммобилизованного инокулята навеску 
сорбента О2-1 Лавсан весом 6 г вносили в 6 л 1 суточной культуры 
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д и культивиро-
вали в течение 2 ч для сорбции клеток и спор. Затем полученный 
посевной материал использовали для засева 60  л питательной 
среды Мейнелла в 100-литровом опытно-промышленном фермен-
тере. Параллельно проводили контрольную ферментацию с исполь-
зованием жидкого посевного материала в количестве 10% от 
объема КЖ. Режим отъема-долива отрабатывали при скоростях 
разбавления от 0,2 до 0,3 л/ч–1, периодичность отъема-долива 
составляла 4  ч, максимальная продолжительность процесса – 
188 ч. При культивировании со скоростью разбавления D = 0,2 л/ч–1 
выход бактериальной биомассы и продуктивность процесса в кон-
трольном и опытном вариантах существенно не отличались, тог-
да как при повышении скорости разбавления до D  =  0,25  л/ч–1  
в опытном варианте наблюдалось увеличение этих показателей 
в среднем на 17% по сравнению с контролем. Также в этом слу-
чае существенно отличались показатели антагонистической ак-
тивности биопрепаратов (см. рисунок). При скорости разбавле-
ния D = 0,3 л/ч–1 как в опытном, так и в контрольном варианте 
наблюдалось вымывание культуры.



118

Таким образом, было установлено положительное влияние 
применения иммобилизованного инокулята на основе материала 
Лавсан О2-1 на продуктивность отъемно-доливного культивиро-
вания бактерий B. amyloliquefaciens subsp. plantarum БИМ В-439Д 
со скоростью разбавления D = 0,25. Это можно объяснить тем, 
что иммобилизованные клетки в меньшей степени подвержены 
воздействию различных неблагоприятных инактивирующих 
внешних факторов [2, 3]. Кроме того, было показано, что приме-
нение иммобилизованного инокулята делает возможным замену 
периодического культивирования отъемно-доливным процессом, 
что обеспечивает снижение энерго- и трудозатрат в ходе фермен-
тации и одновременно позволяет получить большее количество 
биопрепарата.
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ИССЛЕДОВАНИЯ ВЛИЯНИЯ КОМПЛЕКСНОГО  
ПРИМЕНЕНИЯ БИОПРЕПАРАТОВ

Беруашвили М., Кереселидзе М., Баркалая Р.

Научно-исследовательский центр сельского хозяйства Грузии,  
Тбилиси, Грузия, mzia.beruashvili@srca.gov.ge

Ежегодно во всем мире увеличивается количество биологи-
ческих хозяйств, и на смену интенсивному сельскому хозяйству 
постепенно приходит биоагропроизводство. Большую роль в раз- 
витии биопроизводства играют микробные биотехнологии [1, 2], 
в частности, изготовленные на основе микроорганизмов биопре-
параты, которые, с одной стороны, улучшают питание растений, 
а с другой – уменьшают число вредных организмов, усиливают 
иммунитет растения, его устойчивость к вредителям, различ-
ным заболеваниям и не являются угрозой для окружающей среды.

С целью исследования влияния биопрепаратов на сельскохо-
зяйственные культуры на экспериментальной базе Научно-иссле-
довательского центра Цилкани наряду с местными и завезенны-
ми препаратами в течение двух лет на томатах были комплексно 
исследованы препараты производства ООО «Биоагро» – «Орга-
ника», «Биокатена», «Фитокатена», «Агрокатена», «Боверин», 
«Лепидин», «Туринген» и «Нематофаг», изготовленные на базе 
Bacillus turingiensis, B. subtilis, Pseudomonas fluorescens, Tricho- 
derma lignorum, Beauveria bassiana и Arthrobotrys oligospora. 
Для эксперимента были выделены равные площади опытного, 
контрольного и эталонного вариантов. На площадь опытного ва-
рианта были внесены биопрепараты, на контрольной площади 
опыты проводились без внесения биопрепаратов, а в эталонный ва-
риант были внесены химические средства (минеральные удо-
брения – аммиачная селитра, пестицид – антракол). Из вышепе-
речисленных биопрепаратов была приготовлена суспензия, ко-
торая в рекомендованных дозах была внесена в соответствующие 
вегетационные фазы развития растения.

На томатах (сорт Чопортула, площадь варианта – 0,0078 га) 
биопрепараты были использованы как для обработки семян, так 
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и для питания всходов. Первая подпитка всходов была внесена  
в фазе 2–3 листьев, следующие 3 – путем листьевого питания – 
через 2 недели после пересадки рассады, в начале цветения и в пе- 
риод формирования плодов. В полевых условиях наблюдения 
проводились над ростом и развитием растения, нами были изу-
чены биохозяйственные показатели и урожайность, а также вли-
яние препаратов на вредителей и болезни.

Исследованиями было установлено, что в опытных вариан-
тах по сравнению с контрольным и эталонным в результате вли-
яния биопрепаратов ускорилось развитие растения: на 7–10 дней 
раньше началось цветение и созревание плодов. Лучшие показа-
тели продуктивности по сравнению с контрольными были полу-
чены при использовании препаратов ООО «Биоагро», но по 
сравнению с химически обработанными продуктивность нена-
много отставала (см. таблицу). Поштучно количество плодов на 
одном растении при использовании биопрепаратов на 2 больше 
по сравнению с контрольным и на 1 меньше по сравнению с эта-
лонным вариантами. Также следует отметить, что результаты  
в опытном варианте по сравнению с контрольным были намного 
лучше в 2017 г., чем в 2016 г.

Влияние биопрепаратов «Биоагро» на урожайность томатов

Вариант Использованные 
препараты

Количество 
плодов на 
1 растение 
(поштучно)

Урожайность на 
данной площади, кг

Урожайность  
в пересчете на 1 га, т

2016 г. 2017 г. 2016 г. 2017 г.

Опытный Препараты 
«Биоагро» 16–17 135,67 120,9 17,3 15,5

Контрольный Без обработки 14–15 132,82 87,3 17,0 11,2
Эталон Обработанные 

химическими 
средствами

17–18 136,74 117,7 17,5 15,1

Ни в одном варианте болезни корней не были зафиксирова-
ны, из вредителей были выявлены в незначительном количестве 
белокрылки, а также огневки. Из заболеваний обнаружена плодовая 
гниль (альтернариоз), которая во время первого сбора достигала 
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30–35%, во время последующих сборов снизилась до минимума 
и не превышала 5%.

В результате проведенных работ можно заключить, что ука-
занные биопрепараты характеризуются стимулирующими, спо-
собствующими развитию растений свойствами, увеличивают 
продуктивность и в некоторой степени снижают риск развития 
заболеваний, поражения различными вредителями. Вследствие 
этого их использование рекомендовано как в биологических, так 
и в традиционных интенсивных хозяйствах.
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ВЫДЕЛЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО 
ЛАКТОФЕРРИНА ИЗ МОЛОКА КОЗ-ПРОДУЦЕНТОВ  

И ЕГО АНТИМИКРОБНЫЕ СВОЙСТВА

Бирюков Р. Н., Костеневич А. А., Фальковская У. В.,  
Агиевич И. С.
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Лактоферрин (ЛФ) принадлежит к семейству белков-транс-
ферринов, осуществляющих транспорт железа в клетки и контро-
лирующих его уровень во внутренних и внешних секретах [1].

Большая часть производимого в мире ЛФ – это ЛФ, выделе-
ный из коровьего молока. Однако ЛФ, полученный из молока 
крупного рогатого скота, отличается от человеческого ЛФ как ами- 
нокислотным составом, так и биохимическими свойствами [2]. 
В связи с низкой экономической эффективностью получения боль-
шого количества человеческого ЛФ из грудного молока, а также 
учитывая морально-этический аспект, актуальным на сегод-
няшний момент решением является его производство с исполь-
зованием генной инженерии. Применение сельскохозяйственных 
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животных (например, трансгенных коз) в качестве экспрессион-
ной системы позволяет получить рекомбинантный белок в доста-
точном количестве [3].

Разработана методика получения и очистки рекомбинантного 
человеческого ЛФ (рчЛФ) из молока коз-продуцентов. Особен-
ность данной методики заключается в получении очищенного 
белка в одну хроматографическую стадию. Выделение рчЛФ вклю-
чало в себя два этапа: получение сыворотки молока и хроматогра-
фическое разделение белковых фракций. На втором этапе прово-
дили очистку лактоферрина от сывороточных белков с использо-
ванием ионообменного сорбента, предварительно уравновешенного 
пятикратным объемом 0,05 М натрий-фосфатного буфера, pH 7,0, 
с добавлением Tween 20. После нанесения сыворотки колонку 
промывали 0,05 М натрий-фосфатным буфером, pH 7,0, с добав-
лением Tween 20. Элюцию проводили 0,05 М натрий-фосфат-
ным буфером, pH 7,0, с добавлением 1,0 М хлорида натрия.

С использованием полученных образцов рчЛФ изучена его 
антимикробная активность. На первом этапе эксперимента был 
проведен подбор питательной среды для культивирования штам- 
мов бактерий. В ходе исследования установлено, что оптималь-
ной средой культивирования бактерий Escherichia coli является 
пептонно-дрожжевой агар с содержанием 1% глюкозы. В ходе изу- 
чения антимикробной активности также установлено, что на- 
иболее чувствительной бактериальной культурой являлся штамм 
E. coli БИМ В-378 из фонда Белорусской коллекции непатогенных 
микроорганизмов, который использовался в дальнейшем в каче-
стве объекта исследования. Луночно-диффузионным методом уста-
новлена минимальная ингибирующая концентрация рчЛФ – 
50 мг/мл. Антибактериальную активность оценивали по ширине 
зоны задержки и по времени ингибирования роста тест-культуры. 
Ширина зоны ингибирования роста варьировалась в пределах 
0,5–1,0 мм.
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ПОДХОДЫ К ОТБОРУ РИЗОСФЕРНЫХ БАКТЕРИЙ  
ДЛЯ ИНОКУЛЯЦИИ РАСТЕНИЙ  

ПРИ МИКРОКЛОНАЛЬНОМ РАЗМНОЖЕНИИ

Бурыгин Г. Л.1, Каргаполова К. Ю.2, Евсеева Н. В.1,  
Ткаченко О. В.2

1Институт биохимии физиологии растений и микроорганизмов РАН, 
Саратов, Россия, burygingl@gmail.com 

2Саратовский государственный аграрный университет  
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Микроклональное размножение – широко применяемый 
способ вегетативного размножения растений с использованием 
технологии культивирования in vitro. Этот метод используется  
в основном для ускоренного получения генетически однородного 
и оздоровленного посадочного материала. Существенным огра-
ничением микроклонального размножения является гибель части 
растений при пересадке их из условий in vitro в нестерильный 
грунт. Один из подходов, повышающих адаптационный потен-
циал растений, – бактеризация микрорастений еще на стадии 
культивирования in vitro.

В данной работе были изучены физиолого-биохимические осо-
бенности ассоциативных бактерий 25 штаммов родов Achromobacter, 
Azospirillum, Enterobacter, Niveispirillum, Ochrobactrum, Pseudomonas, 
Rhizobium (из коллекции ризосферных микроорганизмов ИБФРМ 
РАН) для отбора наиболее эффективных и применения их при ми-
кроклональном размножении растений. В качестве растительного 
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объекта был использован картофель (Solanum tuberosum L.) сорта 
Невский (из коллекции оздоровленного посадочного материала 
СГАУ им. Н. И. Вавилова).

На первом этапе работы бактериальные культуры были 
проверены на способность использовать сахарозу в качестве 
единственного источника углерода для оценки возможности 
бактериального зарастания среды Мурасиге–Скуга (МС) при 
культивировании растений. В ходе эксперимента были отобраны 
культуры 12 штаммов, не способные расти на среде с сахаро-
зой. Эти бактерии были использованы для инокуляции микро-
растений картофеля сразу после черенкования (0-е сутки) в кон-
центрации 106 клеток на 1 мл среды. Иммунохимическими ме-
тодами было показано присутствие бактерий на протяжении 
всего эксперимента in vitro (30 дней). При высеве на плотную 
питательную среду и подсчете КОЕ было установлено, что в сре-
де МС количество бактериальных клеток снижалось примерно 
на 2 порядка (до 104 клеток на грамм среды), а на корнях сохра-
нялось первоначальным (105–106 клеток на грамм корней). Сделан 
вывод о сохранении бактериальными клетками жизнеспо- 
собности за счет корневых экссудатов растений. Из отобран-
ных 12 штаммов все оказали достоверное положительное вли-
яние на морфологические параметры микрорастений в условиях 
in vitro и ex vitro.

Бактериальные культуры штаммов, способные самостоя-
тельно расти на среде МС, при инокуляции микрорастений на 
стадии черенкования вызывали зарастание среды и снижение 
некоторых параметров роста микрорастений. Отдельное иссле-
дование потребления сахарозы микрорастениями и бактериями 
позволило прийти к мнению, что ингибирование роста растений 
связано с активацией реакций фитоиммунитета на увеличиваю-
щееся количество микробных клеток в среде. При этом инокуля-
ция такими бактериями микрорастений картофеля на 15-й день 
культивирования in vitro также приводила к бактериальному ро-
сту в среде МС, но не сопровождалась ингибированием роста 
растений, а по некоторым параметрам (количество узлов, коли-
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чество корней, длина побега) инокулированные растения досто-
верно превосходили контрольные. При пересадке растений из 
пробирок (in vitro) в нестерильный грунт (ex vitro) инокулиро-
ванные растения демонстрировали лучший процент приживае-
мости и более быстрое развитие фотосинтетической поверхно-
сти (площадь листьев). Инокуляция бактериями, потребляющи-
ми сахарозу, за сутки до пересадки в условия ex vitro достоверно 
не сказывалась на дальнейшем росте растений.

Для штаммов Azospirillum brasilense Sp7, Niveispirillum irakense 
KBC1 и Ochrobactrum cytisi IPA7.2 изучены действия их жгути-
ковых антигенов (флагеллинов) на рост микрорастений картофе-
ля через активацию реакций фитоиммунитета и запуск компен-
саторных механизмов роста. Выявлены закономерности между 
степенью гликозилирования бактериальных флагеллинов, уров-
нем фитоиммунных реакций и, как следствие, снижением росто-
вых характеристик растений.

Все бактериальные культуры, использованные для инокуля-
ции микрорастений картофеля в условиях in vitro, были иссле-
дованы на способность фиксировать атмосферный азот, синте-
зировать из триптофана индолил-3-уксусную кислоту и солюби-
лизировать фосфаты.

В результате проведенных экспериментов можно сделать 
вывод о положительном влиянии бактеризации растений карто-
феля при микроклональном размножении в разные периоды куль-
тивирования in vitro. Сопоставление информации о биохимиче-
ских свойствах ризосферных бактерий и их способности акти-
вировать реакции фитоиммунитета дает возможность повысить 
эффективность бактериальной инокуляции не только для пред- 
адаптации микрорастений к нестерильным условиям среды, но  
и для стимуляции роста растений как на этапе культивирования 
in vitro, так и в дальнейшем в условиях ex vitro.

Работа выполнена при частичной финансовой поддержке 
грантов РФФИ №16-04-01444 и №16-34-00720.
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АДГЕЗИВНАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОБИОТИЧЕСКИХ  
БАКТЕРИЙ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ДОБАВОК  

В СОСТАВ ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ  
ПИЩЕВЫХ ВОЛОКОН

Гаврилова Н. Н., Ратникова И. А., Саданов А. К.,  
Баякышова К.

РГП на ПХВ «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК, 
Алматы, Казахстан, iratnikova@list.ru

Микроорганизмы, перспективные для включения в состав про- 
биотиков, должны обладать рядом свойств, позволяющим кон-
курировать с условно-патогенными и патогенными микроорга-
низмами и колонизировать определенный биотоп макроорганизма. 
Один из важных факторов эффективной колонизации макроор-
ганизма – адгезия бактериальных клеток к эпителию, обеспечива-
ющая защиту кишечной стенки от проникновения во внутреннюю 
среду организма болезнетворных микроорганизмов и являюща-
яся ключевым признаком пролонгированного лекарственного 
действия пробиотика [1–3].

Один из способов повышения адгезионной способности про-
биотических бактерий – введение в состав питательной среды 
пищевых волокон. В исследованиях в качестве источников пи-
щевых волокон использовали фруктовые и пшеничные отруби, 
муку рисовую и овсяную, которые добавляли в составе питатель-
ной среды в количестве 1,5%. Адгезионную активность у молоч-
нокислых, пропионовокислых и бифидобактерий, а также создан-
ных на их основе пробиотиков «Плантафермин» (ФС РК 42-535-
2003) и «Полилактобак» (против смешанной кишечной инфекции 
у сельскохозяйственных животных и птиц) устанавливали по 
числу бактерий, прикрепившихся на эритроцитах [4]. Учет ре-
зультатов проводили по среднему показателю адгезии (СПА).

Из приведенной ниже таблицы видно, что большинство ис-
следованных штаммов бактерий обладает высокой адгезионной 
способностью. Средняя адгезионная активность на среде MRS 
без добавок выявлена у культур Lactobacillus acidophilus 27w 
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(СПА 3,0). Наиболее высокая активность установлена у куль- 
туры L. brevis Б-3/A-26 (СПА 7,0) и у пробиотика «Полилактовит» 
(СПА 6,0).

Значительное повышение адгезионной активности при до-
бавке в питательную среду фруктовых отрубей отмечено у L. fer- 
mentum 127/А-4 (СПА 5,8) и пробиотика «Полилактовит» (СПА 6,2). 
При росте на питательной среде с овсяной мукой повышение ад-
гезии отмечено у Propionibacterium shermanii 2/10 (СПА 6,8), 
L.  plantarum 2в А-6 (СПА 5,4) и L.  brevis Б-3/A-26 (СПА 6,3).  
У пропионовокислых бактерий, помимо адгезии на эритроцитах, 
установлена сильная когезия за счет адсорбции на частицах пи-
тательной среды.

Адгезионная активность пробиотических микроорганизмов  
на питательных средах с различными добавками

Штаммы бактерий

Средний показатель адгезии бактерий  
в зависимости от добавок, СПА

исходная  
среда

фруктовые 
отруби

овсяная  
мука

пшеничные 
отруби

рисовая  
мука

L. acidophilus 27 w 3,0 3,5 4,5 6,5 3,5
L. plantarum 2в А-6 4,3 5,0 5,2 5.5 5,6
L. fermentum 127 А-4 5,0 5,8 6,3 5,2 5,1
L. brevis Б-3Б-3/А-26 7,0 7,0 6,3 7,0 6,1
P. shermanii 2/10 4,2 4,5 6,5 7,0 5,5
B. longum 6 4,3 4,5 5,5 5,5 5,0
Плантафермин 4,5 5,0 4,7 5,8 4,8
Полилактовит 6,0 6,2 6,5 7,0 6,0

При использовании рисовой муки в составе питательной 
среды отмечено повышение адгезионной активности у штаммов 
бактерий L. plantarum 2в А-6 (СПА 5,6), P. shermanii 2/10 (СПА 5,5) 
и B. longum – 6 (СПА 5,0). Пшеничные отруби способствуют зна-
чительному повышению адгезии у P.  shermanii 2/10 (СПА 7,0). 
При этом у бактерий также наблюдается сильная агрегация.  
Повышение адгезионной способности на среде с пшеничными 
отрубями установлено также у пробиотиков «Плантафермин» 
(СПА 5,8) и «Полилактобак» (СПА 7,0).
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Таким образом, исследованные штаммы пробиотических бак- 
терий обладают средней и высокой адгезионной активностью, 
которую можно значительно повысить за счет добавления в пи-
тательную среду фруктовых и пшеничных отрубей, овсяной  
и рисовой муки. Повышение адгезии у пробиотических бакте-
рий в присутствии пищевых волокон происходит за счет агрега-
ции бактериальных клеток.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПРЕПАРАТА «НАНОПЛАНТ»  
ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ САЖЕНЦЕВ СИРЕНИ
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Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
bel.dendr@gmail.com

В современном питомниководстве все большее внимание уде- 
ляется качеству посадочного материала, технологиям ускорен-
ного выращивания саженцев. Все более активно для ускорения 
роста саженцев декоративных древесных растений используются 
различные биологически активные соединения. С экологической 
точки зрения как качество продукции так и экологическую безо- 
пасность обеспечивают преимущественно органические удобре- 
ния и субстраты, а в последнее время нанопрепараты.

«Наноплант» – импортозамещающий микроэлементный на-
нопрепарат, не уступающий в эффективности лучшим мировым 
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аналогам. Содержит наночастицы микроэлементов кобальта, мар-
ганца, меди, железа [1, 2].

Препарат по ГОСТ 12.1.007-76 относится к нетоксичным ве-
ществам [3, 4]. Его эффективность в декоративном садоводстве 
изучена недостаточно.

Нами исследовано влияние препарата «Наноплант» на рост 
и развитие саженцев сирени.

В условиях закрытого грунта заложен опыт по изучению вли-
яния обработки семян сирени препаратом «Наноплант» (1 капля 
на 100 мл воды). Семена перед посевом замачивали в течение 12 ч.

В открытом грунте двухлетние саженцы сирени дважды за 
вегетационный период опрыскивали растворами «Нанопланта» 
из расчета 0,1 мл / 3 л / 5 м2. Первая обработка проведена 28.05, 
вторая – 22.06.

Посев семян произведен 17.02.2016. Первые всходы появи-
лись 01.03.2016. На 28 дней от посева всхожесть составляла  
в контроле (сухие семена) 37%, в варианте с замачиванием семян 
в воде – 55%, в варианте с замачиванием семян в «Нанопланте» – 
60%.

Пикировка произведена 29.06.2016. Сеянцы в варианте с «Нано- 
плантом» имели существенные преимущества. Высота саженцев 
достигала 14,0 см, длина корневой системы – 9,0 см, в то время 
как в контроле – 8,0 и 7,0 см соответственно.

Как видим, обработка семян сирени перед посевом препара-
том «Наноплант» путем замачивания обеспечивает значительные 
преимущества в развитии сеянцев.

В конце вегетационного периода сеянцы сирени, выращен-
ные из семян, обработанных «Наноплантом», достигали высоты 
14,0 см, что на 57,1% больше, чем из сухих семян. Сеянцы имели 
более длинную корневую систему. На них появился вторичный 
прирост – до 4 побегов длиной до 6,0 см.

Опрыскивание двухлетних сеянцев сирени в открытом грун-
те также показало значительную активность препарата. Высота 
растений была на 57% больше, длина корней – на 68,5% больше, 
чем в контроле.
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Таким образом, установлено, что препарат «Наноплант» ока-
зывает существенное положительное влияние на рост и развитие 
сеянцев и саженцев сирени обыкновенной. Его использование  
в питомниководстве позволяет оптимизировать технологию ре-
продукции и выращивания саженцев сирени, значительно уско-
ряет их рост и развитие.
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Одним из подходов к улучшению продуктивности сельскохо-
зяйственных растений является повышение их общей неспецифи-
ческой устойчивости к неблагоприятным биотическим и абиоти-
ческим факторам внешней среды. Это возможно за счет индукции 
у растений природных защитных механизмов, обеспечивающих 
их пролонгированную устойчивость к неблагоприятным факторам 
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среды, что может быть реализовано при использовании в каче-
стве элиситоров ризосферных непатогенных бактерий родов  
Pseudomonas и Bacillus [1].

Биопрепараты, в основе действия которых лежит принцип 
формирования общей неспецифической устойчивости растений 
к болезням и другим неблагоприятным факторам внешней сре-
ды, обладают рядом преимуществ: они экологически безопасны, 
не вызывают эффекта повышения устойчивости фитопатогенов, 
повышают урожайность, не накапливаясь в конечном продукте, 
а также, в отличие от других биопрепаратов, имеют низкие нор-
мы расхода.

Длина побегов (а) и корней (б) растений рапса при засолении (150 ммол/л 
NaCl) при использовании образца элиситорного препарата: 1 – контроль, 
обработка водой; 2 – контроль, обработка водой, засоление 150 ммол/л NaCl;  
3 – обработка элиситорным препаратом, засоление 150 ммол/л NaCl; * выборки 

статистически значимо различаются при р < 0,05
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С целью разработки биопрепарата фитозащитного и фито-
стимулирующего действия, обеспечивающего индукцию систем-
ной устойчивости растений, в НИЛ молекулярной генетики и био-
технологии кафедры генетики Белорусского государственного 
университета был проведен скрининг коллекции представите-
лей родов Pseudomonas и Bacillus. Установлено, что наиболее 
перспективными для создания элиситорного препарата являют-
ся штаммы P. chlororaphis subsp. aurantiaca 162 и B. subtilis 494, 
что обусловлено их мощными антибиотическими и ростостиму-
лирующими свойствами [2, 3].

Опытный образец препарата для повышения способности 
растительного организма формировать индуцированную систем-
ную устойчивость был получен путем термической обработки 
(100  °С в течение 15  мин) культуральной жидкости бактерий 
B.  subtilis 494 и P.  chlororaphis subsp. aurantiaca 162, совместно 
культивированных на среде М9 с мелассой (1%) при 28 °С в тече-
ние 4 ч, а затем при 35 °С еще 24 ч.

Полученный элиситорный препарат индуцировал устойчи-
вость у растений рапса в условиях засоления (150 ммоль/л NaCl), 
что проявилось в достоверном увеличении длины стебля на 
41,54% и длины корня на 77,98% в условиях действия вышеука-
занного неблагоприятного абиотического фактора по сравне-
нию с контролем (см. рисунок).
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ОЛИГОПЕПТИД PF_29АК – АКТИВНЫЙ ЦЕНТР  
ПЕПТИДИЛ-ПРОЛИЛ-ЦИС/ТРАНС-ИЗОМЕРАЗЫ  

ИЗ PSEUDOMONAS FLUORESCENS, ОТВЕТСТВЕННЫЙ 
ЗА ЕЕ СПОСОБНОСТЬ ИНДУЦИРОВАТЬ 

УСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ К ПАТОГЕНАМ

Джавахия В. Г., Воинова Т. М., Шумилина Д. В.

Всероссийский научно-исследовательский институт  
фитопатологии, Московская область, Россия, 

vitaly@vniif.ru

Индуцирование устойчивости биогенными элиситорами или 
их аналогами – перспективное направление в современных тех-
нологиях защиты растений от болезней. В проведенных нами ра-
нее исследованиях из клеток штамма 197 Pseudomonas fluorescens 
был выделен белок-элиситор MF3, способный индуцировать устой- 
чивость растений к вирусным и грибным патогенам и обладаю-
щий высокой термостабильностью. Была определена полная ами-
нокислотная последовательность данного белка и показана высо- 
кая степень ее гомологии пептидил-пролил-цис/транс-изомеразам 
FKBP-типа этой же бактерии, вследствие чего MF3 получил на-
звание Pf197_ППИ-аза. Был получен рекомбинантный штамм Esche- 
richia coli BL21(DE3)+plMF3 – суперпродуцент Pf197_ППИ-азы.

Поскольку активные центры большинства известных белко-
вых индукторов устойчивости растений к патогенам, как правило, 
связаны с наиболее консервативными участками полипептидной 
цепи, мы предположили аналогичную закономерность и для ак-
тивного центра Pf197_ППИ-азы, ответственного за ее элиситор-
ные свойства. Расчет такой консервативной последовательности 
показал, что она содержит гидролизуемые трипсином сайты, со-
стоящие из остатков аминокислот аргинина и лизина. Трипсино-
лиз Pf197_ППИ-азы привел к утрате ее элиситорных свойств, что 
косвенно подтвердило правильность предположения об ответ-
ственности консервативного участка молекулы за элиситорную 
активность данного белка.



134

Посредством химического синтеза был получен соответству-
ющий консервативному участку олигомер, состоящий из 29 ами- 
нокислот (Pf_29ак). Проведенные эксперименты показали, что 
эквимолярные концентрации Pf_29ак и Pf197_ППИ-азы в оди-
наковой степени индуцируют устойчивость растений табака  
к вирусу табачной мозаики. Планируются дальнейшие исследо-
вания по определению минимального размера активного центра 
методом создания библиотеки олигопептидов в пределах после-
довательности Pf_29ак.

Исследование было выполнено при поддержке Российского 
фонда фундаментальных исследований (проект № 15-29-05902).

БИОЭКОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ В БОРЬБЕ  
С ЭКОНОМИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫМИ  

ФИТОПАТОГЕНАМИ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ

Жевнова Н. А., Асатурова А. М.

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт  
биологической защиты растений», Краснодар, Россия, 

biocontrol-vniibzr@yandex.ru

Несмотря на растущую тенденцию экологизации земледе-
лия, в защите растений от грибных болезней приоритет отдает-
ся химическим пестицидам. Однако этот метод приводит к по-
степенному накоплению токсических веществ в почве и воде, 
снижению качества сельскохозяйственной продукции. Поэтому 
в настоящее время актуален поиск эффективных и экологически 
безопасных средств и приемов защиты сельскохозяйственных 
культур от экономически значимых болезней. Активно разраба-
тываются методы борьбы с помощью микроорганизмов [1, 2].

В лаборатории создания микробиологических средств защи-
ты растений и коллекции микроорганизмов ФГБНУ ВНИИБЗР 
разработаны лабораторные образцы новых биопрепаратов на ос-
нове штаммов B. subtilis BZR 336g [3] и B. subtilis BZR 517 [4] для 
защиты озимой пшеницы от возбудителей фузариозной корневой 
гнили и желтой пятнистости листьев пшеницы [5].



135

Цель данной работы – изучение защитного действия лабора-
торных образцов новых биопрепаратов на основе B. subtilis BZR 
336g и B.  subtilis BZR 517 против фузариозной корневой гнили  
и желтой пятнистости листьев пшеницы в лабораторных условиях.

Биологическую эффективность лабораторных образцов биопре- 
паратов определяли на искусственном инфекционном фоне зара-
жения озимой пшеницы сорта Батько Pyrenophora triticirepentis 
(Died.) Drechsler и Fusarium graminearum Schwabe в условиях кли- 
матической камеры с использованием общепринятых методов [6, 7].

Биологическая эффективность применения лабораторных об-
разцов биопрепаратов на фоне искусственного заражения F. gra- 
minearum составила от 24,7 до 37,7%, что приближено к эффек-
тивности химического эталона Кинто Дуо, КС (прохлораз, трити-
коназол) – 38,9% и превышает данный показатель биологическо-
го эталона Фитоспорин – М, Ж (B. subtilis 26 Д) – 28,9% (развитие  
и распространение в контроле – 68,4 и 100% соответственно).

Анализ полученных данных показал, что лабораторные образ-
цы биопрепаратов способны подавлять развитие P.  triticirepentis 
на растении и предотвращать проникновение патогена в расти-
тельные ткани. В процессе работы была установлена важность 
обработки семян в борьбе с желтой пятнистостью листьев, явля-
ющейся аэрогенной инфекцией. Биологическая эффективность ла- 
бораторных образцов бактериальных биопрепаратов была в сред-
нем выше в вариантах с предпосевной обработкой семян, чем без 
ее применения и составила от 20,2 до 50,8%. В вариантах с хими-
ческим (Раксил, КС и АльтоСупер, КС) и биологическим (Фито-
спорин-М, Ж) эталонами этот показатель составил 56,9 и 21,4% 
соответственно.

Полученные данные свидетельствуют о перспективности при- 
менения биопрепаратов на основе B. subtilis BZR 336g и B. subtilis 
BZR 517 в практике биологической защиты растений и впослед-
ствии могут быть использованы для разработки эффективной  
и экологически безопасной стратегии защиты зерновых культур 
от экономически значимых болезней.

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ  
и администрации Краснодарского края 16-44-230308 р_а.



136

Литература

1. Азизбекян, Р. Р. Использование спорообразующих бактерий в качестве 
биологических средств защиты растений / Р. Р. Азизбекян // Биотехнология. – 
2013. – № 1. – С. 69–77.

2. Endophytes from wheat as biocontrol agents against tan spot disease /  
S. Larrana [et al.] // Biol. Control. – 2016. – Vol. 92. – P. 17–23. 

3. Штамм бактерий Bacillus subtilis BZR 336g для получения биопрепарата 
против фитопатогенных грибов : пат. RUS 2553518 / А. М. Асатурова, В. М. Ду- 
бяга. – Опуб. 20.05.2015.

4. Штамм бактерий Bacillus subtilis BZR 517 для получения биопрепарата 
против фитопатогенных грибов : пат RUS 2552146 / А. М. Асатурова, В. М. Ду- 
бяга. – Опуб. 29.11.2013.

5. Эффективность применения новых биопрепаратов на основе штаммов 
бактерий Bacillus subtilis против фузариоза озимой пшеницы на фоне искус-
ственного заражения / А. М. Асатурова [и др.] // Наука Кубани. – 2016. – № 1. – 
С. 9–14.

6. Дякунчак, С. А. Лабораторный метод оценки огурцов на устойчивость 
к фузариозу / С. А. Дякунчак, С. А. Остроух // Картофель и овощи. – 1998. –  
№ 5. – С. 31.

7. Кремнева, О. Ю. Диагностика и методы оценки устойчивости пшеницы 
к возбудителю желтой пятнистости листьев : метод. рекоменд. / О. Ю Крем-
нева, Г. В. Волкова. – М. : Агрус, 2007. – 20 с.

ХАРАКТЕРИСТИКА ФАКТОРОВ ВИРУЛЕНТНОСТИ 
PECTOBACTERIUM CAROTOVORUM,  

ИНДУЦИРУЕМЫХ ПРИ КОНТАКТЕ С РАСТЕНИЯМИ

Игнатенко Е. И., Бадалян О. А., Валентович Л. Н.,  
Николайчик Е. А.

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
alena.ihnatsenka@gmail.com

Представители рода Pectobacterium являются актуальными для 
Беларуси патогенами широкого круга хозяйственно ценных расте-
ний: от картофеля и томатов до древесных пород. По сравнению  
с другими фитопатогенами для Pectobacterium доступно меньше 
информации о молекулярных механизмах взаимодействия с рас-
тением-хозяином. Новые технические возможности позволили 
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недавно расшифровать геномы белорусских штаммов пектобак-
терий [1], составить каталог известных и потенциальных факто-
ров вирулентности и приступить к его изучению. Исследование 
полного спектра факторов вирулентности пектобактерий позво-
лит предложить новые меры борьбы с этими патогенами.

В настоящей работе с использованием геномной информации 
охарактеризован ряд мутантов Pectobacterium carotovorum изоли-
рованного в Республике Беларусь штамма 3‑2, полученных с по-
мощью транспозона mini-Tn5 xylE. Поскольку этот транспозон 
имеет в своем составе репортерный ген, для анализа были ото- 
браны только мутанты с изменением экспрессии репортера при вы-
ращивании на средах с добавлением экстракта стеблей картофеля. 
Установить точное место инсерции транспозона удалось для 20 му- 
тантов со сниженной вирулентностью (см. таблицу).

Мутанты по факторам вирулентности Pectobacterium carotovorum

№  
мутации

Бли- 
жайший 
ортолог

Белковый продукт  
мутантного гена

Вирулент-
ность, %  

от контроля

Индуктор 
репортера

Сайты  
связывания  

регуляторных 
белков

4075, 5439 YeaR Неохарактеризованный 
белок 43 Фенолы, 

нитрат –

4006, 4016, 
4585, 5042

YdfE Флавинредуктаза 64 Фенолы, 
нитрат –

4104 – Неохарактеризованный 
белок 40 Фенолы, 

нитрат SlyA

5574, 5627 – Компонент системы  
секреции VI типа 58 Неизве- 

стен SlyA

4623 DctP Субъединица  
транспортера C4-
дикарбоксилатов

2 Неизве- 
стен

KdgR, 
CRP

5025 Evf «Erwinia virulence factor» 30 Пектат KdgR
4011 TogA Транспортер  

олигогалактуронатов 40 Пектат KdgR

5084 PelW Пектатдисахаридлиаза 40 Пектат KdgR
5133 – Гликозилгидролаза 44 Пектат FNR, CRP
5604 NarH Субъединица респиратор-

ной нитратредуктазы 76 Нитрат FNR, NarP
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№  
мутации

Бли- 
жайший 
ортолог

Белковый продукт  
мутантного гена

Вирулент-
ность, %  

от контроля

Индуктор 
репортера

Сайты  
связывания  

регуляторных 
белков

5223, 5631 – Неохарактеризованный 
белок 24 Неиз- 

вестен FNR, Fur

4754 BetB Бетаинальдегид  
дегидрогеназа 53 Неиз- 

вестен Fur

5252 RbsB Субъединица  
транспортера D-рибозы 51 Неиз- 

вестен CRP

5031 LacG Субъединица  
ABC-транспортера сахаров 24 Пектат –

5433 FbpB Пермеаза системы 
транспорта железа (III) 81 Неиз- 

вестен –

Анализ нуклеотидных последовательностей, затронутых 
инсерцией транспозона генов и оперонов, позволил связать сни-
жение вирулентности мутантов с факторами, для которых ранее 
не была показана роль в вирулентности пектобактерий. Среди 
таких факторов можно выделить пять мембранных транспор-
теров (дикарбоксилатов, рибозы, железа, олигогалактуронатов  
и неизвестного сахара), компонент системы секреции IV типа,  
а также ген evf, для которого ранее была показана только связь  
с переносом клеток патогена насекомыми. Обращает на себя вни-
мание также группа из семи мутантов, чей репортер реагирует 
на фенольные соединения и нитрат. Эти семь независимых ин-
серций расположены в соседних трех генах, а высокая частота 
отбора инсерций в этом локусе свидетельствует о важности ко-
дируемых им факторов вирулентности.

Недавно разработанное программное обеспечение для иден-
тификации сайтов связывания транскрипционных факторов [2] 
позволило в некоторых случаях понять механизм индукции или 
репрессии репортера в присутствии растительного экстракта. 
Так, сайт связывания ключевого регулятора утилизации галакту-
ронатов KdgR был выявлен перед четырьмя мутантными генами. 
И если о регуляции с помощью KdgR генов togA и pelW ранее 
было известно, то аналогичный контроль dct-оперона и гена evf 

Окончание таблицы
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выявлен впервые и свидетельствует о координации экспрессии 
этих двух новых факторов вирулентности пектобактерий с си-
стемой детекции продуктов деградации клеточной стенки рас-
тения.

Экспрессия репортера у половины мутантов реагировала на 
нитрат и/или анаэробиоз (о последнем свидетельствуют сайты 
связывания FNR), что подчеркивает взаимосвязь адаптации па-
тогена к анаэробиозу и повышенной концентрации нитрата с ин-
фекцией. Очевидно, что избыточные дозы нитратов во время 
культивирования картофеля и плохая аэрация клубней при хра-
нении могут способствовать потерям урожая от пектобактери-
альной инфекции.

Литература

1. Genome sequence of Pectobacterium atrosepticum strain 21A / Y. Nikolai-
chik [et al.] // Genome Announcements. – 2014. – Vol. 2, № 5. – С. e00935-14.

2. Nikolaichik, Y. SigmoID: a user-friendly tool for improving bacterial geno- 
me annotation through analysis of transcription control signals / Y. Nikolaichik,  
A. U. Damienikan // Peer J. – 2016. – Vol. 4. – SigmoID. – P. e2056.

ПОИСК МИКРООРГАНИЗМОВ С ИНГИБИРУЮЩЕЙ  
АКТИВНОСТЬЮ ПРОТИВ ВОЗБУДИТЕЛЯ  

БАКТЕРИАЛЬНОГО ОЖОГА (ERWINIA AMYLOVORA) 
ПЛОДОВЫХ КУЛЬТУР В КАЗАХСТАНЕ
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В последние годы в плодоводстве Казахстана сложилась  
серьезная проблема, вызванная распространением бактериально-
го ожога плодовых культур – опасного инфекционного заболева-
ния культурных и дикорастущих растений семейства розоцвет-
ных, вызываемого бактерией Erwinia amylovora. По степени  
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вредоносности с ним не может сравниться ни одна из болезней 
плодовых деревьев: пораженные молодые посадки могут погиб-
нуть за один сезон, а старые сады – за несколько лет.

До 2003 г. на территории Республики Казахстан это заболе-
вание отсутствовало. Зараженные саженцы были завезены из-за 
рубежа, и болезнь стала быстро распространяться по террито-
рии страны. На сегодняшний день, согласно данным Комитета 
государственной инспекции Министерства сельского хозяйства, 
зараженная площадь составила 419,935 га [1]. В связи с этим воз-
никает необходимость поиска эффективных методов борьбы за-
щиты растений от данного патогена.

Одно из таких перспективных направлений – выделение  
и изучение эффективных и экологически безопасных биоаген-
тов, подавляющих развитие возбудителя бактериального ожога.

В настоящее время нами проводятся исследования по поиску 
и отбору антагонистов против E. amylovora, которые будут ис-
пользованы в разработке и создании отечественных средств за-
щиты плодовых культур.

Тест-объект и антагонисты для проведения исследований 
были выделены нами из инфицированных органов плодовых 

Зоны ингибирования роста E. amylovora исследуемыми культурами 
микроорганизмов: а – S. сanofumeus, б – B. subtilis
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культур и из различных природных источников Алматинской 
области.

В результате ступенчатого скрининга отобраны и идентифи-
цированы штаммы актиномицетов и бактерий (Streptomyces 
сanofumeus, Bacillus subtilis, B. amyloliguefaciens, Paenibacillus 
polymyxa), проявившие антагонистическую активность по отно-
шению к тест-культуре – E. amylovora. При определении антаго-
нистической активности было показано, что изучаемые культуры 
продемонстрировали ярко выраженные зоны подавления роста 
патогена – штамм № 9 актиномицета S. сanofumeus (24 мм) [2], 
B. subtilis (17–20 мм) (см. рисунок).

Полученные чистые культуры бактерий идентифицировали 
классическими методами изучения культурально-морфологиче-
ских свойств. Видовая принадлежность отобранных микроорга-
низмов с антагонистической активностью была подтверждена 
ПЦР-анализом.

Таким образом, нами выделены культуры микроорганизмов 
(S.  сanofumeus, B.  subtilis), обладающие антагонистической ак-
тивностью в отношении возбудителя бактериального ожога 
E. amylovora. В дальнейшем эти штаммы могут быть рекомендо-
ваны как основа новых биопрепаратов для защиты плодовых 
культур от возбудителя бактериального ожога.
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Современное сельскохозяйственное производство все чаще 
ориентируется на использование экологически безопасных био-
логических препаратов как для повышения урожайности, так  
и для защиты растений от фитопатогенов и вредителей за счет 
индукции системной устойчивости растений к биотическим и абио-
тическим стрессам, включения многоуровневых механизмов адап- 
тивных возможностей растений, что позволяет раскрыть их био-
логический потенциал, заложенный селекционными методами [1]. 
В этой связи актуально создание биологических препаратов ком-
плексного действия.

Перспективными продуцентами широкого спектра метабо-
литов для биоконтроля численности фитопатогенов и регуля-
ции роста растений являются почвенные стрептомицеты [2].  
В результате широкого скрининга нами были выделены высо-
коактивные антагонисты фитопатогенных грибов, бактерий и не-
матод. На основе метаболитов этих штаммов созданы новые 
биопрепараты: «Аверком» (продуцент Streptomyces avermitilis 
ИМВ Ас-5015), «Аверком нова» (Аверком + хитозан), «Виолар» 
(продуцент S. violaceus ИМВ Ас-5027) и «Фитовит» (продуцент 
S. netropsis ИМВ Ас-5025) [3].

Как показали аналитические исследования, в составе препа-
ратов обнаружены антибиотики антипаразитарного действия:  
в «Аверкоме» и «Аверкоме нова» – макролидный антибиотик 
авермектин, в «Фитовите» – полиеновый, в «Виоларе» – антра-
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циклиновый. Следует отметить, что эти антибиотики не оказы-
вали влияния на условно-патогенные и патогенные для человека 
микроорганизмы, что исключает возможность возникновения 
лекарственной устойчивости при их применении.

Анализируя состав метаболитов, продуцируемых выделен-
ными штаммами, мы обращали внимание в первую очередь на 
те физиологически активные вещества, которые могут быть ин-
дукторами приобретенной системной устойчивости растений  
к фитопатогенам и абиотическим стрессам. Среди биологически 
активных веществ важная роль принадлежит липидам. Они вхо-
дят в состав клеточных мембран, служат энергетически выгод-
ным субстратом окисления, проявляют антиоксидантные свой-
ства, участвуют в синтезе антибиотиков и сами обладают анти-
микробными свойствами. В спектре липидов, содержащихся  
в метаболитных препаратах, выявлены такие физиологически ак-
тивные фракции, как фосфолипиды, стерины, триглицериды, 
стеролы. Следует отметить, что липиды обеспечивают текучесть 
и пластические свойства мембран клеток и клеточных органелл 
и играют важную роль в процессе жизнедеятельности клетки,  
а также в защите растений от фитопатогенов.

В состав разработанных биопрепаратов входят также фито-
гормоны (мкг/мл): ауксины (2,7–12,8), цитокинины (2,0–135,0), 
гиббереллины (1,0–4,5); в незначительном количестве в продук-
тах присутствовала абсцизовая кислота (не более 0,03). В послед-
нее время все больше исследователей поддерживают мнение  
о том, что фитогормоны выступают не только как регуляторы 
роста и развития растений, но также играют ключевую роль в фор-
мировании растительного иммунитета, в частности, в синтезе 
этилена, салициловой, жасмоновой кислот и др.

Нами впервые обнаружена способность изученных штам-
мов синтезировать изопреноидные соединения, такие как пред- 
шественник стероидов сквален и продукты стероидогенеза – 
холестерин, эргостерин, ситостерин, стигмастерин, 24-епибрас- 
синолид. Эти соединения входят в состав разработанных нами 
биопрепаратов. Стероиды и их рецепторные комплексы акти- 
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вно участвуют в формировании сети сигнальных липидных 
систем, влияющих на проявление клеточных реакций расте-
ний на патогены, т. е. они действуют как индукторы устойчи-
вости.

Полученные результаты испытаний биопрепаратов в поле  
и в условиях закрытого грунта показали фитозащитное и стиму-
лирующее влияние на растения, что способствовало повыше-
нию урожайности растений огурцов на 22–26%, пшеницы яро-
вой – на 17%, картофеля – на 10–12%, рапса ярового – в 2,5–3,0 
раза, капусты пекинской – в 1,5–2,2 раза. Одновременно с уве-
личением урожайности улучшались биохимические показатели 
качества получаемой продукции. Так, в плодах томатов сорта 
Санька повышалось содержание сухого вещества, сахаров (поч-
ти в 1,6 раза), витамина С, β-каротина (почти в 2 раза), а также 
снижалось содержание нитратов (в 2–3 раза). В зерне яровой 
пшеницы сорта Ранняя-93 по сравнению с контролем возраста-
ло содержание белка (с 12,1 до 15,9%) и клейковины (с 22,8 до 
29,5%), повышался класс зерна.

Использование новых полифункциональных экологически 
безопасных биопрепаратов нового поколения позволит снизить 
пестицидную нагрузку на агроценозы и улучшить экологиче-
ское состояние окружающей среды.
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В последнее время все большее внимание исследователей 
привлекает проблема создания биопрепаратов широкого спек-
тра действия, основу которых составляют стимулирующие рост 
растений бактерии (СРРБ, или PGRP – plant growth promoting 
rhizobacteria) [1]. Эффекты СРРБ связывают с улучшением пита-
ния растений, продукцией биологически активных веществ, 
снижением численности фитопатогенов, индукцией системной 
устойчивости растений к стрессовым факторам абиотической  
и биотической природы [2–6]. Особое внимание среди СРРБ за-
служивают аэробные спорообразующие бактерии рода Bacillus, 
характеризующиеся мощным биосинтетическим потенциалом  
в соединении с высокой экологической пластичностью, а также 
технологичностью в применении [7]. 

Цель работы – изучение устойчивости проростков ячменя  
к солевому стрессу при предпосевной обработке семян компози-
циями бактерий-антагонистов Bacillus subtilis и фитогормонов. 

Объекты исследования – проростки ярового ячменя сорта 
Фэст урожая 2016 г. Использовали штаммы 10/19, 7МР, 23 ТМ  
и 78 ТМ спорообразующих бактерий B. subtilis, проявившие вы-
сокую антагонистическую активность к широкому спектру фи-
топатогенных грибов и бактерий. Семена замачивали в водных 
растворах, содержащих композицию индолилмасляной кислоты 
и кинетина со штаммами бактерий в концентрации 104 кл./мл,  
а затем проращивали в рулонах на воде в термостате до появле-
ния всходов, после чего переносили в световые камеры с осве-
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щенностью 13–15 тыс. лк. Одну часть проростков выращивали  
в оптимальных условиях, 5-суточные проростки из другой части 
на 24 ч помещали в 4%-ный раствор NaCl, затем снова в воду. 
Морфофизиологические и биохимические исследования расте-
ний проводили на 4-е сутки после отмены стрессовых условий.

В оптимальных условиях развития обработка семян компо-
зицией штамма 7МР B. subtilis и фитогормонов вызвала стиму-
ляцию роста и развития проростков. Проростки, выросшие из 
семян, обработанных композициями с другими штаммами, до-
стоверно не отличались от контрольных растений.

Инкубация проростков в 4%-ном растворе хлорида натрия 
тормозила их рост. При этом ни одна из используемых компози-
ций с бактериями не способствовала снижению негативного 
влияния солевого стресса на формирование корневой системы. 
В то же время применение композиций способствовало увеличе-
нию по сравнению со стрессовым контролем биомассы и длины 
побегов проростков от 4 до 17% и от 10 до 33% соответственно  
в зависимости от используемого штамма. Максимальный эффект 
получен при обработке штаммом 78 ТМ, причем по биомассе 
листьев проростки в данном варианте достоверно не отличались 
от проростков из оптимального контроля. Неблагоприятные ус-
ловия солевого стресса сопровождались увеличением активно-
сти растворимой пероксидазы в листьях. В варианте без обрабо-
ток семян она увеличилась на 37,1% по сравнению с растениями 
из оптимального контроля. При обработке семян композиция-
ми, включающими штаммы B. subtilis 10/19 и 78 ТМ, отмечено 
увеличение активности пероксидазы в 2 раза по сравнению  
с проростками из необработанных семян, развивающихся в оп-
тимальных условиях, а также на 59,7 и 55,4% соответственно по 
сравнению с проростками из варианта – стрессовый контроль. 
Содержание пролина возросло многократно в листьях проростков 
после нахождения в стрессовых условиях. В листьях проростков 
из вариантов с обработкой семян композициями с B.  subtilis 
10/19 и 78 ТМ содержание пролина увеличилось на 9,5 и 9,9% 
соответственно по сравнению с проростками, развивающимися 
из необработанных семян и подвергшихся солевому стрессу.  
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Таким образом, установлено, что по крайней мере два из иссле-
дованных штаммов B. subtilis – 10/19 и 78 ТМ – обладают адапто-
генным действием для проростков ячменя, подвергнутых небла-
гоприятным условиям засоления.
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Природные и агроэкосистемы характеризуются формирова-
нием сложных взаимоотношений растений и микроорганизмов. 
Устойчивость почвенного микробоценоза определяется числом 
взаимодействующих компонентов и определяющих его свой-
ства [1]. Большой интерес представляет создание синергических 
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микробных ассоциаций с растением и их применение в качестве 
комплексных почвоудобрительных препаратов, обеспечивающих 
накопление азота, мобилизацию труднодоступных соединений 
фосфора и повышающих устойчивость культурных растений  
к стрессам [2].

Цель работы – изучение влияния культур ризосферных ми-
кроорганизмов на приживаемость и рост регенерантов березы 
(Betula spp.) селекционных генотипов на этапе акклиматизации 
к почвенным условиям.

В эксперименте использовали генетически однородный кло-
новый материал березы повислой (6-161/3, 6-167/9, 66-150/10, 171-б) 
и гибридной березы (клон 52-84/8). Микрорастения in vitro вы-
ращивали на агаризованной среде WPM дополненной 0,2 мг·л–1 
НУК в течение полутора месяцев в культуральной комнате (тем-
пература 23 ± 2 °С, освещенность 3 ± 1 тыс. лк).

Апробировали изоляты Serratia spp. и Klebsiella spp. (2%-ный 
раствор суточных культур бактерий) в чистом виде либо с до-
бавлением 2 г·л–1 торфяного препарата арбускулярных микори-
зообразующих грибов (АМГ) рода Glomus spp., предоставлен-
ные Институтом микробиологии НАН Беларуси. Микрокло-
нальные регенеранты акклиматизировали в поддонах объемом  
5 л по 100 шт. (20 шт. на клон) на торфо-перлитном (3:1) субстрате 
в течение 30 сут. Рабочие растворы вносили путем предпосадоч-
ного обмакивания корней или однократного полива (5 мл на рас-
тение) при посадке. Выращивали растения в климатических ка-
мерах (постоянное освещение 3 ± 1 тыс. лк лампами «Fluora», 
температура 23  ±  2  °С, относительная влажность около 90%). 
Контрольную группу обрабатывали водопроводной водой. На 3-й, 
15-й и 30-й день учитывали высоту стволиков саженцев. Оцени-
вали приживаемость микрорастений и динамику их развития. 
Статистическую обработку результатов проводили с использо-
ванием пакета Microsoft Excel.

В ходе изучения ростовых показателей микроклонов плюсо-
вых генотипов березы была установлена различная степень их 
отзывчивости на внесение микробных агентов. Так, в случае 
растений клонов 6-167/9 и 66-150/10 существенного влияния на 
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показатель «средняя высота стволика» не отмечено, несмотря на 
тенденцию в случае последнего к увеличению процента прироста 
со 127% в контроле до 133 и 167% при обмакивании корней и поли-
ве рабочим раствором Serratia spp. + Klebsiella spp. соответственно.

В то же время ростостимулирующее воздействие 2%-ной су-
спензии Serratia spp. + Klebsiella spp. отмечено для клона 6-161/3 
(средняя высота стволика 57,5 ± 16,8 мм в контроле, 66,4 ± 23,7  
и 72,1 ± 21,5 мм при поливе и обмакивании в рабочий раствор 
соответственно), что достоверно выше: Fст = 5,58 > Fкр = 4,11, 
при p < 0,05 и клона 171-б (средняя высота стволика 83,5 ± 12,8 мм, 
достоверно выше контроля (64,9 ± 23,6 мм) при поливе рабочим 
раствором, Fст = 9,21 > Fкр = 4,11, при p < 0,05). Достоверное уве-
личение средней высоты стволика в случае полива суспензией 
бактерий растений опытного варианта до 91,5 ± 19,8 мм по срав-
нению с контролем (71,3 ± 16,2 мм) отмечено и для микрорасте-
ний гибридного генотипа березы клона 52-84/8.

Дополнительное внесение АМГ либо не оказало дополнитель-
ного стимулирующего действия (в вариантах опыта с растениями 
генотипов 6-161/3 и 171-б), либо приводило к некоторому угнете-
нию роста микрорастений. При инокуляции корней растений бе-
резы клона 6-167/9 путем обмакивания в раствор, содержащий 
АМГ средняя высота растений 52,9  ±  15,7 мм, что достоверно 
ниже контроля (Fст = 4,85 > Fкр = 4,12, при p < 0,05), а относительный 
прирост за весь период адаптации ниже в 1,5–1,6 раза. Со 127% до 
106–102% при различных способах обработки рабочими раство-
рами с добавлением АМГ снижался и относительный прирост 
микрорастений клона 66-150/10. Приживаемость микрорастений 
в вариантах составила от 65 до 100% в зависимости от генотипа, 
при этом в случае полива бактериальной суспензией наблюда-
лись максимальные показатели.

Таким образом, испытанные клоны отличаются чувствитель-
ностью к внесению микробных агентов. Степень влияния обра-
ботки суточными культурами бактерий Serratia spp., Klebsiella 
spp. зависела от способа внесения. Добавление АМГ приводило 
к угнетению ростовых процессов микроклонов, вероятно, в резуль-
тате переключения грибного компонента на паразитические вза-
имоотношения с растениями березы.
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РАЗРАБОТКА ПИЛОТНОЙ ТЕХНОЛОГИИ  
ПОЛУЧЕНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО ЧЕЛОВЕЧЕСКОГО  

ЛАКТОФЕРРИНА НА БАЗЕ ЛАБОРАТОРНО- 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО УЧАСТКА ЛАБОРАТОРИИ 

БЕЛКА ИНСТИТУТА МИКРОБИОЛОГИИ

Костеневич А. А., Капустин М. А., Бирюков Р. Н.,  
Фальковская У. В.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
A.Kastsianevich@gmail.com

Лактоферрин – уникальный полифункциональный белок, при- 
сутствующий в молоке человека и других млекопитающих, обла-
дает перспективными в биофармацевтическом отношении свой-
ствами: антибактериальными, антивирусными, антифунгальными, 
антиканцерогенными, противовоспалительными, иммуномодули-
рующими, антиоксидантными и регенеративными. Данный белок 
востребован при производстве биологически активных добавок, 
детского и диетического питания, фармацевтической и парфюмер-
но-косметической продукции. Мировая потребность в лактоферри-
не, полученном из коровьего молока, достигает 90 т ежегодно [1, 2].

Однако применение бычьего лактоферрина для производства 
лечебного питания и возможность использования в терапевти-
ческих дозах в составе лекарственных препаратов ограничена 
опасностью возникновения аллергических реакций в ответ на 
регулярное потребление этого белка. В структуре бычьего и че-
ловеческого лактоферрина имеется большое количество амино-
кислотных замен, что обуславливает развитие иммунного ответа. 
Поэтому во избежание развития аллергических реакций при про- 
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изводстве препаратов наиболее целесообразно использовать че-
ловеческий лактоферрин. Очевидно, что человеческий лактофер-
рин не может быть получен в необходимых количествах и тем 
более в промышленных условиях [3, 4].

Поэтому создание и введение в эксплуатацию лабораторно- 
экспериментального участка по выделению, очистке и лиофили-
зации рекомбинантного человеческого лактоферрина из молока 
коз-продуцентов призвано решить проблему получения челове-
ческого лактоферрина в больших количествах. На начальном 
этапе планируется выпуск целевого белка в количестве не менее 
5 кг в год, что позволит обеспечить отечественными лактофер-
ринсодержащими биологически активными добавками к пище 
около 2000 человек.
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ВЛИЯНИЕ АРБУСКУЛЯРНЫХ МИКОРИЗНЫХ  
ГРИБОВ GLOMUS INTRARADICES НА РОСТ  

И РАЗВИТИЕ РАССАДЫ ТОМАТОВ

Крохмальчик А. А., Жебрак И. С.

Гродненский государственный университет им. Янки Купалы,  
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Современное растениеводство ориентировано на самовоспро-
изводство плодородия почв. В этой связи разрабатываются спосо-
бы биологического земледелия с использованием грибных био-
технологий. Важная роль в обогащении почвы элементами мине-
рального питания принадлежит арбускулярно-микоризным грибам 
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(АМГ). Имеются данные, свидетельствующие о влиянии АМГ, коло- 
низирующих растения, на повышение пищевой ценности плодов 
томатов для человека по содержанию необходимых веществ [1]. 

Цель работы – оценка интенсивности раннего отклика расте-
ний Lycopersicon esculentum Mill. (томат) на инокуляцию арбу-
скулярным микоризным грибом Glomus intraradices.

Исследовали томаты сорта Де Борао черный. Для инокуля-
ции растений использован штамм АМГ G. intraradices. Гриб яв-
ляется облигатным симбионтом, поэтому в лабораторных усло-
виях поддерживается на подорожнике ланцетолистном (Plantágo 
lanceolаta). Перед проращиванием семена стерилизовали по сле-
дующей методике: 1) 5 мин в 8%-ном NаOCl; 2) полоскали в сте-
рильной воде; 3)  1  мин в 96%-ном спирте; 4) полоскали в сте-
рильной воде; 5) 3 мин в 70%-ном спирте; 6) трижды полоскали 
в стерильной воде. Проращивание проводили на влажной стери-
лизованной фильтровальной бумаге в чашках Петри, при темпе-
ратуре +27 °С. Далее проростки высаживали в стерильную и не-
стерильную почву с внесением и без внесения инокулюмом 
G. intraradices. Использовали смесь дерново-подзолистой почвы 
с торфом в соотношении 3:1. Во все образцы почы добавляли 
фосфорную муку. Рассаду выращивали на подоконниках при 
естественном освещении. Через месяц томаты выкапывали, из-
меряли длину и объем растений. Корни фиксировали в 50%-ном 
растворе спирта и использовали для учета микоризных грибов 
методом Травло [3]. При микроскопическом анализе развития 
АМ использован метод мацерации и окрашивания, а также метод 
световой микроскопии. Рассчитывали параметры микоризации 
(F – частота встречаемости микоризы; М – интенсивность мико-
ризации (для всей пробы); A – обилие арбускул (во всей пробе))  
с помощью компьютерной программы Mikoryza 1.1 beta.

Проведенный нами микроскопический анализ позволяет за-
ключить, что L. esculentum в стерильной почве формирует с эн-
домикоризным грибом G.  intraradices арум тип арбускулярной 
микоризы, т. е. гриб образует в кортексе корней растений арбуску-
лы, но не образует кольца гиф, характерных для парис типа АМ. 
К 30-м суткам встречаемость микоризы (F) составила 71,82%.  
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В нестерильной почве без инокуляции АМГ встречаемость мико-
ризы у томатов не превышала 48%. Наибольшая частота встре-
чаемости АМГ выявлена у томатов в нестерильной почве с ино-
куляцией G.  intraradices (F = 81,0%). Следует отметить во всех 
вариантах опыта невысокое обилие арбускул и интенсивность 
микоризации томатов (см. таблицу).

Результаты исследований влияния инокулюма G. intraradices  
на рост и развитие рассады томатов

Исследуемые параметры
Стерильная почва Нестерильная почва

с внесением 
АМГ

без внесения 
АМГ

с внесением 
АМГ

без внесения 
АМГ

Частота встречаемости 
микоризы, F% 71,8 ± 9,1 0 81,0 ± 1,4 47,7 ± 6,7

Интенсивность  
микоризации, М% 14,2 ± 0,9 0 19,5 ± 0,5 9,1 ± 2,6

Обилие арбускул, А% 14,2 ± 0,9 0 19,5 ± 0,5 9,0 ± 2,5
Длина стебля, см 25,9 ± 1,8 21,9 ± 2,9 20,3 ± 1,4 21,7 ± 2,1
Длина корня, см 7,7 ± 0,6 6,1 ± 1,1 6,9 ± 0,7 10,1 ± 1,2
Объем стебля, см3 11,3 ± 1,2 7,9 ± 1,8 16,8 ± 7,8 8,5 ± 1,1
Объем корня, см3 1,0 ± 0 1,0 ± 0 1,1 ± 0,1 1,4 ± 0,2

Внесение G. intraradices в стерильную почву стимулировало 
рост и развитие томатов, о чем свидетельствовало увеличение 
объема и длины растений по сравнению с образцами без внесе-
ния микоризы (см. таблицу). В нестерильной почве с внесением 
АМГ длина растений и объем корней были несколько ниже по 
сравнению с другими образцами, зато накапливался большой 
объем надземных частей растений, что косвенным образом ука-
зывало на стимуляцию образования листьев – основного органа 
фотосинтеза высших растений.
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Fire blight is a most destructive bacterial disease of pome fruit 
trees, caused by the bacterium Erwinia amylovora (Burrill) Winslow 
et al. This disease has spread from its original region in New York State, 
USA throughout North America, Europe, Middle East, and New Zea-
land. By now fire blight has been registered in more than 40 countries 
of the world. The first fire blight infections in Belarus were reported 
in 2007 and several isolates from apples and pears were collected [1]. 
Characterization of strain diversity in E. amylovora is important for 
plant quarantine, selection for disease resistance, identifying possible 
sources of infection and distinguishing strain groups. The objective 
of our work was characterization of Belarusian E. amylovora isolates 
and determination of their genetic variability.

The virulence of E. amylovora strains was tested using an artifi-
cial inoculation of immature pear fruits. All tested E.  amylovora 
strains except for 646 and 133/95 were similarly virulent and se- 
verity values ranged from 80 to 100%. Strains 646 and 133/95 iso-
lated in Poland showed the lowest virulence – 55.5 and 13.8% re-
spectively.

E. amylovora strains were checked for the presence of the pEA29 
plasmid. Plasmids from all strains were isolated and purified. PCR 
amplification of pEA29 fragment was done with specific primer pair 
P29A and P29B. 1 kb PCR product was obtained for all tested strains. 
Since Belarusian E. amylovora isolates carried pEA29, the next stage 
of our work was dedicated to short sequence repeat number defini-
tion. Amplified fragments of pEA29 DNA were digested with Sau3A 
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and separated in 8% polyacrylamyde gel. Alternatively, PCR prod-
ucts amplified with RS1/RS2c primer pair were analysed by poly-
acrylamyde gel electrophoresis. Two reference E. amylovora strains – 
1/79 and Ea659 were used as positive controls with previously con-
firmed stable SSR number of 6 and 5 respectively. These results show 
that all tested E. amylovora strains except 1/79 had 5 repeats in the 
SSR array on pEA29 plasmid. These results were confirmed by direct 
sequencing of RS1/RS2c PCR products.

The DNA fingerprint profiles of E. amylovora strains from Belar-
us, Poland, Germany and Great Britain were generated using primers 
corresponding to Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus 
(ERIC) and Repetitive Extragenic Palindromic (REP) sequences.  
No differences in rep-PCR fingerprinting patterns from genomic 
DNA of analyzed strains were detected.

McManus and Jones (1995) have detected four distinct PCR ri-
botype fingerprints within large number of American and New Zea-
land E. amylovora strains using primers for amplification of the 
16S-23S spacer region of the rrn operon [2]. Strains of the first three 
ribotypes were isolated from fruit tree plants (preliminary from ap-
ple and pear) whereas ribotype 4 was found in strains from Rubus sp. 
The PCR-ribotype fingerprints of E. amylovora strains from Bela- 
rus, Poland, Germany and Great Britain, isolated from host plants 
of Maloideae subfamily were generated using primers 16S and 23S. 
In all cases the identical fingerprints corresponding the PCR-ribo-
type 3 were obtained.

The E. amylovora E2 genome sequence was obtained by Illumi-
na MySeq sequencing. Complete genome is comprised of a circular 
chromosome (3805573 b. p.) and only one plasmid pEA29 (28259 b. p.). 
The genome includes 3700 predicted ORFs, 78 tRNA genes and 7 rRNA 
operons. Genomic sequence comparison using MAUVE suggests 
that E2 genome is highly syntenic with the genome of E. amylovora 
ATCC 49946. Three pathogenicity islands (PAI-1 – 3), that includes 
genes for type III secretion systems, two clusters of flagellar bio-
synthesis genes and genes for amylovoran and levan production were 
annotated in E2 genome. Genes, involved in iron uptake and type I, 
II, VI secretion system formation were although identified.
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Three CRISPR regions (CRRs) were identified in E2 genome. 
The CRR1 (853832 – 855995) consist of direct repeats (29 b. p. long) 
interspersed by 35 unique spacers. The CRR2 (866902 – 869007) con- 
tains 29 b. p. long direct repeats separated by 34 spacer sequences. 
The CRR4 (878471 – 878799) consist of 5 unique spacers and 28 b. p. 
long direct repeats. Based on analysis of CRISPR regions, E. amylo- 
vora E2 was belonged to CRR genotype Aaα, according the classifi-
cation of Rezzonico  [3]. The most European and Mediterranean 
E. amylovora strains belonged to genotipes Aaα and Daα. Surprising-
ly, characterized strains from neighbor to Belarus countries (Poland, 
Lithuania, Latvia) are belonged to genotypes Daα.

DNA fingerprinting techniques, such as repetitive-sequence PCR 
(rep-PCR), and PCR-ribotyping allowed the differentiation of E. amy- 
lovora strains isolated from Maloideae and Rosoideae plant hosts but 
some genetic diversity could be detected within these groups. Our 
results demonstrated the identity of REP, ERIC and PCR-ribotype 
genomic fingerprints for all tested strains. E. amylovora isolates from 
Belarus, Poland, Germany and Great Britain belong to ribotype 3 ac-
cording to the classification of McManus and Jones [3]. This work 
showed high homogeneity among isolates from Belarus and several 
other strains from European countries isolated from different Malo- 
ideae plant hosts.
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ИЗУЧЕНИЕ СВОЙСТВ БАКТЕРИЙ BACILLUS SUBTILIS  
1К С РАСШИРЕННЫМ СПЕКТРОМ УТИЛИЗАЦИИ  

САХАРОВ И ВЫСОКИМ УРОВНЕМ  
АНТАГОНИСТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  

К ФИТОПАТОГЕННЫМ ПЛЕСНЕВЫМ ГРИБАМ

Кузнецова Т. Н., Горбачева О. В., Кызин А. А.,  
Дашкова И. О., Гильмаева А. В.

Научно-внедренческое предприятие ООО «НВП «БашИнком»,  
Уфа, Россия, Lisi4ka.1991@bk.ru

Бактерии рода Bacillus обладают широким набором фермен-
тов класса гидролаз, в том числе целлюлаз, что обуславливает 
возможность использования бацилл в качестве основы препара-
тов для силосования кормов. Повышение качества кормов, их 
переваримости, защита их от плесневения напрямую связаны  
с ферментативной переработкой бактериями труднодоступных 
комплексов кормов, наряду с осуществлением защиты организ-
ма животного-хозяина от патогенных микроорганизмов [1–3].

Новый штамм Bacillus subtilis 1K был выделен из здорового 
растения пшеницы в Уфимском районе. Предполагалось исполь-
зовать штамм в качестве силосной закваски, в том числе и для 
трудносилосуемых трав с повышенным содержанием белка, та-
ких как козлятник и люцерна.

Проведено изучение ферментативной активности штамма. 
Установлено, что штамм расщепляет целлюлозу, утилизирует 
широкий спектр моно- и дисахаров – глюкозу, лактозу, сахарозу, 
маннит, мальтозу, арабинозу, галактозу, рамнозу, ксилозу, дуль-
цит без выделения газа в течение 18–24 ч, что сопровождается 
накоплением молочной кислоты. Расщепление широкого спек-
тра сахаров с образованием молочной кислоты создает возмож-
ность использования штамма для силосования кормов.

Штамм B. subtilis 1К депонирован во Всероссийской коллек-
ции промышленных микроорганизмов (ВКПМ) ФГУП Гос. НИИ 
Генетика, г. Москва под № В-11353. Дата депонирования 23.11.2012 г. 
На штамм получен патент РФ № 2539762 от 19.09.2013.
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Подтверждена безвредность (вирулентность, токсичность  
и токсигенность) штамма. Установлено, что штамм проявляет 
антагонизм в отношении штаммов фитопатогенных грибов, бак-
терий, вызывающих заболевания растений, и бактерий, вызыва-
ющих заболевания у животных, таких как Fusarium avenaceum, 
F.  sporotrichiella, F.  oxysporum, F.  culmorum в зоне 12–20 мм, 
Alternaria alternate, A.  brassicicola, Botrytis cinerea, B.  aclada 
F-81, Penicillium lividum, Emericellopsis glabra F 1312 в зоне 15–18 
мм, Erwinia carotovora, Xanthomonas malvaceae в зоне 14–17 мм, 
Staphylococcus aureus (Никифоров, Филиппов) в зоне 22–25 мм, 
St.  aureus 66, St.  aureus 67, St.  aureus 81 – 15–22 мм, Proteus 
vulgaris 177, Р. vulgaris 48, Р. vulgaris 41, P. mirabilis 40, P. mirabi-
lis 36, P. mirabilis 35 – 12–20 мм, Candida albicans – 28–30 мм, 
Escherihia coli 177 – 12–15 мм.

Изучено влияние штамма B.  subtilis 1К на микробиоценоз 
кишечника у животных. Доказано, что применение культуры 
штамма B. subtilis 1К нормализует кишечную микрофлору крыс.

Для изучения возможности использования штамма B. subtilis 
1К в качестве консерванта были поставлены модельные опыты 
по силосованию измельченной кукурузы в сравнении с извест-
ным консервантом для силоса на основе бактерий B.  subtilis – 
«Биотроф 111» (см. таблицу). 

Полученные результаты показывают, что применение су-
спензии штамма B. subtilis 1К с концентрацией микробных кле-
ток 1 × 108 кл/мл в качестве консерванта для силоса не уступает 
по эффективности «Биотрофу 111» и даже несколько превосходит 
его по показателям качества полученного силоса.

Штамм B. subtilis 1К вошел в состав новой закваски для си-
лоса «Силостан», которую применили для силосования зеленой 
массы и початков кукурузы в хозяйстве ООО «УралАгро» в срав-
нении с «Биотрофом». Показатели качества силоса, полученные 
с использованием «Силостана», немного превосходят показате-
ли качества силоса, полученного с использованием «Биотрофа». 
По всем показателям качества оба испытуемых силоса относятся 
к первому классу.
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Результаты анализа силоса при использовании  
в качестве консерванта суспензии штамма B. subtilis 1K  

с разными концентрациями, при внесении в дозе 1 л на 150 т  
силоса через 30 дней экспозиции при температуре 37 °С

Вариант  
опыта

Влаж- 
ность,  

%

Сухое 
вещество, 

%

Сырой 
протеин, 

%

Перева- 
риваемый  

протеин, %

Сырая 
клетчатка, 

%

Кормовые 
единицы, 

кг

Обменная 
энергия, 

МДж

Исходная  
кукуруза 79,56 19,01 3,00 2,16 4,05 0,22 2,34

Биотроф 111 82,30 16,33 1,91 1,11 5,34 0,15 1,87
Суспензии штамма 
B. subtilis 1K – 
108 кл/мл

81,23 17,66 1,93 1,13 4,72 0,17 1,98

Суспензии штамма 
B. subtilis 1K – 
107 кл/мл

81,54 17,33 1,76 0,97 5,34 0,15 1,83

Суспензии штамма 
B. subtilis 1K – 
106 кл/мл

82,14 16,72 1,76 1,00 4,97 0,15 1,81

Затраты на использование «Силостана» при силосовании 
экономически оправдываются, так на 1 т силосуемой массы рас-
ходуется в среднем 6 мл «Силостана» на 6,6 руб., а «Биотрофа 
111» расходуется 6 мл на сумму 13,3 руб., т. е. для хозяйств, заго-
тавливающих силос, эффективно и целесообразно использовать 
«Силостан».
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ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ФИТОПАТОГЕНА 
SCLEROTINIA SCLEROTIORUM  
К ГЕРБИЦИДУ ГЛИФОСАТУ

Кулик Е. В., Рында Е. Г., Евтушенков А. Н.

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
аlena.kulik31@gmail.com

Одним из широко распространенных заболеваний сельско-
хозяйственных культур, который наносит существенный эконо-
мический ущерб, является склеротиниоз, или белая гниль [1]. Зара- 
жение растений вызывает фитопатогенный гриб Sclerotinia scle-
rotiorum. Его биологические особенности позволяют развивать-
ся как на живых растениях, так и в инфицированных тканях.

В растениеводстве для защиты посевов от фитопатогенных 
грибов используется большой спектр фунгицидов разнонаправ-
ленного действия. Учитывая дополнительное применение герби-
цидов с целью осуществления контроля над сорной раститель-
ностью в посевах, возникает большая пестицидная нагрузка  
в сельскохозяйственном производстве высококачественного уро-
жая, что влечет неблагоприятные экологические последствия.  
В связи с этим представляет интерес изучение возможной фун-
гицидной активности широко используемого для избавления от 
сорняков гербицида сплошного действия глифосата ((N-фосфо-
нометил)глицин), мишенью действия которого является ключе-
вой фермент шикиматного пути синтеза ароматических соеди-
нений 5-енолпирувилшикимат-3-фосфатсинтаза.

В последнее время появились работы, в которых показано, 
что глифосат может применяться в качестве защитного, профи-
лактического, лечебного средства по отношению к возбудите-
лям листовой и стеблевой ржавчины, а также фитофтороза в по-
севах агрокультур, представленных трансгенными растениями, 
обладающими устойчивостью к данному гербициду [2–4].

Цель данной работы – исследование действия гербицида 
глифосата в виде изопропиламинной соли N-(фосфометил)гли-
цина коммерческого препарата «Торнадо» на развитие фитопа-
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тогенного гриба S. sclerotiorum с использованием чашечного те-
ста. Фитопатоген был выделен из пораженных склеротиниозом 
тканей корнеплода моркови. В чашки Петри с картофельным 
агаром, содержащим гербицид с различной концентрацией дей-
ствующего вещества (0–1800 мг/л), выкладывали диски с мице-
лием гриба диаметром 5 мм. S. sclerotiorum культивировали при 
температуре 18  °С в течение 6 дней, после чего измеряли диа-
метр зон роста мицелия. Эксперимент проводили в трехкратной 
повторности.

В результате проведенного анализа полученных данных 
установлено, что зона покрытия агаризованной среды мицели-
ем гриба зависит от концентрации гербицида (см. рисунок). 
Гербицид в концентрации до 300 мг/л включительно не оказы-
вал подавляющего действия на рост мицелия. Начиная с кон-
центрации 600 мг/л наблюдалось существенное ингибирование 
ростовых процессов гриба вплоть до полного подавления раз-
вития мицелия при использовании гербицида в концентрации 
1800 мг/л.

Выявленный дозозависимый фунгицидный эффект гербици-
да глифосата в отношении фитопатогена S. sclerotiorum указы-
вает на перспективность его использования в качестве защитно-
го средства от склеротиниоза трансгенных сельскохозяйствен-
ных растений, устойчивых к этому гербициду.

Влияние гербицида глифосата на развитие S. sclerotiorum in vitro
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СЕЛЕКЦИЯ ШТАММА ДРОЖЖЕЙ  
CRYPTOCOCCUS FLAVESCENS –  

ПРОДУЦЕНТА ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ

Кулиш С. А., Сапунова Л. И.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
kulish76@mail.ru

Эффективность животноводства в значительной мере зави-
сит от качества кормов. Введение в рацион сельскохозяйствен-
ным животным и птице кормовых добавок, в том числе функцио- 
нального назначения (пробиотиков, пребиотиков, синбиотиков), 
оптимизирует обменные процессы, улучшает пищеварение и рези- 
стентность к инфекциям, что положительно влияет на биохими-
ческие, иммунологические и репродуктивные показатели жи-
вотных [1]. Одним из новых и перспективных направлений раз-
вития рынка кормовых добавок являются продукты, содержащие 
живые дрожжи и/или компоненты их клеточных стенок – глю-
каноманнаны. Последние, как и другие полисахариды, представ-
ляют группу биологически активных соединений, обладающих 
антимикробным, антигенным, противоопухолевым, гиполипи-
димическим, радио- и криопротекторным действием [2].



163

Известно, что дрожжи рода Cryptococcus, в частности C. lauren-
tii, C. laurentii var. laurentii ССY 17-3-5, C. laurentii var. flavescens 
NRRL-Y-1401 продуцируют полисахариды внеклеточной локали-
зации. Однако они характеризуются невысокой продуктивно-
стью, требовательностью к составу питательных сред и длитель-
ным периодом культивирования [3, 4]. Нами изолирован штамм 
C. flavescens БИМ Y-228 Д, который при культивировании в пита-
тельной среде относительно простого состава синтезирует вне-
клеточные поли- и галактоолигосахариды в рамках одного техно-
логического процесса [5, 6].

Цель настоящего исследования – получение нового штамма 
дрожжей C. flavescens с повышенным уровнем продукции вне-
клеточных полисахаридов.

Многоступенчатую адаптивную селекцию C.  flavescens  
БИМ Y-228 Д проводили на агаризованных средах с повышаю-
щимися концентрациями глюкозы или лактозы (5,0 → 7,0 → 
10,0% по углероду). На первом этапе из каждой десятой генерации 
дрожжей, полученной последовательно на указанных средах 
(26–28 °С, 48 ч), отбирали быстро растущие колонии с видимой 
продукцией полисахарида. Отобранные изоляты поддерживали 
на соответствующих плотных средах при 8–12 °С. На втором эта-
пе исследований отобранные изоляты характеризовали по при-
знаку продуцировать внеклеточные полисахариды в условиях 
глубинного культивирования (200 об/мин, 26–28 °С, 72 ч) в пи-
тательных средах с различным содержанием глюкозы и лактозы 
(1,0–10,0% по углероду). По окончании культивирования био-
массу дрожжей отделяли от культуральной жидкости центри-
фугированием (8000 g, 15 мин). Процедуру повторяли трижды. 
Из охлажденного бесклеточного супернатанта выделяли поли-
сахарид осаждением этанолом в соотношении 1:2. Образовав-
шийся осадок промывали этиловым спиртом и высушивали при 
50 °С до постоянного веса, взвешивали.

В результате многоступенчатой селекции C.  flavescens  
БИМ Y-228 Д отобрано 6 быстро растущих колоний дрожжей, по 
3 изолята с каждой селективной среды. Количественная оценка 



164

образования ими полисахаридов показала, что максимальной про-
дуктивностью характеризовались две культуры, выявленные на 
агаризованных средах с лактозой и глюкозой (10,0% по углероду).

Установлено, что отобранные изоляты при культивировании 
в жидких средах с лактозой (5–7%) в 1,4–1,5  раза превосходят 
исходный штамм C. flavescens БИМ Y-228 Д по уровню синтеза 
внеклеточных полисахаридов.

Таким образом, методом многоступенчатой селекции C. fla-
vescens БИМ Y-228 Д получены два изолята дрожжей с повышен-
ным уровнем продукции полисахаридов. Дальнейшие исследо-
вания будут нацелены на повышение эффективности синтеза 
полисахаридов, установление их химической структуры и био-
логического действия, разработку на основе селектированных 
штаммов дрожжей кормовой добавки комплексного действия.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОНСОРЦИУМА БАКТЕРИЙ  
ДЛЯ УМЕНЬШЕНИЯ ТОКСИЧНОСТИ МЕДИ  

ПРИ ВЫРАЩИВАНИИ САЖЕНЦЕВ ВИНОГРАДА

Леманова Н. Б., Великсар С. Г.

Институт генетики,физиологии и защиты растений,  
Кишинев, Молдова, lemanova@list.ru

Применяемые в растениеводстве средства химизации могут 
быть источниками загрязнения почвы тяжелыми металлами (ТМ). 
Высокие концентрации ТМ в субстратах ухудшают развитие 
растений, снижают урожай и качество сельскохозяйственной 
продукции [1]. Длительное применение химических средств за-
щиты растений отрицательно влияет на почвенную микрофло-
ру, способствует общему ухудшению состояния биоценоза. На 
фоне падения супрессивности почвы происходит сдвиг баланса 
между почвообитающими микроорганизмами в сторону патоге-
нов. Повышение биогенности почвы за счет внесения полезных 
микроорганизмов – одно из средств решения этой проблемы [1].

В Молдове для защиты от болезней больших площадей мно-
голетних насаждений виноградников ежегодно применяются 
содержащие медь препараты.

Цель исследований – устранение негативных последствий 
избытка меди в почве при выращивании саженцев винограда.

Для уменьшения токсичности меди использовали комбинацию 
трех штаммов почвообитающих диазотрофных бактерий Pseu-
domonas putida CNMN-PsB-06, Azotobacter chroococcum CNMN-
AzB-01, Bacillus subtilis CNMN-BB-08. Бактерии культивировали 
в жидкой минеральной минимальной питательной среде в течение 
48 ч при 29 °С до титра 109 КОЕ/мл. Для приготовления рабоче-
го раствора, который использовали для внесения в почву вегета-
ционных сосудов при посадке черенков, бактериальные суспен-
зии разбавляли водой до титра 107 КОЕ/мл и смешивали в равных 
соотношениях. В почву одного сосуда объемом 10 кг (чернозем 
карбонатный) вносили медь в форме CuSO4×H2O в количестве 
1200 мг д. в. на 1 кг почвы до посадки растительного материала; 
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для полива при посадке вносили 0,7 л р. р. / 10 кг почвы при вы-
садке двух черенков винограда.

В трех вариантах опыта (1 – контроль без меди; 2 – медь  
в почве; 3 – медь + комбинация трех штаммов бактерий) выращи-
вали по 12 саженцев винограда сорта Виктория. В период веге-
тации осуществляли некорневую подкормку растений опрыски-
ванием листьев раствором микроэлементов 0,09% в смеси с ком-
бинацией бактериальных суспензий (1:1:1).

Влияние консорциума бактерий на рост, вызревание побегов,  
развитие корней саженцев винограда сорта Виктория  

в условиях избытка меди в почве

Вариант
Длина (см) 

побегов,  
М ± m

%  
к кон-
тролю

Размер вызрев-
шего прироста 

(см) М ± m

% 
к кон-
тролю

Вес (г) корней 
1 растения, 

М ± m

%  
к кон- 
тролю

1. Контроль 22,13 ± 1,49 100 9,14 ± 0,79 100 21,20 ± 0,95 100
2. Cu 1200 мг/кг 21,07 ± 4,05 95,21 8,68 ± 1,86 94,96 16,50 ± 0,69 77,83
3. Cu 1200 мг/кг + 
(Az + Pseud. + Bac.) 30,82 ± 5,04 139,26 13,12 ± 3,5 143,54 18,61 ± 1,47 87,78

Определение размеров выросших побегов, участка их вызрев-
шей ткани, веса корней после выкапывания растений (см. таблицу), 
т. е. показатели качества показали угнетение процессов роста 
саженцев в присутствии меди в почве. Внесение в субстрат кон-
сорциума суспензий бактериальных штаммов и использование 
их для опрыскивания листьев в период вегетации с добавлением 
МЭ значительно повысило показатели роста и вызревания побе-
гов, улучшило развитие корней по сравнению с контролем и вари-
антом присутствия меди в почве. Установлена возможность умень-
шения негативного влияния тяжелого металла в почве на развитие 
растений винограда в результате применения консорциума суспен-
зий трех штаммов почвообитающих диазотрофных бактерий.
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АНТАГОНИСТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ШТАММОВ  
BACILLUS SP. 49 И PSEUDOMONAS SP. 11 –  

ОСНОВЫ ПРЕПАРАТА «ЖЫЦЕНЬ»

Маслак Д. В., Феклистова И. Н., Гринева И. А.,  
Скакун Т. Л., Садовская Л. Е., Кулешова Ю.М.,  

Ломоносова В. А.

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь,  
diana-maslak@yandex.ru

После уборки урожая однолетних культур сплошного сева 
на полях остается источник органики – пожнивные остатки.  
На протяжении всего срока их разложения (3–5 лет) они представ-
ляют собой проблему, так как мешают обработке почвы сельхозтех-
никой, служат источником распространения болезней растений, 
а содержащиеся в них питательные вещества слишком медленно 
переходят в форму, доступную для растений. В НИЛ молеку-
лярной генетики и биотехнологии кафедры генетики биологиче-
ского факультета БГУ разработан микробиологический препа-
рат «Жыцень» (ТУ BY 100235722.215-2013), предназначенный для 
повышения качества почвы – ускорения разложения пожнивных 
остатков на полях, «оздоровления» почвенной микрофлоры, под-
готовки почвы к посевам и, как результат, увеличения продук-
тивности сельскохозяйственных культур. Препарат «Жыцень» 
представляет собой смесь живых клеток штаммов Pseudomonas 
sp. 11 и Bacillus sp. 49.

Изучена антимикробная активность штаммов, являющихся 
основой препарата. Для определения микробной активности вы-
деленных штаммов используют модифицированный метод «от-
сроченного» антагонизма. [1]. Результаты проведенных экспери-
ментов приведены в табл. 1 и 2.

Из данных табл. 1 и 2 видно, что штамм Pseudomonas sp. 11 
активен в отношении всех проверенных фитопатогенных микро-
организмов. Метаболиты, синтезируемые Pseudomonas sp. 11, сни-
жают скорость роста P. corrugata 2 и Clavibacter sp., подавляют рост 
Xanthomonas campestris 8166 и всех трех проверенных штаммов, 
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относящихся к роду Erwinia. Антифунгальная активность этого 
штамма-антагониста лежит в диапазане от 57,8% (Monilinia fruc-
ticola) до 92,5% (Aspergillus niger). Иной спектр антимикробной 
активности имеет штамм Bacillus sp. 49. Его метаболиты актив-
ны в большей степени в отношении фитопатогенных грибов: от 
61,0% (A. solany) до 93,5% (A. niger). Антифунгальная активность 
Bacillus sp. 49 была несколько выше, чем у Pseudomonas sp. 11. 
Антибактериальная активность штамма Bacillus sp. 49 выражена 
слабее, тем не менее его метаболиты подавляли рост Clavibacter sp. 
(влияние на который штамма Pseudomonas sp. 11 было незначи-
тельным) и E. aroideae. На основании полученных данных мож-
но заключить, что спектр антимикробной активности изучаемых 
штаммов дополняет друг друга, расширяя эффективность препа-
рата «Жыцень» в качестве агента для борьбы с возбудителями за-
болеваний растений, передающихся через почву и растительные 
остатки. 

Таким образом, в ходе проведенных экспериментов продемон-
стрировано наличие антагонистической активности у штаммов 
Pseudomonas sp. 11 и Bacillus sp. 49 – основы препарата «Жыцень», 
предназначенного для ускорения разложения пожнивных остатков 
на полях, «оздоровления» почвенной микрофлоры, подготовки по- 
чвы к посевам и повышения урожайности последующих культур.

Таблица 1. Антагонистическая активность штаммов – основы препарата 
«Жыцень» по отношению к фитопатогенным бактериям

Фитопатоген
Антимикробная активность штамма

Pseudomonas sp. 11 Bacillus sp. 49

Pseudomonas corrugata 2 ± –
Xanthomonas campestris 8166 + –
Erwinia atroseptica + –
Erwinia aroideae + +
Erwinia carotovora C366 + –
Clavibacter sp. ± +

П р и м е ч а н и е. Знаком (+) отмечается зона задержки роста культуры 
фитопатогена; (±) – зона ослабленного роста культуры фитопатогена; (–) – 
отсутствие антагонистической активности.
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Таблица 2. Антагонистическая активность штаммов – основы препарата 
«Жыцень» по отношению к фитопатогенным грибам

Фитопатоген
Подавление фитопатогенов, % 

Pseudomonas sp. 11 Bacillus sp. 49

Alternaria alternata 78,7 81,2
Alternaria solani 62,2 61,0
Alternaria solani AB1 68,3 72,0
Aspergillus niger 92,5 93,5
Monilinia fructicola 57,8 71,3
Fusarium moniliforme LF5 64,0 76,8
Fusarium oxysporum 64,1 75,5
Fusarium sp. 69,9 72,6
Fusarium sambucinum 66,1 76,1
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АЗОТФИКСИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ  

ИЗ ТЕХНОГЕННО ЗАСОЛЕННОЙ ПОЧВЫ

Наумович Н. И., Алещенкова З. М.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
naumovichnadezda@yandex.ru

Засоление почв – одна из наиболее актуальных проблем де-
градации земель в мире [1]. Высокая соленость является одним 
из самых распространенных факторов экологического стресса, 
что неблагоприятно влияет на продуктивность, задерживая рост 
и развитие растений [2]. Несмотря на отрицательное влияние за-
соления, в почвах с высокой техногенной нагрузкой формируется 
микрофлора, способная выживать в условиях солевого стресса [3]. 
Галотолерантные микроорганизмы способны к активной жизне-
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деятельности в широком диапазоне концентраций солей. Они 
обнаруживаются в различных биотопах и антропогенных экоси-
стемах с повышенным уровнем минерализации [4].

Цель работы – выделение из техногенно засоленной почвы 
солеустойчивых азотфиксирующих бактерий.

Из образцов дерново-подзолистой почвы, отобранной в райо-
не действия ОАО «Беларуськалий», выделено и отобрано 10 оли-
гонитрофильных изолятов, которые хорошо растут на безазотных 
средах Эшби и Bürk’a.

Отобранные изоляты были проверены на выживаемость при воз-
действии хлорида натрия в различных концентрациях (см. таблицу).

Рост солеустойчевых изолятов бактерий на LB среде  
в присутствии хлорида натрия

Номер  
изолята

Контроль  
(без соли)

Концентрация NaCl, %

3,5 5 7 10 12

СА-1 ++ +++ +++ – – –
СА-2 ++ +++ +++ + + –
СА-3 ++ +++ +++ ++ ++ ++
СА-4 ++ +++ +++ ++ + –
СА-5 ++ +++ +++ ++ + –
СА-6 ++ +++ + – – –
СА-7 ++ +++ +++ ++ ++ ++
СА-8 ++ +++ +++ ++ ++ –
СА-9 ++ +++ +++ – – –
СА-10 ++ +++ +++ ++ ++ –

П р и м е ч а н и е: «+++» – хороший рост; «++» – средний 
рост; «+» – слабый рост; «–» – отсутствие роста бактерий.

Олигонитрофильные изоляты были проверены на способ-
ность к азотфиксации. В качестве маркера азотфиксации мы ис-
пользовали nifH-ген, поскольку на настоящий момент сформи-
рована представительная база данных, содержащих последо- 
вательность nifH-генов бактерий из различных мест обитаний 
(см. рисунок).
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В ходе ПЦР-анализа фрагмента гена nifH исследуемых олиго-
нитрофилных бактерий с парой праймеров nifH-1F и nifH-1R у 8 
изолятов была выявлена одна специфическая зона амплификации 
размером ~ 430 п. о., служащая доказательством принадлежности 
выделенных галотолерантных бактерий к азотфиксаторам.

В соответствии с целью нашей работы наиболее перспектив-
ными для дальнейших исследований являются азотфиксаторы, 
растущие на среде, содержащей высокие концентрации хлорида 
натрия. Из полученных данных следует, что наиболее соле- 
устойчивые азотфиксаторы – изоляты СА-3 и СА-7, которые ра-
стут на среде содержащей 12% хлорида натрия.

Выделенные изоляты галотолерантных азотфиксирующих 
бактерий потенциально перспективны для использования в тех-
нологии фиторекультивации техногенно засоленных почв.
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РАЗРАБОТКА ВЫСОКОЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ  
ТЕСТ-СИСТЕМ ДЛЯ ОДНОВРЕМЕННОЙ  

ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ШИРОКОГО СПЕКТРА  
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Картофель – одна из основных сельскохозяйственных куль-
тур Российской Федерации, однако по урожайности и качеству 
получаемой продукции Россия занимает одно из последних мест 
в мире, что обусловлено низким качеством используемого се-
менного материала, а также выраженным фитосанитарным не-
благополучием российского картофелеводства. Важным средством 
снижения потерь урожая является своевременная и точная диа-
гностика болезней. Для конечного потребителя диагностиче-
ских тест-систем критически важны следующие факторы: стои-
мость проведения анализа, его простота, быстрота, чувстви-
тельность и специфичность, а также возможность одновременной 
детекции целого ряда патогенов, что экономит время и средства 
потребителя. Существующие в настоящее время лабораторные 
и полевые методы диагностики болезней картофеля не отвечают 
в полном объеме вышеперечисленным требованиям, а предлага-
емые на мировом рынке лабораторные тесты и коммерческие 
тест-системы, как правило, основываются на принципе «один 
патоген – один тест».
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В рамках выполняемого авторами исследовательского про-
екта осуществляется разработка высокопроизводительных систем 
одновременной экспресс-диагностики различных патогенов кар- 
тофеля на основе qPCR-матриц в форме пресервов. Помимо невы-
сокого расхода реагентов (реакционный объем – 1 мкл) и высокой 
чувствительности (~1 пг ДНК/РНК), разрабатываемые тест-си-
стемы характеризуются высокой производительностью и ско- 
ростью анализа (одновременная диагностика до 8–10 патогенов 
в течение 1–1,5 ч с учетом пробоподготовки). Уникальной осо-
бенностью тест-систем является возможность длительного хра-
нения матриц-пресервов с иммобилизованными на поверхности 
реагентами при комнатной температуре (3 или 6 месяцев в зави-
симости от типа матрицы).

К настоящему времени реализована и успешно испытана  
в лабораторных и полевых условиях система для одновременной 
диагностики до 8 вирусных болезней картофеля (PVYo, PVYntn, 
PVX, PVA, PVS, PVM, PLRV, PMTV, PSTVd) и частично укомплек-
тована система для диагностики нематодных патогенов (Globodera 
rostоchiensis, G. pallida и др.). В ходе выполнения проекта плани-
руется создание нескольких вариантов тест-систем для комплекс-
ной диагностики почвенных (нематоды), вирусных, фитоплазмен-
ных, а также грибных и бактериальных болезней картофеля.

Исследование осуществляется при поддержке Российского 
научного фонда (проект № 16-16-04109).

АКТИВАЦИЯ ЗАЩИТНЫХ СВОЙСТВ РАСТЕНИЙ  
ТОМАТА И ОГУРЦА БАКТЕРИЯМИ РОДА PSEUDOMONAS

Павловец Ю. Ю., Шульжик А. С., Лагодич О. В.,  
Лагодич А. В.

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
LagodichOV@bsu.by

Томаты и огурцы широко культивируются в Республике Бела-
русь как в открытом, так и защищенном грунте. Однако поражение 
данных растений различными заболеваниями может привести  
к значительным потерям урожая, поэтому очень важны меропри-
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ятия по профилактике заболеваний и защите растений. К таким 
мероприятиям можно отнести использование ризосферных бак-
терий (PGPR), которые запускают у растений индуцированную 
системную устойчивость (ISR). В связи с этим является актуаль-
ным изучение индуцированной системной устойчивости у тома-
тов и огурцов, запускаемой метаболитами PGPR.

В качестве PGPR использовали штаммы P. aurantiaca В-162, 
синтезирующий антибиотики феназинового ряда [1], P.  putida 
КМБУ 4308, синтезирующий сидерофор – пиовердин [2], а также 
их мутанты P. aurantiaca phz– и P. putida pvd– , не способные к син-
тезу феназиновых антибиотиков и пиовердина соответственно. 
Для выявления действия внеклеточных метаболитов использо-
вали культуральную жидкость. В качестве патогена – споры гри-
ба Botrytis cinerea Pers. Объектом исследования служили огур-
цы сорта «Славянский» и томаты сорта «Перамога 165». Семена 
перед посевом подвергали поверхностной стерилизации в хлор-
содержащем растворе, слабом растворе KMnO4 и в 70%-ном 
этиловом спирте в течение 5 мин, а затем промывали стериль-
ной дистиллированной водой.

Проявление симптомов поражения растений in vitro серой гнилью  
на 7-е сутки после заражения: а – томаты (1 – без обработки (контроль);  
2 – P. putida pvd–; 3 – P. putida; 4 – P. aurantiaca; 5 – P. aurantiaca phz–);  

б – огурцы (1 – без обработки (контроль); 2 – P. aurantiaca;  
3 – P. aurantiaca phz–; 4 – P. putida; 5 – P. putida pvd–)
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Семена проращивали в культуре in vitro на агаризованной 
безгормональной среде Мурасиге–Скуга, содержащей стандарт- 
ный набор солей и включающей 7 г/л агара и 30 г/л сахарозы [3]. 
Растения культивировали в климатической камере при 16-часо- 
вом освещении и температуре 20–24 °С. Через несколько суток 
проросшие семена отбирали и пересаживали в большие про- 
бирки in vitro со средой Мурасиге–Скуга. Затем в стерильных 
условиях добавляли культуральную жидкость ризосферных бак-
терий. Спустя три недели на листья наносили суспензию спор 
фитопатогенного гриба.

Через неделю после заражения на растениях, обработанных 
культуральной жидкостью P. putida и P. aurantiaca, отмечались 
незначительные участки поражения грибом или отсутствовали 
вовсе, в то время как на контрольных растениях (ничем не обра- 
ботанных) и растениях, обработанных культуральной жидко- 
стью P. putida pvd– и P. aurantiaca ph2–, поражение серой гнилью 
охватывало до 40% площади листовой пластинки, листья стано- 
вились вялыми и приобретали желтый цвет (см. рисунок).

Выполненные на данном этапе исследования показали, что  
с помощью внеклеточных метаболитов бактерий P. putida и P. au- 
rantiaca, можно защитить растения томатов сорта «Перамога 
165» и огурцов сорта «Славянский» от поражения грибом B. cine- 
rea in vitro, что свидетельствует о запуске индуцированной си- 
стемной устойчивости у растений.
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НАПРАВЛЕННАЯ БИОУТИЛИЗАЦИЯ ПОРУБОЧНЫХ 
ОСТАТКОВ КАК МЕРА ПОВЫШЕНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 

ХВОЙНЫХ НАСАЖДЕНИЙ К КОРНЕВЫМ ГНИЛЯМ

Савицкий А. В., Волченкова Г. А.

Белорусский государственный технологический университет,  
Минск, Беларусь, savandrei.1993@mail.ru

С начала активного использования лесных ресурсов количе-
ство рубок в лесах значительно увеличилось. Следовательно, уве- 
личилось и количество порубочных остатков. Большое количе-
ство питательного субстрата, который остается в лесу в виде дре-
весины пней и корней срубленных деревьев, дает интенсивный 
толчок для развития корневых патогенов, в частности, корневой 
губки сосны.

На протяжении последних столетий корневая губка является 
одним из наиболее вредоносных заболеваний эксплуатируемых 
хвойных насаждений. Возбудитель болезни Heterobasidion anno- 
sum в сосновых лесах способен формировать куртинное усыха-
ние деревьев, приводя к масштабному ущербу.

На территории Беларуси корневая губка распространена по-
всеместно. Наибольшую интенсивность поражения она прояв-
ляет в южных регионах страны: встречаемость болезни в сосня-
ках некоторых лесхозов превышает 15%. По предварительным 
расчетам, общий текущий ущерб, причиненный корневой губ-
кой сосновым насаждениям Республики Беларусь, составляет 
185,1 млн долл. США, ежегодно возрастая ориентировочно на 
3–4% [1].

Искусственное заселение ксилотрофными грибами – антаго-
нистами возбудителя корневой губки позволяет предотвратить 
массовое распространение инфекции H.  annosum. В насажде-
ниях, которые в настоящий момент не подвержены воздействию 
патогена, проведение профилактических мероприятий позволит 
снизить риск возникновения новых очагов болезни за счет био- 
утилизации порубочных остатков [2].

Одним из наиболее перспективных антагонистов корневой 
губки считается сапротрофный гриб Phlebiopsis gigantea (Fr.) 



177

Jülich. Колонизируя поверхности мертвой древесины, он способ-
ствует ее интенсивной деструкции, тем самым ограничивает 
пути распространения патогена на стоящие рядом непоражен-
ные деревья. Наиболее эффективно процесс колонизации прохо-
дит в том случае, если биообработка проводится непосредственно 
после рубки древостоя, тем самым увеличивая конкурентоспо-
собность гриба антагониста по отношению к патогену.

В мире для борьбы с корневой губкой применяются биопре-
параты на основе оидиоспор гриба P. gigantea. В настоящий мо-
мент в мире разработано три продукта, действие которых направ-
лено на профилактику возникновения пестрой ситовой гнили 
корней в хвойных насаждениях. Это препараты польского, фин-
ского и английского производства соответственно – «Pg-POSZ-
WALD», «Rotstop» и «PG Suspension». Последние два показали 
высокую эффективность и широко используются в странах  
Европейского союза.

Технология производства и состав производимых препара-
тов являются коммерческой тайной предприятий и патентодер-
жателей. К тому же выделенные в определенных природно-кли-
матических условиях виды и штаммы антагонистов часто про-
являют трудно предсказуемые свойства при переносе их в другие 
условия. Следовательно, разработка технологии производства 
отечественного биопрепарата – важная научная и практическая 
задача.

В Беларуси было отобрано два штамма P. gigantea, обладаю-
щих в условиях in vitro высокой скоростью линейного роста, ан-
тагонистической активностью по отношению к корневой губке 
на агаризованной питательной среде, высокой дереворазрушаю-
щей способностью и интенсивностью спорообразования. Ото-
бранные штаммы по некоторым из представленных показателей 
не уступают зарубежным штаммам, положенным в основу пре-
паратов «Rotstop» и «Pg-POSZWALD» [3, 4]. Кроме того, они 
проявили способность интенсивно колонизировать древесину 
пней сосны в условиях in vivo. В дальнейшем данные штаммы 
будут использоваться в качестве основных компонентов биоло-
гического препарата.
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ВЫДЕЛЕНИЕ И ОЦЕНКА АНТИГРИБНОЙ  
АКТИВНОСТИ МЕТАБОЛИТОВ НОВЫХ ШТАММОВ  

BACILLUS SUBTILIS

Сидорова Т. М., Асатурова А. М.

ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт  
биологической защиты растений», Краснодар, Россия, 

biocontrol-vniibzr@yandex.ru

Антагонистический потенциал Bacillus subtilis в значитель-
ной степени связан со способностью продуцировать большой 
набор антимикробных соединений [1], что обуславливает фун-
гицидный эффект в отношении особо опасных фитопатогенных 
грибов. Наиболее подробно изучены структура и механизм дей-
ствия липопептидных фунгицидов семейств итуринов, сурфак-
тинов и фенгицинов [2]. Кроме прямого действия путем образо-
вания пор в мембране клеток мицелиальных грибов, метаболи-
ты B. subtilis предотвращают адгезию конкурентных микробов 
на растении и индуцируют устойчивость к болезни [3].
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Цель настоящей работы – выделение и оценка антигрибной ак- 
тивности компонентов культуральной жидкости активных штам- 
мов B. subtilis BZR 336g и BZR 517 с использованием метода био-
автографии [4].

Для этого культуральную среду центрифугировали, надоса-
дочную жидкость экстрагировали этилацетатом и после упари-
вания подвергали хроматографированию с использованием ТСХ- 
пластин модифицированного силикагеля «Kieselgel» («Merck»). 
В качестве подвижной системы использовали систему этилаце-
тат : этанол : вода (40:15:15). Для выявления активных компонен-
тов ТСХ пластины пропитывали картофельно-глюкозной пита-
тельной средой, наносили суспензию пропагул тестового гриба 
и помещали во влажную камеру при 24–27  °С. О локализации 
активных компонентов судили по формированию стерильной 
зоны. Качественный анализ выявленных антигрибных соедине-
ний провели с использованием специфических детектирующих 
реактивов [5].

Анализ под УФ366-светом хроматографических пластин с ра-
зогнанными компонентами культуральной жидкости позволил 
обнаружить значительное количество (более 10) полос с различ-

           УФ366                       F. oxysporum var. orthoceras             Alternaria sp.

Тонкослойная хроматография и биоавтография метаболитов активных  
штаммов B. subtilis: а – B. subtilis BZR 336g; б – B. subtilis BZR 517
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ным свечением, что может свидетельствовать о наличии боль-
шого набора соединений, различающихся по структуре и свой-
ствам (см. рисунок). Для выявления активных фракций метабо-
литов методом биоавтографии использовались тест-культуры 
фитопатогенных грибов Fusarium oxysporum var. orthoceras и Alter- 
nariа sp. Обнаружено, что оба исследуемых штамма продуциру-
ют целый комплекс активных соединений, которые проявляют 
антигрибной эффект от фунгистатического до фунгицидного 
(см. рисунок). Опрыскивание пластин 0,25%-ным раствором нин- 
гидрина позволило выявить зоны, окрашенные от розового до 
красного цветов, свойственного для аминокислот. Были выявле-
ны ароматические амины при проявлении смесью раствора хло-
рида железа (III) и феррицианида калия.

Таким образом, предложенные методические приемы позво-
ляют выделить, охарактеризовать и дать оценку активности ан-
тигрибных метаболитов перспективных штаммов B. subtilis, что 
может способствовать разработке высокоэффективных биопре-
паратов для защиты растений от грибных болезней.
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и карантина растений им. Ж. Жиембаева, Алматы, Казахстан, 
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Защита сельскохозяйственных растений от комплекса вред-
ных организмов в Казахстане осуществляется практически толь-
ко химическими препаратами.

Ведущие мировые эксперты считают, что Республика Казах-
стан по своим природно-климатическим условиям входит в пятер-
ку стран, где потенциально возможно резко увеличить площади 
под ведущие полевые культуры и получать экологически чистую 
растениеводческую продукцию, востребованную на рынках, имен-
но за счет развития биометода [1, 2].

Принимая во внимание всю серьезность проблем, связанных 
с систематическим использованием пестицидов, Казахский НИИ 
защиты и карантина растений в своей деятельности в последние 
годы делает акцент на разработку экологически безопасных ме-
тодов защиты растений, в том числе биопрепаратов.

В Казахстане до начала XXI в. исследования по разработке 
биопрепаратов для борьбы с вредителями сельскохозяйственных 
культур носили фрагментарный характер. В течение последнего 
десятилетия сотрудниками Казахского институты защиты и ка-
рантина растений (КазНИИЗиКР, Алматы) при тесном взаимо-
действии с российскими коллегами из Всероссийского научно- 
исследовательского института защиты растений (ВИЗР, Санкт- 
Петербург) и Института систематики и экологии животных 
(ИСиЭЖ СО РАН, Новосибирск) достигнут определенный про-
гресс в области микробиологической защиты растений [3].

За этот период нами были проведены интенсивные совмест-
ные работы, направленные на массовое пополнение коллекции 
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энтомопатогенных микроорганизмов – возбудителей микозов  
и бактериозов членистоногих.

Разработаны методы сохранения исходной активности штам-
мов грибов и бактерий и стабилизации их энтомопатогенных 
свойств.

Также разработаны новые подходы для создания комплекс-
ных биоинсектицидов и применения энтомопатогенных микро-
организмов. В 2007 г. был создан первый отечественный биопре-
парат «Ақ көбелек», с. п. на основе штамма 2127-3к бактерии 
Bacillus thuringiensis var. kurstaki против вредных чешуекрылых 
древесных и плодоовощных культур. В 2009 г. биопрепарат вклю-
чен в «Список пестицидов (ядохимикатов), разрешенных к при-
менению на территории Республики Казахстан». Биологическая 
эффективность данного продукта несколько превышает значе-
ния этого показателя для бактериальных аналогов и не уступает 
химическим инсектицидам (80–100%). Круг чувствительных 
вредителей обширен и включает более 40 видов чешуекрылых.

В 2011  г. создан второй аналогичный отечественный био-
препарат «Ларвибакт», с. п. на основе местного штамма к-Ym07/
КБ бактерии Bt. var. kurstaki, выделенного из погибших гусе-
ниц яблонной моли, который сейчас находится на стадии реги-
страции.

В эти же годы проводились интенсивные работы по созда-
нию новых микоинсектицидов. К настоящему времени в резуль-
тате массового скрининга в качестве перспективных штаммов- 
продуцентов для создания новых биопрепаратов отобрано де-
сять новых казахстанских штамма грибов Beauveria bassiana  
и B. pseudobassiana, обладающих высокой вирулентностью в от-
ношении различных видов саранчовых, колорадского жука, ком-
плекса сосущих вредителей защищенного грунта, лабильностью 
к абиотическим факторам среды и продуктивностью. Разработа-
ны регламенты их производства и применения. Показана высо-
кая эффективность лабораторных образцов микоинсектицидов 
(70–100%) в аридных условиях Юго-Восточного и Северного 
Казахстана. На сегодняшний день для регистрации переданы 
два микоинсектицида под торговой маркой «Миколар-В», сух. п. 
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и «Миколар-М», сух. п. на основе штаммов энтомопатогенных 
грибов B. bassiana и M. anisopliae.

Таким образом, эти препараты являются основными элемен-
тами для разработки интегрированных систем защиты растений 
от вредных организмов в Казахстане.
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Фосфор – один из важнейших минеральных элементов в жиз-
ни растений, по своему влиянию на их развитие он занимает 
второе место после азота [1]. Несмотря на высокое содержание 
общего фосфора в почве, его биодоступность является лимити-
рующим фактором развития растений, так как степень исполь-
зования фосфора растениями из почвы составляет менее 5%. 
[2, 3]. В сельском хозяйстве проблема дефицита доступного фос-
фора в почве решается путем внесения минеральных удобрений. 
Однако только 10–30% фосфорных удобрений ассимилируется 
растениями, большая часть переходит в труднодоступную для 
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растений форму или вымывается с грунтовыми водами. Альтер-
нативой чрезмерного использования фосфорных удобрений яв-
ляется мобилизация фосфатов из нерастворимых соединений за 
счет использования фосфатмобилизирующих микроорганизмов, 
способных переводить нерастворимые фосфаты в растворимые 
формы и снабжать ими растения [4–7].

Одной из наиболее перспективных бобовых культур при 
производстве продуктов для населения и кормов для животно-
водства является соя. Основные посевы сои в Казахстане сосре-
доточены на орошаемых землях Юга и Юго-востока страны  
и по площади занимают более 105 тыс. га. В то же время уро-
жайность сои составляет в среднем 25,7 ц/га, что является невы-
соким показателем по сравнению с другими странами. Одна из 
причин этого – недостаток фосфорного питания растений. При-
менение импортных биопрепаратов на основе фосфатмобили- 
зирующих бактерий в условиях Казахстана часто не приводит  
к повышению урожайности культур. Это связано с тем, что ми-
кроорганизмы, входящие в их состав, не адаптированы к поч-
венно-климатическим условиям Казахстана. На сегодняшний день 
отечественных биопрепаратов на основе фосфатмобилизирую-
щих бактерий для сои и других сельскохозяйственных культур, 
готовых к внедрению, не разработано.

Цель данного исследования – выделение фосфатмобилизи-
рующих бактерий из ризосферы сои, их изучение, отбор и полу-
чение активных фосфатмобилизаторов, положительно влияющих 
на развитие растений сои.

Из почв ризосферы сои, собранных на полях юга и юго-вос-
тока Казахстана, провели выделение фосфатмобилизирующих 
бактерий. В общей сложности было получено 46 чистых куль-
тур фосфатмобилизирующих бактерий. Установлено, что содер-
жание их в ризосфере сои было невысоким и составляло 5–10% 
от общей численности микроорганизмов. В результате проведен-
ных исследований было отобрано 12 штаммов с высокой способ-
ностью к мобилизации фосфатов. Поскольку планируется прак-
тическое применение этих бактерий в сельском хозяйстве, прове-
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ли изучение их ростостимулирующей активности. Установлено, 
что из 12 культур только 7 штаммов характеризовались способ-
ностью повышать всхожесть семян и стимулировать рост и раз-
витие сои. При этом показано, что инокуляция семян сои бакте-
риями повышала их всхожесть до 98% (в контроле – 79–82%)  
и стимулировала рост проростков (длина стебля увеличивалась 
в 1,2–1,4, корней – в 1,5–2,5 раза по сравнению с контролем).

Проведенная идентификация фосфатмобилизирующих бак-
терий классическими микробиологическими и молекулярно-ге-
нетическими методами показала, что три из них относятся к роду 
Bacillus (два штамма В. megatherium, один – В. subtilis) и четыре 
к роду Pseudomonas (один штамм Ps.  liquida, три штамма – 
Ps. putida).

Таким образом, из почв ризосферы сои были выделены штам-
мы фосфатмобилизирующих бактерий и получены 46 чистых 
культур, из них отобрали 12 штаммов с высокой фосфатмобили-
зирующей активностью. Изучение ростостимулирующей способ-
ности среди штаммов с высокой фосфатмобилизирующей актив-
ностью показало, что только семь штаммов положительно влияли 
на рост и развитие сои. Эти штаммы являются наиболее пер-
спективными для разработки биопрепаратов под культуру сои.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СВОЙСТВ АНТИБИОТИКА,  
АКТИВНОГО ПРОТИВ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ  

ГРИБКОВЫХ БОЛЕЗНЕЙ ЗЕРНОВЫХ КУЛЬТУР

Треножникова Л. П., Галимбаева Р. Ш., Ултанбекова Г. Д., 
Балгимбаева А. С.
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В последнее время активно исследуются свойства актиноми-
цетов как пробиотиков для растений, способных контролиро-
вать возбудителей грибковых инфекций и стимулировать рост  
и развитие растений. Экстремофильные актиномицеты способны 
не только вырабатывать биологически активные вещества в ней-
тральных условиях, но и осуществлять биоконтроль фитопатоген-
ных агентов, а также вырабатывать фитогормоны в условиях засо-
ленных и защелоченных почв, чем определяется их значимость 
в составе биопрепаратов, разрабатываемых для растениеводства.

Экстремофильный актиномицет К-541, выделенный из солон-
чаковых почв Казахстана, проявил высокую активность в отно-
шении возбудителей грибковых болезней зерновых культур ро-
дов Fusarium, Alternaria, Pyricularia, Bipolaris, Aspergillus в ней-
тральных и альтернативных условиях роста. Антибиотическая 
активность штамма К-541 в отношении грибов рода Fusarium 
составляет 30–45 мм в нейтральных условиях, 40–48 мм при за-
солении среды (0,4% NaCl); в отношении грибов рода Alternaria – 
35 и 36–37 мм; рода Bipolaris – 36–38 и 38–40 мм; рода Piricula- 
ria – 40 и 56 мм соответственно.

Штамм К-541 на основании изучения молекулярно-генетиче-
ских, культурально-морфологических и физиолого-биохимиче-
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ских признаков идентифицирован как Streptomyces canofumeus 
(Krasilnikov 1970). Штамм S. canofumeus К-541 депонирован в Кол- 
лекции культур микроорганизмов РГП «Институт микробиоло-
гии и вирусологии» КН МОН РК. Коллекционный номер куль-
туры ИМиВ Ас-10.

В условиях глубинной ферментации продуцента, антибиотик 
А-541 накапливается преимущественно в биомассе. Методом 
тонкослойной хроматографии показано, что антибиотик А-541 
представляет собой комплексный препарат. Наилучшее разделе-
ние на компоненты получено при использовании системы н-бу-
танол : уксусная кислота : вода (3:1:1), которая позволила обна-
ружить 8 индивидуальных химических соединений, все компо-
ненты показали свечение в УФ-свете.

Методом биоавтографии с использованием в качестве тест- 
организма Fusarium oxysporum АСП-3 установлено, что биологи-
ческой активностью обладает только компонент IV, имеющий 
Rf в системе н-бутанол : уксусная кислота : вода (3:1:1) – 0,52.

Спектр поглощения компонента IV имеет основные макси-
мумы в УФ-области при 317, 330, 354, 376 нм. В УФ-спектре при-
сутствуют максимумы, характерные для полиеновых антибио-
тиков, наиболее близкие для представителей подгруппы гекса- 
енов (330, 354, 376 нм) [1].

Антибиотик А-541 в высокой степени подавляет рост дрож-
жеподобных и мицелиальных грибов. Он слабоактивен в отно-
шении грамположительных бактерий (МПК > 100 мкг/мл) и не 
проявляет активности против кислотоустойчивых и грамотри-
цательных бактерий. Препарат А-541, полученный из биомассы, 
обладает наиболее высокой активностью, МПК в отношении 
Candida guilliemondii составляет 5,0 мкг/мл, в отношении фито-
патогенных грибов рода Fusarium – 2,0 мкг/мл, рода Alternaria – 
3,0 мкг/мл, рода Bipolaris – 2,5 мкг/мл, Aspergillus niger – 4,0 мкг/мл, 
Pyricularia oryzae – 2,0 мкг/мл.
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Стеблевой кукурузный мотылек (Ostrinia nubilalis Hbn.) явля-
ется одним из наиболее опасных вредителей кукурузы, при по-
вреждении которым потери урожая зерна составляют более 40%. 
В Беларуси массовое развитие фитофага отмечается с 2010 г., 
очаги высокой численности сформировались в южных районах 
страны, где сосредоточены большие площади кукурузы, возде-
лываемой на зерно.

В настоящее время для защиты растений кукурузы от стеб- 
левого кукурузного мотылька в «Государственный реестр средств 
защиты растений (пестицидов и удобрений), разрешенных к при-
менению на территории Республики Беларусь» зарегистрирова-
но 14 химических инсектицидов, биологических препаратов не 
зарегистрировано. В странах ЕС, России для защиты кукурузы 
биологические препараты широко применяются [1, 2]. Большин-
ство биологических средств защиты растений, обладая высоким 
защитным эффектом, не нарушают экологического равновесия 
биоценоза. 

Цель наших исследований – изучение биологической и хозяй- 
ственной эффективности биологических препаратов для защиты 
кукурузы от стеблевого кукурузного мотылька.

В вегетационнном сезоне 2015 г. проведена оценка эффектив-
ности биопестицида «Ксантрел», Ж (однократное применение, 
титр жизнеспособных спор 0,1 млрд/см3 (спорово-кристалличе-
ский комплекс и экзотоксин бактерий Bacillus thuringiensis БИМ 
В-711 Д, споры и продукты метаболизма бактерий Bacillus 
subtilis БИМ В-712 Д) и препарата «MELOBASS», пс (двукратное 
применение с повторным внесением через 9 дней) на основе  
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энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana (Bals) Vuill, титр не 
менее 6 млрд спор/г (штамм 10‑06). Численность и вредонос-
ность стеблевого кукурузного мотылька в условиях текущего 
вегетационного сезона из-за недостатка влаги была невысокой. 
Исследования проводились на производственных посевах куку-
рузы в начале выбрасывания метелки (ст. 51 ВВСН, I декада 
июля). Перед первой обработкой плотность фитофага составила 
2,0 яйцекладок/100 растений, перед второй (конец выбрасывания 
метелок, ст. 59 ВВСН) – 1 гусеница/100 растений.

Поврежденность растений кукурузы в контрольном варианте 
перед уборкой урожая не превышала 34,3%. На посеве, где вно- 
сили биопестициды «Ксантрел», Ж и «MELOBASS», пс повре-
жденность растений снизилась на 62,1–62,7% соответственно 
(см. таблицу).

Биологическая эффективность биопрепаратов против стеблевого  
кукурузного мотылька в посевах кукурузы (производственные опыты)

Вариант опыта
Норма расхода 

препарата,  
л/га

Поврежденность 
растений перед 

уборкой урожая, %

Биологическая 
эффективность,  

%

ОАО «Видомлянское», Каменецкий р-н, Брестская обл.,  
гибрид Рикардинио, 2015 г.

Контроль  
(без применения биопрепаратов) – 34,3 –

MELOBASS, пс  
(двукратное применение) 4,0 + 4,0 12,8 62,7

Ксантрел, Ж  
(однократное применение) 6,0 13,0 62,1

ОАО «СГЦ «Западный», Брестский р-н, гибрид Краснодарский 194 МВ, 2016 г.
Контроль  
(без применения биопрепаратов) – 28,0 –

Ксантрел, Ж  
(однократное применение) 6,0 10,8 61,4

ОАО «Комаровка», Брестский р-н, гибрид Бюрли, 2016 г.
Контроль  
(без применения биопрепаратов) – 25,0 –

Ксантрел, Ж  
(однократное применение) 6,0 9,2 63,2
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В варианте без применения инсектицидов урожайность зерна 
составила 41,5 ц/га, за счет снижения вредоносности стеблевого 
кукурузного мотылька сохранено 2,0–2,1 ц/га зерна, или 4,8–5,1%.

В условиях 2016 г. в ОАО «СГЦ «Западный» и ОАО «Кома-
ровка» Брестского р-на Брестской обл. были продолжены иссле-
дования по оценке эффективности биопестицида «Ксантрел»,  
Ж (см. таблицу). В период конца выбрасывания метелок – начала 
цветения кукурузы на обследуемых полях насчитывалось 2 яйце- 
кладки/100 растений фитофага. Опрыскивание растений биопе-
стицидом «Ксантрел», Ж позволило снизить поврежденность 
растений стеблевым кукурузным мотыльком на 61,4–63,2%, со-
хранить 3,8–4,3 ц/га зерна при урожайности 64,4–70,3 ц/га.
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КОРМОВЫЕ ПРЕПАРАТЫ, ПОЛУЧЕННЫЕ  
С ПОМОЩЬЮ МИКРОБНОЙ МОДИФИКАЦИИ  

РАСТИТЕЛЬНЫХ ШРОТОВ

Уланова Р. В., Кравченко И. К.
Институт микробиологии им. С. Н. Виноградского  

ФИЦ биотехнологии РАН, Москва, Россия, 
colodovnicova@rambler.ru

Побочные продукты пищевых производств являются пер-
спективными ресурсами для производства хозяйственно важ-
ных препаратов, в том числе кормовых. В современном кормо-
производстве активно применяются вторичные продукты мас-
лоэкстракционных заводов – высокобелковые шроты и жмыхи, 
однако присутствие в них ядовитых компонентов снижает их 
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кормовые качества и препятствует непосредственному введению 
в состав кормов. Так, например, шрот клещевины содержит ток-
сичное соединение рицин, хлопчатника – госсипол, рапса – ле-
тучие горчичные масла, льна – гликозид линамарин и фермент 
линазу, подсолнечника – хлорогеновую и квиновую кислоты. 
Применяемые в настоящее время приемы разрушения ядовитых 
соединений высокотемпературной влаготепловой обработкой не 
разрушают нежелательные соединения полностью, в то время как 
значительно снижается питательная ценность шротов. В связи  
с этим необходимо создание приемов модификации растительных 
шротов, которые позволят устранить нежелательные компонен-
ты и повысить кормовую ценность шротов.

Нами разработан и успешно апробирован на примере шрота 
хлопчатника и клещевины способ микробной трансформации рас-
тительных шротов с помощью молочнокислых бактерий (МКБ).

Обработку шротов проводили по следующей схеме.
1. Механическое измельчение шрота.
2. Добавление 0,2%-ного щелочного раствора к шроту в со-

отношении 7:1 по объему, перемешивание в течение 25 мин при 
90 °С, удаление клетчатки и нерастворившихся частиц, охлажде-
ние суспензии.

3. Добавление закваски перемешивание, ферментация в ста-
ционарных условиях в течение 4–6 ч при 36–37 °С до сквашива-
ния субстрата.

4. Сушка белкового препарата.
Наиболее эффективная закваска была получена при использо-

вании молочнокислых бактерий Streptococcus thermophilus и Lac- 
tobacillus acidophilus в соотношении 1:5. При составлении заква-
сок отбирали культуры с высокой подкисляющей и протеолитиче-
ской активностью и способностью синтезировать антибиотические 
соединения.

Установлено, что в процессе сквашивания в целевых про-
дуктах, полученных из шротов хлопка и клещевины, помимо 
антибактериальных соединений, ферментов и молочной кислоты, 
возрастало содержание белка водорастворимой фракции и сво-
бодных аминокислот. Полученные образцы белковых препаратов 
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характеризовались высокими органолептическими показателя-
ми, имели вид рассыпчатого порошка светло-кремового или кре-
мового цвета, без посторонних запахов, содержали 70–85% белка, 
в то время как токсические соединения госсипол и рицин не 
были обнаружены.

Проведенный анализ белка показал, что в препарате, полу-
ченном из шрота хлопчатника, содержались 18 аминокислот  
с преобладанием аспарагиновой и глутаминовой кислот и про-
лина (см. рисунок). По сумме незаменимых аминокислот белок 
превосходи норму ФАО/ВОЗ и доминировали валин и тирозин + 
фенилаланин.

Полученный из клещевинного шрота препарат содержал  
17 аминокислот с преобладанием аспарагиновой и глутаминовой 
кислот, среди незаменимых аминокислот – валина и лейцина. 

Таким образом, проведенные нами исследования доказывают, 
что МКБ могут быть успешно применены для детоксикации шрота 
клещевины и хлопчатника и получения на их основе ценного бел-
кового кормового продукта. Так как МКБ обладают антагонисти-

Состав незаменимых аминокислот белковых препаратов, полученных  
из растительных шротов
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ческими свойствами по отношению к патогенным и условно-па-
тогенным микроорганизмам желудочно-кишечного тракта и по-
давляют гнилостные процессы, их использование в процессе 
переработки шротов позволяет придать кормовому продукту 
лечебно-профилактические качества.

БИОЛОГИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ КОМПЛЕКСОВ  
МЕДИ (II) С ОСНОВАНИЯМИ МАННИХА  

НА ФИТОПАТОГЕННЫЙ ООМИЦЕТ  
PHYTOPHTHORA INFESTANS

Ходосовская А. М., Кивчун Е. В., Викторович В. Н.,  
Евтушенков А. Н., Горбацевич Г. И., Осипович Н. П.,  

Ксендзова Г. А., Логинова Н. В.

Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
hodosovskaya@bsu.by

Оомицет Phytophthora infestans является одним из наиболее 
опасных патогенов картофеля и томатов. Вызываемое данным 
микроорганизмом заболевание – фитофтороз – приводит к зна-
чительным потерям урожая [1]. Наиболее эффективными до на-
стоящего времени фунгицидными препаратами против фито- 
фтороза считались фениламиды (металаксил). Однако их широкое 
применение привело к возникновению устойчивых субпопуля-
ций патогена, что вызвало запрет на использование данных пре-
паратов в чистом виде.

Перспективными средствами защиты растений могут стать 
комплексы переходных металлов, обладающих фунгицидной ак-
тивностью, с биоактивными органическими соединениями, по-
скольку в результате комплексообразования значительно возрас-
тает липофильность исходных компонентов и их способность  
к мембранному транспорту. Таким образом, комплексообразование 
может способствовать повышению биологической активности  
и расширению ее спектра, преодолению устойчивости, а также 
снижению токсичности иона металла и органического соедине-
ния [2].
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Цель данной работы – исследование действия комплексов 
меди (II) с органическими лигандами (основаниями Манниха) 
Cu-RN2 и Cu-BN2 на развитие фитопатогенного оомицета P. in-
festans с использованием чашечного теста. Блоки с мицелием 
P.  infestans размером 1 см2 засевали в чашки со средой RyeA, 
содержащей различные концентрации того или иного металло-
комплекса. P.  infestans культивировали при 18  °С в течение 14 
дней, после чего измеряли диаметр зон роста мицелия и высчи-
тывали площадь, занимаемую выросшим мицелием. Исследова-
ния проводили в трехкратной повторности.

В работе были использованы два штамма P. infestans, собран-
ные с растений картофеля в различных регионах республики, – 
2В11 и Вол3(2), которые отличались генотипически. Анализ  
интенсивности роста мицелия обоих штаммов in vitro в присут-

Влияние металлокомплексов на развитие P. infestans in vitro:  
1 – рост мицелия каждого из штаммов в контроле; 2 – рост мицелия штамма 

2В11; 3 – рост мицелия штамма Вол3(2); * достоверные различия  
по сравнению с контролем при р < 0,05
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ствии как соединения Cu-RN2, так и Cu-BN2 выявил дозозави-
симое подавление развития фитопатогенного микроорганизма 
по сравнению с контролем (см. рисунок). Металлокомплекс  
Cu-RN2 вызывал значительное угнетение ростовых процессов 
P. infestans, начиная с концентрации 6,25 мкг/мл, и полное пре-
кращение развития мицелия при концентрации 25 мкг/мл. Ком-
плекс Cu-BN2 проявлял оомицетостатическое действие, начиная 
с концентрации 12,5 мкг/мл, а отсутствие роста мицелия P. infes-
tans обоих штаммов выявлялось при использовании данного ком-
плекса в концентрации 50 мкг/мл.

Полученные результаты свидетельствуют, что такие компле- 
ксы меди (II) с основаниями Манниха, как Cu-RN2 и Cu-BN2, спосо- 
бны стать основой для разработки эффективных средств борьбы 
с фитофторозом.
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ПОЛУЧЕНИЕ БЕЛКОВЫХ КОМПОНЕНТОВ СИСТЕМЫ 
СЕКРЕЦИИ ТРЕТЬЕГО ТИПА ФИТОПАТОГЕННЫХ 

БАКТЕРИЙ И ИЗУЧЕНИЕ ИХ ВЛИЯНИЯ  
НА ИММУНИТЕТ РАСТЕНИЙ

Чеботарёв Л. Ю., Мандрик-Литвинкович М. Н.,  
Купцов В. Н., Валентович Л. Н.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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Общемировой тенденцией последних десятилетий является 
разработка фитопротекторных средств, активирующих есте-
ственный защитный потенциал растений. Обработка харпинами 
(вспомогательными белками системы секреции третьего типа 
фитопатогенных бактерий) используется в качестве одного из 
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способов иммунизации растений и приводит к развитию систем-
ной приобретенной устойчивости, которая распространяется не 
только на фитопатогены бактериального происхождения, но и на 
грибы, вирусы и насекомых [1–11].

Цель данной работы – получение белков харпинов, а также 
изучение влияния их интактных и усеченных вариантов на им-
мунный статус модельных и сельскохозяйственных растений, 
что в последующем поможет создать более эффективные фито-
протекторные препараты нового поколения.

Нами была создана библиотека генетических конструкций 
на основе плазмид pJET1.2, pET42a(+) и pFLAG-CTC, несущих 
гены hrpN, hrpW, xopF1 и hpa1 фитопатогенных бактерий родов 
Pectobacterium, Erwinia, Dickeya и Xanthomonas, показана воз-
можность сверхэкспрессии некоторых целевых генов и осущест-
влены предварительные эксперименты по проверке действия 
харпинов на растения. Протестированные лабораторные образ-
цы белков показали достаточно высокую способность активиро-
вать иммунитет растений люпина и семян томата по отношению 
к фитопатогенным грибам Colletotrichum lupini и Fusarium oxy- 
sporum соответственно. Полученные данные демонстрируют срав-
нительно высокий потенциал использования фитозащитных пре-
паратов на основе белков харпинов. Вместе с тем для формирования 
глубокого понимания механизма индуцированной устойчивости 
и создания на этой основе препаратов для защиты растений необ-
ходимы дальнейшие исследования оказываемого воздействия как 
полных, так и усеченных последовательностей белков харпинов, 
отличающихся у различных штаммов фитопатогенных бактерий.
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ОСНОВНЫЕ ВОЗБУДИТЕЛИ БОЛЕЗНЕЙ ТОМАТОВ  
И СОИ ГРИБНОЙ ЭТИОЛОГИИ В КАЗАХСТАНЕ  

И ИХ БИОКОНТРОЛЬ С ПОМОЩЬЮ КОМПЛЕКСА  
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ  

MONARDA CITRIODORA LAMIACEAE LINDL.

Шемшура О. Н., Сейтбатталова А. И., Исмаилова Э. Т., 
Мазунина М. Н., Каптагай Р. Ж.

Институт микробиологии и вирусологии КН МОН РК,  
Алматы, Казахстан, olgashemshura@mail.ru

Фитопатогены грибной этиологии занимают первое место по 
нанесению ущерба в растениеводстве. В Казахстане томаты под- 
вержены таким болезням, как фитофтороз, фузариоз, альтерна-
риоз и ботритиоз. Важнейшая бобовая культура соя также пора-
жается грибными болезнями, основными возбудителями кото-
рых являются Fusarium spp. и Sclerotina sclerotiorum [1, 2].
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Использование химических пестицидов в последнее время 
приобретает неконтролируемый характер, а частые обработки пе- 
стицидами сопровождаются опасностью загрязнения ими объ-
ектов окружающей среды, отрицательно воздействуют на полез-
ную флору и фауну, а также стимулируют выработку устойчи-
вых к пестицидам популяций вредных организмов.

В настоящее время повсеместно развертываются работы по 
поиску естественных соединений, альтернативных химическим 
серным и медьсодержащим фунгицидам. Исследования актив-
ности растительных экстрактов против различных возбудителей 
болезней растений показали важность природных химических 
веществ как возможных источников нефитотоксичных, системных 
и легко проникающих в ткани альтернативных пестицидов [3]. 
В связи с этим интенсивно развиваются исследования зеленых 
технологий для получения антигрибковых средств на основе зеле-
ной массы растений либо водных (органических) экстрактов [4].

Выделенные из пораженных растений томатов и сои возбу-
дители грибных заболеваний были идентифицированы по макро- 
и микроморфологическим признакам и подтверждены ПЦР-ана-
лизом. Грибные фитопатогены томатов были отнесены к видам 
Phytophthora infestans, Alternaria alternata, Fusarium solani, Вotrytis 
cinerea. Возбудители болезней сои грибной этиологии были отне-
сены к видам A. compacta, F. oxysporum, S. sclerotiorum.

Биологическая эффективность комплекса биологически активных веществ 
Monarda citriodora Lamiaceae Lindl.
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Была установлена биологическая эффективность комплекса 
биологически активных веществ, полученного из Monarda citri-
odora семейства Lamiaceae Lindl., в отношении выделенных возбу-
дителей болезней томатов: P.  infestans – 14,5%; A. alternata – 31%; 
F.  solani – 41,5%; B.  cinerea – 20% и сои: A.  compacta – 37,5%; 
F. oxysporum – 40,6%; S. sclerotiorum – 46% (см. рисунок).

Биохимическим анализом установлено, что в комплекс биологи-
чески активных веществ Monarda citriodora входят гентизиновая  
кислота, бензойная кислота, флавон, а также индольные компоненты.
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В настоящее время вновь становится весьма актуальным во-
прос рационального использования нарушенных земель после 
добычи торфа фрезерным способом. Эти земли потенциально 
благоприятны для создания культурных ландшафтов и продук-
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тивных угодий. Однако до сих пор большие площади их забро-
шены и не используются в связи с недостаточной изученностью 
почвенных процессов и условий для образования устойчивых 
биогеоценозов. Перспективным средством, предупреждающим 
превращение этих земель в бросовые, является интенсивное их 
освоение под культивирование ягодных растений.

У голубики почти вся корневая система располагается в пре-
делах слоя 0–25 см, в той или иной степени подвергшегося куль-
турному воздействию. Поэтому для лучшего и более устойчивого 
их развития необходимо стремиться с первых лет освоения выра-
ботанных торфяников к созданию оптимальных условий для их 
роста и развития. Но условия роста сельскохозяйственных куль-
тур на разных торфяных карьерах резко отличаются, поэтому 
нельзя дать единые рецепты для освоения выработанных торфя-
ников без глубокого всестороннего анализа остаточного торфа  
и без проведения специальных полевых и лабораторных исследо-
ваний. Поэтому следует обязательно проводить изучение агрохи-
мических свойств при освоении выработанных торфяников, тем 
более что различные виды удобрений на выработанных торфяни-
ках будут вести себя по-разному.

В связи с вышесказанным на участке выработанного торфя-
ного месторождения верхового типа «Журавлевское» был за- 
ложен полевой эксперимент с посадками сортовой голубики  
с 4-вариантной схемой внесения удобрений: 1 – контроль, без вне-
сения удобрений; 2 – припосадочное (в мае) луночное внесение 
в почву NPK 16:16:16 кг/га д. в.; 3 – предпосадочное (предыду-
щей осенью) внесение в почву удобрения «ПолиФунКур» из рас-
чета 2 т/га в сочетании с припосадочным (в мае) и спустя месяц 
(в июне) луночным внесением 0,2 л 10%-ного раствора жидкого 
удобрения «МаКлоР»; 4 – предпосадочное (предыдущей осенью) 
внесение в почву удобрения «ПолиФунКур» из расчета 2 т/га  
в сочетании с припосадочным (в мае) и спустя месяц (в июне) 
луночным внесением 0,2 л 50%-ного раствора жидкого удобре-
ния «МаКлоР».

В ходе полевых исследований выявлено, что независимо от 
сортовой принадлежности и варианта опыта и минеральные удоб- 
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рения, и микробные препараты значительно улучшали агрохи-
мический фон корнеобитаемого слоя торфяного субстрата по срав- 
нению с контрольным вариантом.

В сезонной динамике содержания основных элементов пита-
ния в торфяном субстрате в полевом эксперименте наблюдались 
практически однотипные тенденции: для аммонийной формы 
азота и калия – нисходящие от весны к осени с максимумом  
в июле; для нитратной формы азота и фосфора – напротив, вос-
ходящие от начала сезона вегетации к его окончанию с миниму-
мом в середине лета.

На основе сравнительного анализа величин относительных 
различий уровня обеспеченности торфяного субстрата доступ-
ными формами азота, фосфора и калия за весь период вегетации 
установлено положительное влияние препарата «МаКлоР» на 
изучаемые характеристики относительно контрольного вариан-
та на 24,4–132,9%. Более контрастными эти различия оказались 
в посадках сорта ‘Denise Blue’. Вместе с тем более высокая кон-
центрация используемого препарата в варианте 4 (50%) не всегда 
способствовала и более высокому содержанию элементов пита-
ния в торфе по сравнению с вариантом 3 (концентрация препа-
рата «МаКлоР» – 10%). Так в посадках сорта ‘Northland’ содержа-
ние нитратной формы азота и подвижного фосфора в 2,5–4 раза 
оказалось выше в опыте с меньшим количеством внесенного 
препарата.

Восстановление экосистемы в результате рекультивацион-
ных работ предполагает создание в ней не только растительного 
покрова, но и относительно плодородной субстратной основы,  
в формировании которой активное участие принимают почвен-
ные микроорганизмы.

Показатели биологической активности почв менялись в те-
чение вегетационного периода и зависели от состава наземной 
растительности. Добавление минеральных удобрений не привело 
к значительному повышению активности микробоценоза в це-
лом, но повысило величину показателей в летне-осенний период. 
Особенности в реакции микробоценоза в почве под разными со-
ртами голубики не отличались от контрольного варианта.
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Добавление микробных удобрений действовало иначе. Как 
правило, не происходило повышения запасов микробомассы, 
сглаживалась амплитуда сезонных колебаний, однако показатели 
активности микробоценоза и сезонная динамика их величины 
отличались от контроля. Моноудобрение «МаКлоР» повышало 
активность функционирования в начале вегетационного перио-
да, во время активного роста растений. Сочетание удобрений 
«МаКлоР» и «ПолиФунКур» не приводило к повышению ми-
кробной массы и хода сезонных колебаний исследованных пара-
метров, но усиливало функциональную активность на протяже-
нии всего периода вегетации.

РАЗВИТИЕ ВЕГЕТАТИВНОЙ СФЕРЫ  
ЯГОДНЫХ РАСТЕНИЙ РОДА VACCINIUM  

В ПОЛЕВОМ ЭКСПЕРИМЕНТЕ С УДОБРЕНИЯМИ

Яковлев А. П.1, Рупасова Ж. А.1, Белый П. Н.1,  
Алещенкова З. М.2, Козырь О. С.1, Жданец С. Ф.1

1Центральный ботанический сад НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
e-mail: A.Yakovlev@cbg.org.by 

2Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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Одним из наиболее эффективных приемов возвращения в хо-
зяйственный оборот земель, нарушенных добычей торфа, явля-
ется их фиторекультивация на основе создания локальных агро-
ценозов ягодных растений сем. Ericaceae [1, 2]. Однако, как пока-
зал практический опыт, повышение плодородия выработанных 
торфяных месторождений с помощью средств химизации не 
всегда эффективно. Это обусловлено тем, что минеральные удо-
брения активизируют рост нежелательной сорной растительно-
сти и приводят к загрязнению окружающей среды вредными ве-
ществами. Наиболее перспективным представляется использо-
вание в фиторекультивационных целях микробно-растительных 
ассоциаций, способствующих активизации микробиологических 
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и биохимических процессов в малоплодородном и сильнокислом 
остаточном слое торфяной залежи. При этом производство вы-
соковитаминной ягодной продукции будет отвечать критериям 
системы органического земледелия, а получение экологически чи-
стых плодов голубики найдет свое применение в детском питании.

Полевые исследования проводили в 2015–2016 гг. в рамках 
эксперимента с однолетними растениями межвидовых гибридов 
голубики (Vaccinium corymbosum × V. angustifolium) – ‘Denise 
Blue’ и ‘Northland’ на рекультивируемом участке выбывшего из 
промышленной эксплуатации торфяного месторождения «Журав- 
левское» в Докшицком районе Витебской обл. (N 55°01'43''  
E 27°57'09''). В полевом опыте была применена 4-вариантная схема 
внесения удобрений: 1 – контроль, без внесения удобрений; 2 – при- 
посадочное (в мае) луночное внесение в почву NPK 16:16:16 кг/га 
д. в.; 3 – предпосадочное (предыдущей осенью) внесение в почву 
удобрения «ПолиФунКур» из расчета 2 т/га в сочетании с при- 
посадочным (в мае) и спустя месяц (в июне) луночным внесе- 
нием 0,2 л 10%-ного раствора жидкого удобрения «МаКлоР»; 4 – 
предпосадочное (предыдущей осенью) внесение в почву удобре- 
ния «ПолиФунКур» из расчета 2 т/га в сочетании с припосадоч- 
ным (в мае) и спустя месяц (в июне) луночным внесением 0,2 л 
50%-ного раствора жидкого удобрения «МаКлоР».

В конце вегетационного сезона средняя высота растений 
сорта ‘Northland’ варьировалась в рамках полевого эксперимента 
от 12,4 до 32,0 см при изменении диаметра кроны, в зависимости 
от ориентации по сторонам света, от 10,3 до 37,2 см в западно-
восточном направлении и от 8,8 до 33,6 см в направлении с се- 
вера на юг и варьировании объема куста от 0,7 до 22,5 дм3. На 
удобренном агрофоне сезонное развитие модельных сортов голу- 
бики протекало намного активнее, нежели в контроле. При этом 
внесение микробного удобрения «МаКлоР» оказало более выра- 
женное стимулирующее действие на формирование габитуса 
растений, по сравнению с минеральным удобрением.

Для вегетативной сферы растений сорта ‘Denise Blue’ были 
получены сходные с приведенными выше диапазоны варьиро- 
вания в рамках эксперимента ее основных характеристик. Так, 



для высоты куста ширина данного диапазона составляла 11,6–
35,4 см, для диаметра кроны в западно-восточном направлении – 
11,2–45,0 см, в северо-южном – 16,0–37,8 см, для объема куста – 
1,1–32,8 дм3.

Таким образом, внесение удобрений в опытной культуре ока- 
зало выраженное стимулирующее действие на формирование 
текущего прироста вегетативных органов однолетних растений 
обоих модельных сортов голубики на фоне заметных межвари- 
антных и генотипических различий их ответной реакции на 
испытывавшиеся агроприемы. Повариантное сравнение сово- 
купного позитивного эффекта в рамках полевого эксперимента 
показало, что наименее результативным в этом плане оказалось 
внесение полного минерального удобрения. Так, у растений сорта 
‘Northland’ не было выявлено достоверного влияния последнего 
на формирование и развитие вегетативных побегов, а у сорта 
‘Denise Blue’ его эффективность в этом плане, как и степень пози- 
тивного влияния на текущий прирост генеративных побегов 
обоих модельных сортов голубики, уступала таковой микробных 
удобрений, в зависимости от их концентрации, в 1,1–1,5 раза. 
Результативность применения микробного удобрения «МаКлоР» 
на побегах формирования у обоих сортов возрастала с увеличе- 
нием его концентрации в 1,3 раза, на побегах ветвления – в 1,4 раза 
у сорта ‘Northland’ и в 1,2 раза у сорта ‘Denise Blue’. Показано, 
что при отсутствии сортовых различий в степени позитивного 
влияния микробного удобрения на развитие вегетативных побе- 
гов, эффективность его действия на развитие генеративных побе- 
гов, как, впрочем, и полного минерального удобрения, у сорта 
‘Denise Blue’ превышала таковую у сорта ‘Northland’ в 4,2–4,8 раза.
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Кишечные эпителиальные и иммунные клетки откликаются 
на пробиотические метаболиты, которые важны для поддержа-
ния гомеостаза кишечника, действуя на уровне защитного эпи-
телиального барьера и участвуя в иммуномодуляции [1]. Кишеч-
ный микробиом взаимодействует с эпителием через компонен-
ты клеточной поверхности, продукты брожения и внеклеточно 
секретируемые белки.

Наиболее изученными являются две гидролазы клеточной 
стенки, гомологичные белкам р40 и р75 из модельного пробио-
тического штамма Lactobacillus rhamnosus GG (LGG). Данные 
внеклеточные белки участвуют в метаболизме бактериальной 
клеточной стенки, росте и делении клеток и имеют пробиотиче-
ские свойства [2].

Другое важное свойство пробиотиков – адгезия к поверхно-
сти слизистой оболочки. Пробиотические бактерии могут син-
тезировать специфические адгезины, которые как ковалентно, 
так и нековалентно связываются с бактериальной стенкой [3]. 
Эти внеклеточные молекулы могут создавать условия для коло-
низации пробиотиков в желудочно-кишечном тракте, а также 
блокировать сайты связывания на клетках-мишенях от патоген-
ной микрофлоры.

Цель данной работы – изучение молекулярных и биологиче-
ских характеристик внеклеточных белков адгезина и пептидо- 
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гликановых гидролаз из лактобацилл (Lactobacilli), повышаю-
щих их пробиотическую активность.

ПЦР для специфичных участков генов и вестерн-блот-анализ 
с использованием антител против неконсервативных NH-концов 
р40 и р75 показали высокую специфичность для таксона L. сasei/
paracasei/rhamnosus. В ранних исследованиях было выявлено, 
что эти белки прикрепляются к клеточной стенке и секретиру-
ются в культуральную жидкость [1]. Был обнаружен лизис клеток 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis и Listeria monocyto-
genes при инкубации патогенов с очищенными белками р40 и р75.

Результаты наших исследований подтверждают, что p40  
и p75 встречаются только в таксоне L. casei/paracasei/rhamnosus 
и эти белки могут опосредовать правильную конформацию кле-
точной стенки. Их присутствие во внеклеточной среде может 
приводить к конкурентным преимуществам.

Для изучения адгезивных свойств был отобран бактериоци-
ногенный штамм L. sakei B-RKM 0559 с максимальной активно-
стью автоагрегации выше 75%. Белковая природа адгезии была 
доказана с помощью протеаз и липаз. Дот-блот-анализ позволил 
контролировать стадии очистки нового адгезина. Для определения 
молекулярной массы нового адгезина использовали вестерн-блот- 
анализ с муцином, меченным пероксидазой хрена. Новый очи-
щенный адгезин имеет молекулярную массу ≈70 кДа (р70) и кон- 
курентно вытесняет клетки энтеропатогенного штамма Escheri- 
chia coli 157-B-РКМ-0040 из сайтов связывания с муцином. Ана-
лиз литературных данных позволяет предположить, что р70 мо-
жет оказаться белком теплового шока HSP70 (DnaK) в соответ-
ствии с молекулярной массой и изоэлектрической точкой (при 
нейтральном рН белок p70 связывается с Q-Sepharose) [4–6].

Таким образом, хост-микробные взаимодействия на поверх-
ности слизистой кишечника имеют решающее значение для здо-
ровья и общего гомеостаза. Исследования внеклеточных белков 
и адгезинов актуальны и могут открыть новые пути для клини-
ческого применения пробиотических бактерий, а также понять 
их механизм действия.
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РОЛЬ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ ОСИ МИКРОБИОТА – 
КИШЕЧНИК – МОЗГ В ФОРМИРОВАНИИ  

И ПОДДЕРЖАНИИ ГОМЕОСТАЗА ОРГАНИЗМА  
И КОГНИТИВНЫХ СВОЙСТВ ЧЕЛОВЕКА

Аверина О. В., Ковтун А. С., Даниленко В. Н.

Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова РАН, Москва, Россия, 
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Микробиота кишечника в настоящее время трактуется как 
важный орган, играющий ключевую роль в становлении, под-
держании иммунитета и общего здоровья человека. Кишечную 
микробиоту рассматривают и как «эндокринный орган» за спо-
собность производить сотни гуморальных агентов [1]. У здоро-
вого человека микробиота кишечника сбалансирована и поддер-
живает общий гомеостаз организма. Изменения в биоразнообразии 
и высокая временная нестабильность микробиоты характерны 
для ряда желудочно-кишечных заболеваний, болезней обмена 
веществ и других патологий [2]. Имеются данные о вкладе кишеч-
ного микробиоценоза в заболевания нервной системы, такие как 
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тревожное расстройство и депрессии, рассеянный склероз, болезнь 
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, аутизм и др. Нарушения  
в составе микробиоты сопровождаются нарушениями в когнитив-
ных функциях мозга. Исследования стерильных животных по-
казывают дефицит поведенческих и когнитивных проявлений, 
что свидетельствует о роли микробов в регулировании памяти  
и познания. Даны доказательства того, что употребление про-
биотиков человеком и животными приводит к улучшению как 
физиологии кишечника, так и когнитивных функций [3].

Выявлено значительное влияние микробиоты кишечника на 
функционирование двунаправленной связи между кишечником 
и мозгом. Образуемая микроорганизмами ось микробиота – ки-
шечник – мозг представляет сложную сеть коммуникаций меж-
ду самим кишечником, кишечной микробиотой и мозгом и охва-
тывает функции иммунной, эндокринной, нервной систем и не-
специфического природного иммунитета. Влияние кишечной 
микробиоты на функционирование головного мозга в основном 
осуществляется через действие ее низкомолекулярных метабо-
литов, таких как нейромедиаторы: серотонин, дофамин, нор- 
адреналин, ацетилхолин, гистамин [4]. Важные комменсалы ки-
шечной микробиоты бифидобактерии и лактобациллы способны 
метаболизировать глутамат в гамма-аминомасляную кислоту [5]. 
Кроме нейротрансмиттеров бактерии в кишечнике способны про-
изводить ряд биологически активных соединений, оказывающих 
различное действие на нервную систему, такие как полиамин – 
спермидин и другие амины, коротко- и длиноцепочечные жир-
ные кислоты, нейропептиды и другие соединения [6]. Именно 
через свои метаболиты кишечная микробиота участвует в моду-
лировании нейрогенеза, потенциально влияя на развитие и регу-
ляцию когнитивных функций.

Нами были предприняты попытки по выявлению влияния 
отдельных бактерий кишечной микробиоты и их нейрометабо-
литов на когнитивную функциональность мозга. Для этого мы 
изучали микробиоту кишечника здоровых подростков с различ-
ными когнитивными показателями (подобраны специалистами 
из «Научного центра здоровья детей», Москва) с использованием 
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современных технологий. Из фекалий подростков была выделена 
общая бактериальная ДНК и секвенирована на приборе «Illumina 
HiSeq 400». Полученные метагеномы анализировали с помощью 
известных программ MetaPhlAn и Kraken для выявления филоге-
нетического разнообразия микробиоты и с помощью разработанной 
программы NEUROHUNTER (https://github.com/Alexey-Kovtun/Ne- 
urohunter/ tree/master) для выявления бактериальных генов нейро-
активных соединений. Также для поиска была использована со-
бранная база данных ортологов для всех генов нейроактивных 
соединений, найденных в доступных геномах бактерий – кишеч-
ных комменсалов. Общий список генов, участвующих в синтезе  
и деградации нейроактивных соединений, составляли на основе 
анализа доступной научной литературы и анализа метаболи- 
ческих путей нейроактивных соединений, представленных в базе 
данных http://www.genome.jp/kegg/pathway.html. В созданный  
каталог вошли 59  бактериальных генов. Работа программы  
NEUROHUNTER предварительно была валидирована на анализе 
148 метагеномов, доступных в базе данных NCBI. Полученные ре-
зультаты анализа всех метагеномов отражают индивидуальность 
и метаболический потенциал микробиоты. В изучаемых метагено-
мах были выявлены все бактериальные гены, ответственные за про-
дукцию нейроактивных соединений, входящие в состав каталога.

Литература
1. Brown, J. M. The gut microbial endocrine organ: bacterially-derived signals 

driving cardio- metabolic diseases / J. M. Brown, S. L. Hazen // Annu Rev Med. – 
2015. – Vol. 66. – P. 343–359.

2. Young, V. B. The intestinal microbiota in health and disease / V. B. Young // 
Opin. Gastroenterol. – 2012. – Vol. 28. – P. 63–69.

3. Gareau, M. G. Cognitive function and the microbiome / M. G. Gareau //  
Intern. Rev. Neurobiol. – 2016. – Vol. 131. – P. 227–246. 

4. Role of neuromediators in the functioning of the human microbiota: «busi-
ness talks» among microorganisms and the microbiota-host dialogue / A. V. Oleskin 
[et al.] // Microbiolog. – 2016. – Vol. 85, № 1. – P. 3–25.

5. GABA production and structure of gadB/gadC genes in Lactobacillus and Bi-
fidobacterium strains from human microbiota / R. A. Yunes [et al.] // Anaerobes. – 
2016. – Vol. 42. – P. 197–204.

6. Аверина, О. В. Микробиота кишечника человека: роль в становлении  
и функционировании нервной системы / О.  В.  Аверина, В. Н. Даниленко // 
Микробиология. – 2017. – Vol. 86, № 1. – P. 5–24.



211

ВОЗДЕЙСТВИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ  
НА ПОВЕРХНОСТЬ ПОЛИКАПРОАМИДНОГО ВОЛОКНА

Бурдь В. Н., Комаровская Я. В., Юхневич Г. Г.

Гродненский государственный университет им. Янки Купалы,  
Гродно, Беларусь, vburd@grsu.by

Полиамиды применяются для производства широкого спек-
тра изделий: волокон, пленок, пластмассовых изделий техниче-
ского и бытового назначения, обладающих большой прочностью 
и упругостью. При создании новых материалов регулирование 
взаимодействия компонентов осуществляют различными мето-
дами, например, путем механического, химического, радиаци-
онного воздействия. Наиболее распространен химический ме-
тод обработки волокон. Однако подбор химических веществ для 
обработки сложен, а синтез новых соединений с необходимыми 
свойствами зачастую осуществить не удается, кроме того, при-
менение данных методов связано со значительными технологи-
ческими ограничениями [1]. Новые возможности в управлении 
физико-механическими свойствами и структурой поверхност-
ного слоя полимерных материалов дает биологическая модифи-
кация [2].

Цель работы – изучение воздействия микроорганизмов на 
структуру поверхности полиамидных волокон.

Для проведения исследования были использованы микроор-
ганизмы родов Bacillus, Corynebacterium, Serratia, Pseudomonas, 
Arthrobacter, Staphylococcus, Rhodococcus, Sarcina (из коллекции 
микроорганизмов кафедры экологии факультета биологии и эко-
логии Гродненского государственного университета им. Я. Ку-
палы), а также микроорганизмы, выделенные из активного ила 
аэротенков городских очистных сооружений канализации г. Грод-
но, очистных сооружений ОАО «Гродно Азот» (нитрификаторов 
и денитрификаторов), дерново-подзолистой почвы. В качестве сре-
ды для биомодификации полиамидного волокна использовались 
мясопептонный бульон, синтетическая среда Эванса с добавле-
нием капролактама, голодная среда, стабилизированная поливи-
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ниловым спиртом [3]. Обработку волокон проводили путем куль-
тивирования микроорганизмов на жидких питательных средах 
с внесенными волокнами в количестве 1 г в колбах Эрленмейера 
на шейкере при 120 об/мин в течение 7, 14 и 21 сут. После чего 
волокна промывали дистиллированной водой при 70–100 °С до 
полного удаления питательной среды и продуктов жизнедея-
тельности микроорганизмов.

Первичное исследование волокна проводилось на инверсном 
металлографическом микроскопе ММР-1600Т при увеличении ×40. 
Оценка образцов модифицированных волокон проводилась визу-
альными методами путем определения количества дефектов по-
верхности с использованием инструмента «Линейка» и «Кисть» 
программы Adobe Photoshop CS6, версия 13.0.1. В результате 
данного исследования из 173 образцов было отобрано 38 для 
дальнейшего исследования с помощью атомно-силового микро-
скопа NT206 в девяти точках для каждого образца, область из-
мерения 5 × 5 мкм. Определялось количество выступов, впадин 
и наношероховатость биомодифицированных образцов по срав-
нению с контролем.

В образцах модифицированных бактериями Bacillus brevis, 
B. mesentericus, B. albus, штаммом № 3, выделенным из активного 
ила денитрификаторов, при культивировании на синтетических 
средах в течение 14–21 сут количество выступов на поверхности 

3D-модели поверхности волокон, полученные с помощью атомно-силового 
микроскопа



213

волокон увеличивается до четырех раз, наношероховатость до 
двух раз (см. рисунок). Количество выступов и впадин биомоди-
фицированных образцов коррелирует с коэффициентом 0,8.

Таким образом, установлено, что обработка волокон микроор-
ганизмами приводит к образованию более развитых поверхно-
стей с мелкой фибриллоподобной структурой, которая, вероятно, 
будет способствовать усилению адгезии при формировании по-
лимерматричных композиционных материалов.
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АДАПТАЦИЯ ПРОПИОНОВОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ  
К ПОВЫШЕННОЙ КИСЛОТНОСТИ  

СРЕДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Головнева Н. А., Рябая Н. Е., Морозова А. Н.,  
Самарцев А. А.

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

Пропионовокислые бактерии благодаря ряду положительных 
свойств нашли широкое применение в разных отраслях промыш-
ленности и медицины. Помимо прочих аспектов, эти микроор-
ганизмы являются природными компонентами рубцового содер-
жимого у жвачных животных, снижают образование молочной 
кислоты, при этом продуцируют пропионовую и уксусную кис-
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лоты, что позволяет повысить рН содержимого рубца и снизить 
риск развития ацидоза. Введение этих микроорганизмов в состав 
кормовых добавок способствует стабилизации микробоценоза  
и улучшению пищеварительных функций рубца [1–3]. Известно, 
что соотношение конечных продуктов брожения пропионово-
кослых бактерий зависит от состава среды и условий культиви-
рования. Так, при выращивании пропионовокислых бактерий  
в строго анаэробных условиях на одну молекулу уксусной кис-
лоты образуется три молекулы пропионовой. С увеличением 
концентрации ионов водорода в среде образуется больше уксус-
ной кислоты [4]. Целесообразным представляются использова-
ние бактерий, устойчивых к высокой концентрации молочной 
кислоты, усваивающих L- и D-формы лактатов, сохраняющих 
биологическую активность при низких значениях рН.

Проведено исследование роста культур Propionibacterium sher- 
manii и P.  freudenreichii на среде MRS с глюкозой и молочной 
кислотой. Установлено, что рост биомассы P. shermanii на среде 
с глюкозой в 1,5 раза выше, чем у P. freudenreichii (85 и 61 мкг/мл 
соответственно). Установлен рост P. shermanii на среде с молоч-
ной кислотой в качестве единственного источника углерода – 

Динамика роста пропионовокислых бактерий на среде с глюкозой  
и молочной кислотой (1:1) в качестве источника углерода  

при рН 6,1 (а) и рН 7,2 (б)
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прирост биомассы составил 30 мкг/мл. Проведена многоступен-
чатая селекция штамма P.  shermanii, адаптированного к росту  
в условиях с повышенной кислотностью. Показано, что клетки 
кислотоустойчивого варианта АR имеют типичную для P. sher- 
manii морфологию и размеры. При культивировании на среде  
с рН 5,5 рост биомассы P. shermanii АR в 1,3 раза больше, чем  
у исходного штамма.

Исследование динамики роста и на среде с глюкозой и мо-
лочной кислотой при рН 6,1 и 7,2 показало более активное нако-
пление биомассы P.  shermanii АR по сравнению с P.  shermanii 
(см. рисунок).

Таким образом, в результате селекции из исходного штамма 
P.  shermanii получен штамм P.  shermanii AR, адаптированный  
к условиям среды с повышенной кислотностью рН 5,5–6,5, пер-
спективный для использования в составе биопрепаратов.

Показано, что оптимальная температура для развития про-
пионовокислых бактерий составляет 30 °С, оптимум рН среды 
для роста исходного штамма – 7,2, селекционированного – 6,2.
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СКРИНИНГ ШТАММОВ-ПРОДУЦЕНТОВ  
ГЛИЦЕРОЛСЕЛЕКТИВНЫХ ФЕРМЕНТОВ  

СРЕДИ ГРИБОВ РОДА ASPERGILLUS
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1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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Всемирной организацией здравоохранения в качестве одного 
из индикаторов риска осложнений заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы рекомендовано исследование липидного спек-
тра, одним их компонентов которого являются триглицериды. 
Содержание триглицеридов в крови человека может изменяться 
при гипертонической болезни, инфаркте миокарда, ишемиче-
ской болезни сердца, атеросклерозе, алкоголизме, хронических 
заболеваниях легких, инфаркте мозга, травмах, ожогах и других 
заболеваниях. Определение глицерина – важный показатель 
контроля уровня триглицеридов в крови. В связи со значительно 
возросшим использованием глицерина в различных отраслях 
промышленности определение его концентрации становится 
важной задачей аналитической биотехнологии. Это один из ме-
таболитов спиртового брожения, определяющий вкусовые каче-
ства алкогольных напитков, таких как вино, пиво, он служит до-
бавкой в ряде пищевых продуктов и применяется в качестве 
смазочного материала. Также его используют в производстве 
взрывчатых веществ, косметических и лекарственных средств.

Для определения концентрации глицерина предложены хро-
матографические и спектрофотометрические методы. Хромато-
графический метод позволяет определять глицерин в присутст- 
вии многих соединений, но этот способ считается дорогостоящим 
и экологически неблагоприятным из-за использования опасных 
для окружающей среды реактивов. Спектрофотометрические ме-
тоды основаны на химических и ферментативных реакциях [1]. 
Также на рынке имеются ряд тест-систем для экспресс-анализа 
триглицеридов и глицерина. Тест-наборы для ферментативного 
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определения глицерина и триглицеридов включают глицерол-3- 
фосфат-оксидазу, глицеролкиназу, глицеролдегидрогеназу и гли- 
церолоксидазу. Данные ферменты были обнаружены у грибов 
рода Aspergillus, Penicillium, Neurospora, Botrytis [2].

Цель данного исследования – скрининг штаммов – потенци-
альных продуцентов глицеролселективных ферментов среди гри-
бов рода Aspergillus.

Для скрининга использовали модифицированную двухслой-
ную дифференциально-диагностическую агаризованную среду: 
первый индикаторный слой содержал глицерин – 3,3’,5,5’-тетра-
метилбензидин (в качестве хромогена) – пероксидазу – агар, 
второй – агаризованную среду Чапека, содержащую в качестве 
источника углерода глицерин. Окисление глицерина и образова-
ние пероксида водорода происходит под воздействием глицерол-
селективных ферментов. Далее Н2О2 при участии пероксидазы 
распадается с образованием активных форм кислорода, которые, 
в свою очередь, окисляют 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин. При 
этом формируются окрашенные соединения, которые изменяют 
цвет агаризованной среды вокруг колонии гриба. Способность 
культур синтезировать данные ферменты оценивали по нали-
чию и диаметру зон изменения окраски среды вокруг колоний 
грибов на 7-е и 14-е сутки (от желтой до темно-синей) [3].

Всего было проверено 24 штамма грибов рода Aspergillus. 
Установлено, что 4 культуры образовывали голубые зоны диаме- 
тром 2–4 мм, 3 штамма – зоны диаметром 7–15 мм, 4 штамма – 
45–55 мм. Вокруг штамма A. foetidus образовывалась темно-синяя 
зона диаметром 60 мм (см. таблицу).

Отобранные на дифференциально-диагностической среде  
штаммы-продуценты глицеролселективных ферментов

Штамм Описание зон Время  
культивирования

Aspergillus alliaceus 
HMM-III-1

Голубая точка в центре колонии 7 сут

A. alliaceus HMM-IV-6 Голубая зона (диаметр 2 мм) 7 сут
A. alliaceus M-27 Голубая точка в центре колонии 7 сут
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Штамм Описание зон Время  
культивирования

A. alliaceus 2000-II-6 Голубая точка в центре колонии 7 сут
A. alliaceus HMM I-27 Голубая зона (25 мм) 14 сут
A. awamori Голубая зона (15 мм) 7 сут
A. awamori 16 (F-10) Синяя зона зона (10 мм) 7 сут
A. carbonarius Голубая зона (45 мм) 7 сут
A. carbonarius 77 Голубая зона (2 мм) 7 сут
A. fischeri MSK-F 20319 Голубая зона (7 мм) 7 сут
A. foetidus Темно-синяя зона (60 мм) 7 сут
A. niger B-4 Голубая зона (50 мм) 7 сут
A. niger УЗ ПК Голубая зона (53 мм) 7 сут
A. terreus 1742 Голубая зона (4 мм) 7 сут
A. varians 3320 Голубая зона (55 мм) 7 сут
A. ustis Голубая зона (2 мм) 7 сут

Таким образом, для дальнейших исследований были отобраны 
три штамма грибов рода Aspergillus (A. foetidus, A. niger УЗ ПК  
и A. varians 3320) в качестве потенциальных продуцентов глице-
ролселективных ферментов.
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АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ  
ГЕСПЕРЕТИНОВЫХ ПРОИЗВОДНЫХ  

ОСНОВАНИЙ ШИФФА

Dzeikala A., Lodyga-Chruscinska E.

Lodz University of Technology, Lodz, Poland, 
aliaksandr.dzeikala@dokt.p.lodz.pl

Особое место среди многообразия лекарственных препара-
тов занимают основания Шиффа (азометины, или имины), про-
являющие различные виды биологической активности [1]. Осно-
вания Шиффа – это N-замещенные имины, органические соеди-
нения, в которых азот связан с арильной или алкильной группой, 
названы в честь Хьюго Шиффа (Hugo Schiff). Высокая биологи-
ческая активность оснований Шиффа связана с тем, что они яв-
ляются структурными аналогами природных биологически ак-
тивных соединений [1, 2]. Поэтому синтез веществ с теоретиче-
ски прогнозируемым биологическим эффектом – безусловно, 
актуальная задача современной химии и биологии. Кроме того, 
лиганды оснований Шиффа имеют важное значение в области 
координационной химии, поскольку эти соединения способны 
образовывать устойчивые комплексы с ионами металлов. Это 
делает представителей данного класса соединений чрезвычайно 
перспективными в качестве фармакологически активных соеди-
нений [3].

Цель исследования – изучение антимикробной активности 
полученного основания Шиффа производного гесперетина и его 
комплекса с ионами меди (II).

Синтез основания Шиффа проводили по стандартной мето-
дике [4], в результате реакции между гесперетином (hesperetin)  
и N-бензоил гидразином (N-benzoyl hydrazine) – HHSB. Комплекс 
основания Шиффа (CuHHSB) является продуктом взаимодей-
ствия основания Шиффа (HHSB) и ацетата меди (II).

Структура и физико-химические свойства HHSB и CuHHSB 
охарактеризованы с помощью масс-спектроскопии, спектроскопии 
ядерного магнитного резонанса ядер 1H и 13C, инфракрасной 
спектроскопии и абсорбционной спектрофотометрии.
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В настоящей работе представлены результаты оценки устой-
чивости бактерий Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escheri- 
chia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 25923 и Listeria 
monocytogenes ATCC 19111 к синтезированным соединениям. 
Эффект сравнивался с активностями стандартных антибиотиков 
доксициклина и канамицина.

Антибактериальная активность исследуемых соединений

Соединение Концентрация,  
мкг∙мл–1

Диаметры зон ингибирования, мм, среднее значение, n = 3

S. typhimurium E. coli S. aureus L. monocytogenes

HHSB 250 0,0 ± 0,0 ± 7,3 ± 9,0 ±
CuHHSB 250 7,3 ± 10,6 ± 7,0 ± 5,3 ±
CuCl2 250 10,6 ± 14,0 ± 8,0 ± 9,0 ±
Канамицин 30 14,0 ± 17,5 ± 12,0 ± 18,0 ±

Как видно из таблицы, ионы меди (II) сильно влияют на ин-
гибирование роста бактерий E. coli, S. typhimurium, схожую ак-
тивность также проявляет и комплекс CuHHSB, для лиганда 
HHSB эффекта не наблюдается. В данном случае, можно предпо-
ложить, что лиганд HHSB действует в качестве переносчика ио-
нов меди (II) для комплекса, тем самым увеличивая концентрацию 
внутри клетки, что приводит к уменьшению роста бактерий.

Меньшей активностью в отношении исследуемой группы 
грамположительных бактерий S. aureus, L. monocytogenes обла-
дали ионы меди (II) и комплекс основания Шиффа. Однако лиганд 
HHSB в отношении данной группы бактерий проявил сравни-
тельно высокую активность по сравнению с комплексом CuHHSB.

Различия в действии основания Шиффа и его комплекса  
в отношении грамотрицательных и грамположительных бактерий 
могут быть связаны с различной химической структурой данных 
соединений.
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ВЛИЯНИЕ ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ  
НА ПРОРАСТАНИЕ СЕМЯН ГОРОХА

Ерхова Л. В., Тамкович И. О., Сапунова Л. И.

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

Проблема дефицита ценных биологически активных нутри-
ентов и пищевых волокон вследствие потребления рафиниро-
ванных продуктов частично решается путем введения в рацион 
цельного или пророщенного зерна злаковых и бобовых культур. 
При прорастании в зерне в сравнительно короткие сроки в резуль-
тате синтеза de novo или трансформации структурных полимер-
ных соединений с участием эндогенных ферментов аккумулиру-
ются биологически активные вещества (витамины, γ-аминобути- 
риловая кислота, полифенолы и др.), обладающие антиоксидантной, 
противовоспалительной, антибактериальной, противоопухоле-
вой активностями [1, 2].

В настоящее время проращивание рассматривается как эко-
логически безопасный способ приготовления продуктов функцио- 
нального питания, предупреждающих развитие хронических за-
болеваний [3].

Сообщается о стимулирующем действии экзогенных гидро-
лаз на прорастание семян различных растений, что существен-
но сокращает длительность процесса, экономит материальные  
и энергетические ресурсы, увеличивает выход проростков, улуч-
шает их качество [4–6]. Решение актуальной для Беларуси задачи 
по разработке ферментативного способа получения проростков 
позволит увеличить производство отечественных продуктов здо-
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рового питания, что имеет большое социально-экономическое 
значение.

Цель настоящего исследования – оценка влияния фермент-
ных препаратов на прорастание семян гороха, планируемого 
для производства безглютеновых хлебобулочных изделий.

В работе использовали семена гороха сорта Миллениум  
и коммерческие ферментные препараты «Вискоферм», «Ликва- 
фло» и «Новозим 25008» («Novozymes», Дания) различного со-
става и соотношения входящих в них гидролитических фер-
ментов.

Проращивание гороха (500  шт.) проводили по следующей 
схеме: отмывка и дезинфекция → 1 водная фаза (гидратация) → 
1 воздушная фаза → 2 водная фаза → 2 воздушная фаза. Раствор 
ферментов в количестве 0,075 и 0,024 об.% по весу сырья добав-
ляли в первой или второй водной фазе. В контрольном варианте 
опыта ферменты заменяли водопроводной водой. Процесс про-
водили при 24–25 °С в течение 24 ч, по 8 ч в каждой фазе. Резуль-
тат выражали количеством проростков в процентах к взятому на 
анализ зерну согласно [7].

Анализ полученных данных показал, что слабо выражен-
ным эффектом при использовании в концентрации 0,075  об.%  
к весу сырья обладал добавленный в первую водную фазу пре-
парат целлюлолитического действия «Вискоферм» (107,5%), а также 

Влияние ферментативной обработки на прорастание семян гороха. 
Количество ферментных препаратов (в об.% к весу сырья): а – 0,075;  

б – 0,024; добавление ферментов в первую (1) и вторую (2) водную фазу
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протеаза («Новозим  25008», 107–110%), независимо от фазы ее 
использования в процессе проращивания семян гороха (см. ри- 
сунок, а).

Максимальным по сравнению с контролем стимулирующим 
влиянием на прорастание семян гороха оказывали препараты 
амилолитического («Ликвафло», 113,6%) и протеолитического 
действия («Новозим 25008», 115,7%) в минимальной испытанной 
концентрации при их использовании во второй водной фазе  
(см. рисунок, б). Дальнейшие исследования покажут влияние 
ферментативной обработки на питательную ценность пророст-
ков и получаемых их них продуктов.
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Биологически активные белки – полифункциональные есте-
ственные факторы защиты живых организмов, участвующие  
в регуляции многих физиологических и иммунологических фун- 
кций, полностью отвечают данным требованьям.

Особый интерес среди неспецифических компонентов вызы-
вают лактопероксидаза и лактоферрин – полноценные по амино-
кислотному составу и характеризующиеся высокой биологиче-
ской активностью сывороточные белки [1]. Иммуноглобулины, 
представляя собой специфические защитные факторы молока, 
тесно связаны с неспецифическими и функционируют в ком-
плексе с ними [2].

Разработана технология получения комплекса биологически 
активных белков молока («Л-ПФИ») с учетом природного соот-
ношения компонентов, их взаимного влияния, биологической 
активности и безопасности, перспективности его применения  
в качестве основы БАД и продуктов лечебно-профилактической 
направленности.

Цель настоящей работы – изучение антибактериальной ак-
тивности созданного комплекса «иммуноглобулин – лактофер-
рин – лактопероксидаза» из молочного сырья на Escherichia coli, 
предназначенного для создания на его основе продуктов функ-
ционального назначения.

Иммуноглобулины G обеспечивают антибактериальную за-
щиту за счет действия комплемент-зависимого лизиса микробной 
клетки; лактоферрин – способности снижать резистентность 
микробных клеток к токсическому действию производных кисло-
рода, изменять проницаемость наружной мембраны, создавать  
и поддерживать дефицит железа; лактопероксидаза – образования 
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бактерицидных нестабильных медиаторов (SCN, HOSCN, HO2SCN, 
HO3SCN). При этом лактоферрин и лактопероксидаза проявляют 
значительную активность в отношении некоторых видов грам- 
отрицательной микрофлоры, иммуногобулины – в отношении неко-
торых видов как грамотрицательных, так и грамположительных 
микроорганизмов. Есть основания предположить, что разработан-
ный комплекс, включающий перечисленные сывороточные белки, 
будет обладать широким спектром антибактериального действия.

Антимикробную активность исследуемых образцов прове-
ряли в отношении условно-патогенных микроорганизмов: Е. coli, 
которые являются наиболее распространенными, часто встреча-
ющимися в молоке бактериями и значимыми возбудителями пи-
щевых токсикозов. Была изучена антимикробная активность мо-
нокомпонентов и комплекса.

Исследование влияния сывороточных белков на E. coli пока-
зало, что изученные монокомпоненты оказывали ингибирую-
щее действие на развитие клеток при культивировании в тече-
ние 24 ч. В опытных образцах отмечено достоверное (р < 0,05) 
снижение количества клеток тест-культуры E. coli по сравнению 
с контролем в первые часы культивирования. Наибольшей ак-
тивностью по отношению к тест-культуре E. coli обладали лак-
топероксидаза и лактоферрин (количество клеток сокращалось на 
2 lg КОЕ/см3), наименьшей – иммуноглобулин (на 1,1 lg КОЕ/см3). 
В процессе культивирования наблюдали снижение биологиче-
ской активности лактопероксидазы, в то время как активности 
лактоферрина и иммуноглобулина не изменялись.

Изучение влияния комплекса показало, что он обладал боль-
шей антимикробной активностью по сравнению со всеми входя-
щими в него монокомпонентами. Антимикробный эффект ком-
плекса превосходит по значению суммарный показатель для мо-
нопрепаратов.

Анализ полученных результатов позволяет говорить о синер-
гетическом эффекте в комплексе. Таким образом, полученные 
данные позволяют рассматривать комплекс «Л-ПФИ» в качестве 
активного компонента продуктов питания, обладающего функцио- 
нальной направленностью и биоконсервирующими свойствами.
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Признано, что процесс диссоциации может значительно  
осложнить производство микробиологических препаратов за счет 
замещения продуктивных вариантов штамма-продуцента на не-
желательные.

Начиная с 2000 г. в Новосибирске организовано и действует 
до сих пор малотоннажное производство биопестицида «Бино-
рам». Основой данного препарата является культура Pseudomo-
nas fluorescens [1]. В результате длительного применения проду-
цента без должного контроля посевного материала производители 
столкнулись с проблемой частого лизиса культуральной жидко-
сти, что приносило значимый экономический ущерб.

Основной причиной таких неудачных ферментаций в микро-
биологическом производстве принято считать фаголизис [2]. 
Другим объяснением лизиса могло стать появление в результате 
диссоциации вариантов, продуцирующих бактериоцины.

Нам не удалось подтвердить наличие бактериофагов в образ-
цах дефектных культуральных жидкостях.

Для проверки предположения о том, что в результате диссо-
циации варианты, обладающие бактериоциногенной активностью, 
вытеснили продуктивные варианты, была изучена колониаль-
ная вариабельность штамма-продуцента.
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Показано, что выявить морфологические различия довольно 
трудно, поскольку они проявляются не на любой среде, а поиск 
сред ведется, как правило, эмпирически [3]. Выделение колони-
ально-морфологических вариантов P. fluorescens проводили пу-
тем рассева культуры на нескольких средах, различающихся по 
соотношению аминного азота и глюкозы. В результате рассева на 
одной из сред было обнаружено шесть морфологических вари-
антов. Только один из них (обозначенный нами как S-вариант) 
на диагностической среде Кинг В давал флуоресцирующий  
зеленый пигмент, что соответствовало описанию культураль-
но-морфологических особенностей, представленных в паспорте 
коллекционного штамма. Кроме этого варианта был обнаружен 
слизистый тип колоний с желтым пигментом (М) и два типа ше-
роховатых колоний (R и R1).

Способность выделенных морфовариантов продуцировать 
бактериоцины была проверена методом Кекеси и Пике [4], кото-
рый исключал прямой контакт между продуцентом и индикатор-
ной культурой. Это свидетельствовало о том, что зона лизиса 
была результатом действия бактериоцина, а не фага. Мы устано-
вили, что шероховатые варианты R и R1 подавляют рост других 
морфоваров.

Методом спот-теста была проведена оценка морфологических 
вариантов P. fluorescens ингибировать рост Micrococcus lysodeik- 
ticus. Зоны ингибирования роста тест-культуры отмечались толь-
ко вокруг колоний R и R1 типов. Вероятно, эти варианты могли 
стать причиной нежелательных ферментаций.

Известно, что процесс диссоциации не ограничивается только 
возникновением различных вариантов. Он включает в себя так-
же и селекцию возникших вариантов под воздействием внешних 
факторов [5]. В течение длительного времени для производства 
«Бинорама» применяли среду с глюкозой. Оказалось, что на этой 
среде шероховатые варианты R и R1, продуцирующие бактериоци-
ны, имели конкурентные преимущества в виде высокой скорости 
роста, в результате чего могли проходить неудачные ферментации.

Чтобы исключить производственные потери из-за подобных 
ферментаций были подобраны условия культивирования: состав 
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питательной среды, температура, рН, режим аэрации, благопри-
ятные для развития целевого S-варианта штамма-продуцента.

В результате строгого соблюдения выбранных условий куль-
тивирования, микробиологического контроля состава популя-
ции продуцента, периодического селективного отбора продук-
тивного варианта последние два года работы предприятия 
прошли без дефектных ферментаций.
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ОБЕСПЕЧИВАЮЩИХ СИНТЕЗ КОЛЛАГЕНА  

И ЭЛАСТИНА, В БИОПТАТАХ КОЖИ
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Шиманская И. Г., Клименкова Н. В.
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Минск, Беларусь, s.kostiuk@mail.ru

В настоящее время установлено, что развитие большинства 
заболеваний кожи ассоциировано с нарушениями синтеза кол-
лагена и эластина [1]. Основным структурным белком межкле-
точного матрикса кожи является коллаген I типа, синтез которого 
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контролируется генами COL1A1, COL1A2. В процессах созрева-
ния коллагена принимают участие ферменты лизилоксидаза  
и полингидроксилаза, которые кодируются генами LOX и P3H1. 
Ген ELN отвечает за синтез эластина в клетках [2–4]. Для изуче-
ния изменений в работе данных генов, установления возможной 
ассоциации между клиническими характеристиками и уровня-
ми экспрессии этих генов в коже пациентов с хроническими 
дерматозами, а также для разработки стандартизированной и объ-
ективной системы молекулярно-генетических маркеров, харак-
теризующих течение патологического процесса, необходимо раз-
работать метод определения уровней экспрессии генов, контро-
лирующих синтез коллагена и эластина.

Цель исследования – разработка метода определения уровней 
нормализованной экспрессии генов, обеспечивающих синтез кол-
лагена (COL1A1, COL1A2, LOX, P3H1) и эластина (ELN), в биоп-
татах кожи пациентов с хроническими дерматозами с использо-
ванием обратной транскрипционной ПЦР в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ).

В качестве биологического материала использовали биопта-
ты кожи пациентов, страдающих хроническими дерматозами, 
сопровождающимися рубцовой атрофией кожи (красная волчанка, 
лишай красный плоский, его атрофическая форма) (n = 10). Об-
разцы биологического материала, хранившиеся в RNAlater («Sig-
ma»), отмывали с использованием физиологического раствора, 
добавляли 1 мл TRIzol реагента («Invitrogen») и гомогенизиро-
вали образцы с использованием TissueLyser II («Qiagen») в тече-
нии 3 мин с частотой 10/с. Выделение РНК проводили с приме-
нением набора реагентов «PureLink RNA Micro Kit» («Invitrogen») 
согласно инструкции производителя. Для определения концен-
трации РНК и степени чистоты выделенной нуклеиновой кисло-
ты проводили спектрофотометрические исследования (Nano-
Drop 1000, «Thermo Scientific», США) на длине волны λ = 230 нм. 
Обратную транскрипцию проводили с использованием набора 
«SuperScript III reverse transcriptase», дНТФ и «Ribonuclease 
inhibitor» («Invitrogen»). Полученную кДНК использовали для 
постановки TaqMan ПЦР-РВ с применением «Quick-Load Taq 2X 
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Master Mix» («Праймтех», Беларусь), специально подобранных 
пар праймеров и зондов для каждого гена, включая «гены домаш-
него хозяйства», на термоциклере «Rotor-Gene-6000» («Corbett 
Research»).

На первом этапе исследования были подобраны пары прай-
меров и TaqMan-зондов для генов COL1A1, COL1A2, LOX, P3H1, 
ELN с использованием программного обеспечения Vector NTI. 
Проведенный электрофоретический анализ полученных ампли-
конов показал наличие четких полос на уровне детекции специ-
фических фрагментов. Затем проводили секвенирующую ПЦР  
с использованием «BigDye Terminator Cycle Sequencing kit v3.1» 
(«Applied Biosystems») с целью анализа нуклеотидной последо-
вательности полученных фрагментов ДНК для оценки специ-
фичности разработанной методики. Полученные фрагменты 
ДНК подвергались очистке с использованием «DyeEx 2.0 Spin 
kit» («Qiagen») и последующему электрофоретическому анализу 
на генетическом анализаторе «ABI Prism 310». Полученные дан-
ные о нуклеотидной последовательности образцов сравнивали  
с зарегистрированными последовательностями анализируемых 
генов. Для всех проанализированных образцов (n = 10) совпаде-
ние анализируемых нуклеотидных последовательностей с заре-
гистрированными находилось на уровне 100%. Таким образом, 
аналитическая специфичность разработанной методики соста-
вила 100%.

На следующем этапе проводили оптимизацию мультиплекс-
ной ПЦР с использованием последовательно одного из целевых 
генов (COL1A1, COL1A2, LOX, P3H1, ELN) и референсного «гена 
домашнего хозяйства» HGUS (для нормализации значений уров-
ней экспрессии таргетных генов).

Разработанная методика определения нормализованных уров-
ней экспрессии генов, отвечающих за синтез коллагена и эласти-
на, обладает высокой аналитической чувствительностью (100%) 
и может быть использована для определения уровней экспрессии 
генов COL1A1, COL1A2, LOX, P3H1, ELN в биоптатах кожи паци-
ентов с дерматологического профиля.
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Зерновая барда – ценный отход спиртового производства, ко-
торый по содержанию белка превосходит исходное зерновое сы-
рье. Обычно барду в нативном жидком [1] или сухом виде (тор-
говая марка DDGS – Distillers Dried Grai with Solubles) использу-
ют как кормовую добавку. В то же время производство из барды 
сухих кормовых дрожжей (СКД) экономически более эффектив-
но, чем производство DDGS [2]. Это обусловлено тем, что кор-
мовые дрожжи (КД) помимо витаминов группы В, эргостерина 
и других биологически активных веществ содержат до 45% бел-
ка, перевариваемость которого достигает 85–89%, тогда как для 
белков барды этот показатель составляет 51–55%. Очевидно, что 
КД более востребованы на рынке, чем DDGS, особенно в птице-
водстве.

Основными недостатками производства СКД являются боль-
шие инвестиционные и энергетические затраты. Для небольших 
спиртзаводов, в частности, расположенных вблизи животновод-
ческих комплексов, целесообразно производить КД не в сухом,  
а в жидком концентрированном виде. Для этого используют баро-
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мембранный процесс (БМП) – ультрафильтрацию (УФ), требую-
щую в 6–8 раз меньше энергии по сравнению с сушкой. Для ре-
ализации указанного способа нами разработана специальная 
технологическая линия, блок-схема которой в упрощенном виде 
представлена на рисунке.

Линия предназначена для производства кормовых дрожжей 
на спиртзаводах мощностью до 0,5–1,0 дал/сут и включает сле-
дующие элементы. В шнековом сепараторе (поз. 1) барду разде-
ляют на осадок и фугат, из которого 70% используют в качестве 
субстрата для выращивания дрожжей в биореакторе (поз.  2),  
а 30% возвращают в спиртовое производство. Этот прием позво-
ляет сократить количество барды, а также увеличить выход спирта 
(до 1%) и дрожжей (до 5%). При этом в производстве целесо- 
образно использовать штаммы быстрорастущих дрожжей, напри-
мер, Candida tropicalis СК-4, Saccharomyces cerevisiae или син- 
тезирующих β-каротин представителей родов Rhоdotorula, Spo-
robolomyces, Rhodosporidium, Sporidiobolus, а в питательные среды 
для их выращивания дополнительно вводить такие отходы спир- 
тового производства, как головная фракция этилового спирта  
и сивушное масло.

Блок-схема биотехнологического процесса получения УФ-концентрата 
кормовых дрожжей из барды
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Полученные КД концентрируют в УФ-установке (поз.  3)  
и подают в сборник (поз. 4) для гидролиза с использованием ро-
торно-пульсационного аппарата (РПА) и ультразвуковой (УЗ) уста- 
новки. Процесс совмещен с ультрафиолетовой обработкой (УФО) 
гидролизата для стерилизации и перевода эргостерина в вита-
мин Д. В сборник (поз. 4) подают также полученный на стадии 
сепарации (поз.  1) осадок, специально подобранный мультиэн-
зимный комплекс (целлюлазы и протеазы), премиксы и консер-
вант. В зависимости от вида животного и состава его основного 
рациона подобраны дополнительные ингредиенты (витамины А, 
Е, Д и В, технический жир, незаменимые аминокислоты, пова-
ренная соль, мел, микроэлементы), которые добавляют (поз.  4)  
в жидкий комбикорм.

Одним из преимуществ разработанной биотехнологии полу-
чения КД является возможность ее реализации в период времен-
ных остановок спиртового производства. Это обусловлено равно-
ценной заменой барды в питательных средах для культивирова-
ния дрожжей вторичным сырьем – мелассой, гидролизованными 
опилками и соломой, торфом, осахаренным суслом, молочной 
сывороткой, клеточным соком, картофельной и кукурузной мез-
гой, плодоовощными или другими отходами местных предпри-
ятий АПК.

Обоснована также целесообразность дополнительной УФ- 
очистки фугата, предназначенного для производства КД. Так, 
пермеаты, полученные ультрафильтрацией фугатов на полимер-
ных мембранах марок УПМ-50, УПМ-100 и УПМ-200, обеспечи-
вают по сравнению с нативным фугатом более чем трехкратное 
повышение выхода дрожжевых клеток [4].

Линия для производства СКД на крупных спиртзаводах со-
здана ранее [3].
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ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ПИТАТЕЛЬНОЙ СРЕДЫ  
НА ИНДУКЦИЮ ВТОРИЧНОГО РОСТА  

СПИРТОВЫХ ДРОЖЖЕЙ

Кузнецова Т. В., Айтжанова А. А., Олейникова Е. А.,  
Саубенова М. Г., Искандарова К. А.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии»  
КН МОН РК, Алматы, Казахстан, raduga.30@mail.ru

На данный момент дрожжи широко используются во всех 
отраслях пищевой промышленности. В связи с этим исследова-
ния ученых направлены на интенсификацию роста дрожжей, 
усиление их метаболической активности и устойчивости к экс-
тремальным воздействиям в условиях биотехнологических про-
изводств [1, 2]. Из факторов, лимитирующих рост микроорга-
низмов, ведущее значение имеет изменение состава субстрата  
и накопление различных продуктов обмена, в результате чего  
у некоторых представителей микроорганизмов наблюдается рост 
вторичных колоний. У клеток, образующихся при вторичном 
росте, может быть нарушена дифференциация, усилена частота 
деления, резко изменена антибиотическая и ферментативная ак-
тивность. Нами была показана возможность индукции вторич-
ного роста дрожжей при изменении концентрации компонентов 
питательной среды.

Объектом исследования служили 18 штаммов спиртовых дрож-
жей Saccharomyces cerevisiae.

Индукцию вторичного роста спиртовых дрожжей S. cerevisiae 
изучали на оптимизированной питательной среде (среда Ридер), 
стимулирующей рост вторичных колоний. Для оптимизации 
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среды были изменены концентрации солей магния и натрия (ко-
личество хлорида натрия увеличено до 0,45% и снижено количе-
ство сульфата магния до 0,025%). Указанные концентрации ком-
понентов подобраны на основании литературных данных об  
оптимальном составе среды для индукции вторичного роста  
в грибных микроорганизмах [3]. Содержание остальных компо-
нентов среды осталось без изменения. В качестве контроля ис-
пользовали среду Ридер без изменения концентрации солей хло-
рида натрия и сульфата магния. Для посева использовали су-
спензии клеток, образующие 10–30 колоний на чашку Петри. 
Суспензии равномерно распределяли шпателем по поверхности 
агара. Культуры выдерживали в термостате при 28–30 °С в тече-
ние 4 недель. Статистическую обработку результатов исследо-
ваний проводили по стандартной методике с использованием 
критерия Стьюдента для уровня значимости р < 0,05.

В результате проведенных экспериментов установлено, что 
вторичный рост колоний при культивировании на средах, со- 
держащих разные дозы минеральных элементов (NaCl 0,45%, 
MgSO4 × 7H2O 0,025%), присутствует у 2 культур (№ 11, 12) из  
18 дрожжей.

Наибольшее количество вторичных колоний образуется у штам- 
мов № 11, 12 при увеличении хлорида натрия до 0,45% в среде 
культивирования и составляет 54 и 43 шт. соответственно. При 
снижении в среде сульфата магния до 0,025% количество вто-
ричных колоний уменьшается до 47 шт. (№ 11) и 41 шт. (№ 12).  
В контроле рост вторичных колоний не выявлен (см. таблицу).

Частота образования и размеры вторичных колоний на среде Ридер  
с различными углеводами, NaCl 0,45%, MgSO4 × 7H2O 0,025%

Изменяющийся  
компонент среды  
культивирования

Всего Количество вторичных колоний на чашке Петри

штамм 
№ 11

штамм 
№ 12

штамм № 11 штамм № 12

размеры, мм

1–3 3–6 1–3 3–6

NaCl 0,45% 54 ± 1 43 ± 1 0 54 ± 2 43 ± 1 0
MgSO4 × 7H2O 0,025% 47 ± 2 41 ± 1 0 47 ± 1 9 ± 1 32 ± 2
Контроль 0 0 0 0 0 0
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Эффект сниженной концентрации магния связан со сниже-
нием стабилизирующего влияния этого элемента на рибосомы, 
значение повышенной концентрации NaCl – с ролью ионного го-
меостаза клетки.

При росте на среде, содержащей хлорид натрия, колонии 
округлые, 3–6 мм в диаметре с плоским профилем, поверхно-
стью как гладкой, так и шероховатой. В присутствии сульфата 
магния размер колоний составлял от 1–3 до 3–6 мм, поверхность 
была морщинистая у штамма №  11 и гладкая – у №  12, край  
у всех колоний ровный.

Таким образом, установлено, что в результате изменения со-
става питательной среды индуцируется вторичный рост дрож-
жей. Колоний вторичного роста образуется больше при увеличе-
нии солей хлорида натрия в среде культивирования. В дальнейшем 
культуры вторичного роста, выделенные в процессе данного 
эксперимента, будут проверены на наличие производственно 
ценных качеств и использованы для работы по интенсификации 
получения этанола в производственных условиях.
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АНТИБАКТЕРИАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ  
КОНСОРЦИУМОВ ПРОПИОНОВОКИСЛЫХ  

И ГЕТЕРОФЕРМЕНТАТИВНЫХ  
МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ

Кузнецова Т. В., Шорманова М. М., Олейникова Е. А.,  
Саубенова М. Г., Елубаева М. Е., Искандарова К. А.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии»  
КН МОН Республики Казахстан, Алматы, Казахстан, 

raduga.30@mail.ru

В настоящее время для снижения риска контаминации и пор- 
чи продуктов патогенными, условно-патогенными микроорга-
низмами широко используются различные химические ингре-
диенты, такие как нитриты и сульфиты, бензойная, пропионовая, 
сорбиновая, уксусная кислоты и их соли, которые оказывают не-
благоприятное воздействие на организм потребителя [1]. Аль-
тернативой химическим веществам в этом плане служат микро-
организмы – продуценты органических кислот, а именно молоч-
нокислые и пропионовокислые бактерии [2].

Нами была показана возможность подавления жизнедеятель-
ности мицелиальных грибов с использованием консорциумов 
молочнокислых и пропионовокислых бактерий.

Объектами исследования послужили 5 культур пропионо- 
вокислых бактерий, выделенных из кисломолочных продуктов  
и 13 культур гетероферментативных молочнокислых бактерий 
(№ 1, 3, 7, 15, 19, 22, 30, 33, 39, 40, 41, 42, 43), выделенных из рас-
тительных материалов. На их основе составлено 65 консорци- 
умов, состоящих из одной культуры гетероферментативных мо-
лочнокислых и одной культуры пропионовокислых бактерий  
в соотношении 1:1.

Для определения антибактериальной активности в качестве 
тестовых культур использовали бактерии Mycobacterium citreum, 
M. rubrum, Salmonella dublin (Т), Sarcina flava, Escherichia coli (У), 
Staphilococcus aureus, I вакцина Ценковского (Bacillus anthracis).
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Консорциумы культивировали на молоке жирностью 1,5% 
при 35 °С. Контроль – молоко с тем же показателем жирности. 
Антагонистическую активность составленных консорциумов  
определяли диффузионным методом лунок. Статистическую об-
работку результатов исследований проводили по стандартной 
методике с использованием критерия Стьюдента для уровня 
значимости р < 0,05.

Показано, что антибактериальной активностью обладают  
13 консорциумов из 65 исследуемых. Антагонистической актив-
ностью к E. coli (У), S. dublin (T) обладали все 13 исследуемых 
ассоциаций бактерий, М. rubrum и M. сitreum – 12 ассоциаций 
(кроме № 22 и № 23 соответственно) (см. таблицу).

Рост S. flava подавляли 8 консорциумов (кроме № 19, 20, 22, 
24, 29), S.  aureus – 8 ассоциаций (кроме № 21, 22, 23, 24, 28),  
I вакцины Ценковского – 8 (кроме № 17, 21, 23, 24, 25).

Антибактериальная активность консорциумов молочнокислых  
и пропионовокислых бактерий

Вариант
Зоны подавления роста тест-культур, мм

E. coli (У) S. flava S. dublin (T) S. aureus I вакцина 
Ценковского М. rubrum M. citreum

17 21 ± 2 11 ± 1 13 ± 2 24 ± 2 0 14 ± 2 14 ± 2
18 22 ± 2 12 ± 0 12 ± 0 26 ± 1 15 ± 1 14 ± 3 14 ± 1
19 23 ± 2 0 12 ± 1 24 ± 3 18 ± 2 11 ± 0 15 ± 0
20 21 ± 1 0 11 ± 2 18 ± 2 14 ± 1 12 ± 1 15 ± 1
21 22 ± 3 11 ± 1 13 ± 1 0 0 14 ± 2 12 ± 1
22 21 ± 1 0 12 ± 2 0 16 ± 4 0 14 ± 2
23 22 ± 2 12 ± 2 12 ± 1 0 0 16 ± 2 0
24 25 ± 1 0 11 ± 0 0 0 12 ± 1 14 ± 1
25 21 ± 4 11 ± 1 13 ± 1 12 ± 1 0 14 ± 2 15 ± 0
26 22 ± 1 11 ± 1 11 ± 2 12 ± 3 23 ± 4 15 ± 4 14 ± 2
27 21 ± 2 11 ± 0 13 ± 2 16 ± 4 17 ± 1 14 ± 2 12 ± 1
28 23 ± 2 11 ± 1 13 ± 1 0 24 ± 1 12 ± 1 16 ± 2
29 26 ± 2 0 13 ± 2 16 ± 1 16 ± 2 11 ± 1 15 ± 2
Контроль 0 0 0 0 0 0 0

П р и м е ч а н и е. Уровень значимости р < 0,05.
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Таким образом, проведен отбор 9 консорциумов (№ 2, 3, 5, 7, 
8, 9, 18, 26, 27), обладающих полным спектром антибактериаль-
ной активности к патогенным и условно-патогенным микроор-
ганизмам. Данные консорциумы будут использованы в дальней-
ших исследованиях для повышения сохранности, пищевой и биоло- 
гической ценности продуктов питания.
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ПОЛУЧЕНИЕ ШТАММА PICHIA PASTORIS –  
ПРОДУЦЕНТА РЕКОМБИНАНТНОГО БЕЛКА АПОА-I,  

СЛИТОГО С ТЕРМОСТАБИЛЬНОЙ ЛИПАЗОЙ  
ИЗ THERMOMYCES LANUGINOSUS

Мамаев А. Л., Беклемишев А. Б.

ФГБНУ «Научно исследовательский институт биохимии»,  
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Аполипопротеин А-I (апоА-I) человека является основным 
белковым компонентом ЛПВП и имеет широкий спектр физио-
логических функций, включающих участие в регуляции мета-
болизма холестерина и уровня липидов в крови, в оказании проти-
вовоспалительного и антиокислительного действия [1, 2], а также 
в осуществлении в организме транспорта витаминов, стероид-
ных гормонов и различных ксенобиотиков [3]. Эти свойства апо-
А-I и ЛПВП обуславливают их использование в качестве антис-
клеротических препаратов, а также как природных переносчиков 
противоопухолевых препаратов гидрофобной природы и анти-
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биотиков. Функциональная значимость апоА-I для терапевтиче-
ских целей обуславливает необходимость разработки эффектив-
ной технологии производства этого белка.

Перспективным направлением промышленного получения 
целевых рекомбинантных белков является создание генно-ин-
женерных продуцентов этих белков на основе метилотрофных 
дрожжей Pichia pastoris [4]. Ранее мы исследовали прямую экс-
прессию гена зрелого апоА-I человека в клетках P. pastoris [5]. 
При таком варианте экспрессии наблюдалось появление в куль-
туральной среде наряду с небольшим количеством апоА-I мно-
жества белков, синтезируемых P. pastoris. Это свидетельствовало 
о лизисе дрожжевых клеток, обусловленном мембранолитиче-
ским действием апоА-I.

В настоящей работе в целях получения рекомбинантного 
апоА-I человека была предпринята попытка создания штамма 
Pichia pastoris – продуцента химерного полипептида Lpp_Lin- 
ker_ApoA-I, содержащего в N-концевой области аминнокислот-
ную последовательность зрелой липазы (Lpp) из Тhermomyces 
lanuginosus слитую посредством линкера [(Gly-Ser)10-Asp-Pro]  
с последовательностью зрелого апоА-I. Предполагалось, что 
синтезированный химер за счет липазы, которая, как ранее нами 
было показано, продуцируется и секретируется с большим вы-
ходом в P. pastoris, будет эффективно синтезироваться и секре-
тироваться в культуральную жидкость, а входящий в его состав 
апоА-I не будет вызывать лизиса клеток. Высвобождение же зре-
лого апоА-I из состава химера можно будет осуществлять с по-
мощью кислотного гидролиза пептидной связи Asp-Pro, распо-
ложенной непосредственно перед последовательностью зрелого 
апоА-I.

Синтетический ген зрелого апоА-I был амплифицирован  
с прямым и обратным праймерами, содержащими на 5′-концах 
сайты рестрикции EcoRI и XhoI соответственно. Прямой прай-
мер перед сайтом рестрикции EcoRI содержал гексануклеотид, 
кодирующий кислотно-лабильную последовательность аспара-
гиновая кислота-пролин. Ампликон был встроен в ранее полу-
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ченную нами рекомбинантную плазмиду pPICZ-alpha-A_Lpp 
Linker, содержащую нуклеотидную последовательность, коди-
рующую зрелую липазу. Трансформацию компетентных клеток 
дрожжей Pichia pastoris шт. X-33 проводили линеаризованной 
плазмидой pPICZ-alpha-A:Lpp_Linker_ApoA-I. Отбор трансфор-
мированных клонов осуществляли на агаризованной среде, со-
держащей 1000 мкг/мл зеоцина. Отобранные клоны исследовали 
на способность продуцировать целевой химерный полипептид 
Lpp_Linker_ApoA-I с помощью их культивирования в 96-луноч-
ном планшете (лунки с квадратным сечением объемом по 2 мл). 
На 4-е сутки индукции метанолом клетки осаждали, белки су-
пернатантов осаждали трихлоруксусной кислотой и анализиро-
вали электрофорезом в ДСН-полиакриламидном геле.

В результате исследований получен штамм Pichia pasto- 
ris, обеспечивающий эффективную секрецию химерного белка 
Lpp_Linker_ApoA-I в культуральную жидкость с выходом около 
400 мкг/мл, причем лизиса дрожжевых клеток не наблюдалось,  
и в культуральной жидкости присутствовал главным образом 
целевой химерный белок.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГИДРОЛИЗАТОВ  
СВЕКЛОВИЧНОГО ЖОМА ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ  

ГРИБНЫХ ЦЕЛЛЮЛАЗ

Мороз И. В., Лобанок А. Г.

Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
irmorz@gmail.com

Целлюлазы – ферменты класса гидролаз, которые катализи-
руют деструкцию целлюлозы и ее производных. В настоящее вре-
мя целлюлолитические ферменты активно применяют при пере-
работке растительного сырья в различные пищевые продукты,  
в качестве кормовых добавок, в составе моющих средств, в про-
изводстве биоэтанола, процессах биополировки и ферментатив-
ной депигментации текстильных материалов и изделий, при ути-
лизации отходов. Практическая значимость обуславливает про-
ведение работ по усовершенствованию существующих и созданию 
новых высокорентабельных технологий получения ферментных 
препаратов, предназначенных для гидролиза целлюлозы.

В качестве промышленных продуцентов целлюлаз наиболее 
часто используют различные штаммы грибов Trichoderma, ха-
рактеризующиеся высокой секреторной способностью и проду-
цирующие комплекс гидролитических ферментов с различной 
субстратной специфичностью. Уровень образования целлюлаз гри- 
бами в значительной степени зависит от используемого источ-
ника углерода, который не только обеспечивает рост мицелия, но 
и может регулировать биосинтез ферментов. Для выращивания 
микроорганизмов – продуцентов целлюлаз в качестве источни-
ков углерода используют сахара и природные материалы, содер-
жащие целлюлозу.

Ранее нами проведен двухэтапный скрининг продуцентов 
ферментов целюлолитического действия среди коллекционных 
и выделенных из природной среды грибных культур. В качестве 
перспективных продуцентов целлюлазы отобраны Tr.  viride  
и Tr. atroviride [1]. Для их глубинного культивирования рекомен-
дована питательная среда со свекловичным жомом в качестве 
основного источника углерода. Свекловичный жом – отход про-
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изводства сахара – состоит из пектиновых веществ (50%), цел-
люлозы (45%), белков (2%), сахарозы (0,6%) и минеральных ве-
ществ (до 1%), содержит витамины и органические кислоты.  
В литературе имеются сведения, что продукты начальной стадии 
гидролиза некрахмальных полисахаридов интенсифицируют 
биосинтез целлюлолитических ферментов в большей степени, 
чем сами эти вещества.

Цель данной работы – изучение возможности использования 
питательной среды, содержащей кислотные гидролизаты свекло-
вичного жома, для культивирования Tr. viride, и Tr. atroviride – 
продуцентов целлюлаз.

Для гидролиза свекловичного жома использовали водные 
растворы соляной (рН 1,0) либо ортофосфорной кислоты (рН 2,5; 
3,0; 4,0). Соотношение жидкой и твердой фаз (гидромодуль) состав-
ляло 1:15 и 1:20. Условия гидролиза – баротермическая обработка 
суспензии свекловичного жома в растворе кислоты при 0,075 мПа 
(115,4 °С) и при 0,15 мПа (126,8 °С) в течение 0,5 и 1 ч соответ-
ственно. В случае использования раствора соляной кислоты су-
спензию жома перед автоклавированием дополнительно выдер-
живали при 70 °С в течение 2,5 ч. Остатки жома удаляли, на ос-
нове полученных жидких фракций готовили питательную среду 
для глубинного культивирования продуцентов. В работе исполь-
зовали также фильтраты гидролизата свекловичного жома, раз-
бавленные водопроводной водой в 2 и 3 раза.

Грибы выращивали в колбах Эрленмейера объемом 250 мл  
с 50 мл питательной среды на качалке (180–200 об/мин) при 28 °С 
в течение 4 сут.

Активность целлюлазы измеряли колориметрическим мето-
дом, который основан на определении восстанавливающих саха-
ров, образующихся при действии фермента на субстрат – натри-
евую соль карбоксиметилцеллюлозы [2].

Установлено, что максимальная степень деградации полиса-
харидов жома, определяемая по содержанию в кислотных гидро-
лизатах (HCl-гидролизат и H3PO4-гидролизат) редуцирующих 
веществ, обеспечивает проведение процесса растворами кислот 
при гидромодуле 1:20, давлении 0,15 мПа и температуре 126,8 °С 
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в течение 1 ч. При получении H3PO4-гидролизата оптимальные 
условия создавались при рН 3,0–4,0.

В питательной среде для культивирования продуцентов цел-
люлаз необходимо использовать HCl-гидролизат жома, разбавлен-
ный в 2 раза. При этом продуктивность Tr.  viride повышается  
в 1,5 раза, а Tr. atroviride – в 2,4 раза по сравнению с контролем 
(свекловичный жом). Замена измельченного жома в питательной сре-
де H3PO4-гидролизатом обеспечивает повышение уровня биосин-
теза целлюлазы Tr. viride и Tr. atroviride соответственно в 1,9 и 3,2 раза.

Таким образом, в результате проведенных исследований пока-
зано, что для получения целлюлолитического ферментного препа-
рата в составе питательных сред для глубинного культивирования 
Tr. viride, и Tr. atroviride в качестве источника углеродного пита-
ния могут использоваться кислотные гидролизаты свекловичного 
жома – многотоннажного отхода пищевой промышленности.

Литература
1. Поиск грибных продуцентов целлюлолитических ферментов / И. В. Мо- 

роз [и др.] // Труды БГУ. – 2013. – Т. 8, ч. 1. – С. 221–223.
2. Препараты ферментные. Методика выполнения измерений β-глюка-

назной, ксиланазной, целлюлазной активностей : МВИ.МН 3235–2009. – Введ. 
30.09.09. – Минск : РУП «Белорус. гос. ин-т метрологии», 2009. – 36 с.

АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ ШТАММА  
BIFIDOBACTERIUM ADOLESCENTIS CF-G,  
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Бактерии рода Вifidobacterium в настоящее время широко ис-
пользуются в составе пробиотиков, продуктов питания и пище-
вых добавок. Разработка новых биопрепаратов сопряжена с ис-
следованиями их клинической эффективности и доказательст- 
вом безопасности штаммов микроорганизмов.
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В соответствии с современными представлениями сформу-
лированы основные критерии, которые необходимо учитывать 
при оценке безопасности микроорганизмов – ингредиентов про-
биотических средств. Среди них обязательным фактором является 
определение резистентности штаммов бактерий к клинически 
значимым антибиотикам. Для бифидобактерий регламентиру-
ются минимальные ингибирующие концентрации ампицилли-
на, тетрациклина, эритромицина, клиндамицина, гентамицина, 
стрептомицина и ванкомицина [1]. Разработаны национальные  
и международные стандарты, ограничивающие использование  
в пищевой цепочке микроорганизмов, резистентность к анти-
биотикам которых превышает рекомендуемые значения [2, 3].  
В то же время известно, что бифидобактерии обладают природ-
ной резистентностью к аминогликозидным и цефалоспориновым 
антибиотикам, обусловленной отсутствием в их клетках специ-
фических транспортных систем. Благодаря этому возможно при- 
менение пробиотиков совместно с антибиотиками для профи-
лактики возникновения нежелательных реакций со стороны же-
лудочно-кишечного тракта. С другой стороны, выявление приоб-
ретенной антибиотикорезистентности необходимо для предот-
вращения распространения детерминант устойчивости к анти- 
биотикам.

Цель данной работы – изучение чувствительности к анти-
биотикам разных групп штамма Вifidobacterium adolescentis CF-
G, полученного путем индуцированного мутагенеза с последу-
ющей селекцией по уровню продукции β-галактозидазы. Устой-
чивость бифидобактерий к антибиотикам оценивали по росту 
их биомассы в условиях культивирования на стандартной среде 
MRS с цистеином с добавлением терапевтических концентраций 
антибиотиков. Методом двойных серийных разведений опреде-
ляли влияние антибиотиков ампициллина, ванкомицина, гента-
мицина, канамицина, стрептомицина, эритромицина, клинда-
мицина, тетрациклина, хлорамфеникола. Результаты исследова-
ния представлены в таблице.

В соответствии с современными требованиями штаммы, пред- 
назначенные для использования в составе пробиотиков, должны 
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обладать чувствительностью по крайней мере к двум антибио- 
тикам, имеющим клиническое применение [3]. Результаты иссле-
дования показали, что штамм В.  adolescentis  CF-G проявил  
высокую чувствительность к ампициллину, стрептомицину, эри- 
тромицину, клиндамицину, тетрациклину. Устойчивость к ами-
ногликозидным антибиотикам гентамицину и канамицину харак-
терна для бифидобактерий.

Антибиотикорезистентность штамма В. adolescentis CF-G

Антибиотик Концентрация антибиотика, мг/л Рост

Ампициллин 1; 2; 4 –
Ванкомицин 1 ++

2 ++
4 +

Гентамицин 32; 64; 128 +
Канамицин 64 ++

128 ++
256 +

Стрептомицин 64; 128; 256 –
Эритромицин 0,25; 0,5; 1 –
Клиндамицин 0,125; 0,25; 0,5 –
Тетрациклин 4; 8; 16 –

Хлорамфеникол 2 ++
4 +
8 +

П р и м е ч а н и е. Обозначения: «+++» – рост как в конт- 
роле, «++» – нормальный рост, «+» – есть незначительное уве-
личение биомассы, «–» – отсутствие роста.
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ИРС-19 В ПРОФИЛАКТИКЕ И ЛЕЧЕНИИ  

БОЛЕЗНЕЙ ПАРОДОНТА

Оразалиев А. С., Плескановская С.А.

Государственный медицинский университет Туркменистана, 
Ашхабад, Туркменистан, pleskanovskaya_s@mail.ru

Проблема возникновения, развития и коррекции состояний, 
сопровождающихся нарушением функционирования иммунной 
системы организма, является одной из важнейших проблем со- 
временности. Как известно, из лизатов бактерий – возбудителей 
респираторных инфекций: Klebsiella pneumoniae, Streptococcus 
pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influezae и ряда 
других готовят иммуномодуляторы второго поколения. В эту 
группу препаратов входят «Бронхомунал», ИPC-19, «Имудон», 
«Бронхо-Ваксом» и «Рибомунил». Все они имеют двойное назна- 
чение специфическое (вакцинирующее) и неспецифическое (имму- 
ностимулирующее). Спрей ИРС19 представляет собой эффектив- 
ное средство, созданное для экстренной и плановой профилактики 
респираторных заболеваний в период эпидемий, а также эф- 
фективной борьбы с воспалительными заболеваниями в ЛОР-
практике. В доступной литературе имеются единичные сооб- 
щения об иммуномодулирующей активности ИРС-19 in vitro.  
В настоящее время болезни полости рта и, в частности, паро- 
донта – одна из наиболее актуальных проблем здравоохранения 
во всем мире. Однако нами не найдено данных об использовании 
при лечении пародонтитов препарата ИРС-19.

Цель исследования – изучение влияния препарата ИPC-19  
in vitro на миграцию лейкоцитов крови экспериментальных жи- 
вотных из стеклянного капилляра, индуцированую раствори- 
мым тканевым антигеном пародонта (РТАГП).

В работе использовано 40 мышей линии BALB/c, у которых 
определяли ответ лейкоцитов на РТАГП в реакции торможения 
миграции. РТАГП готовили методом водно-солевой экстракции.
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Было установлено, что РТАГП тормозит миграцию лейкоци-
тов у 65% животных, стимулирует – у 22,5% и не изменяет –  
у 12,5% животных. Препарат ИРС-19 in vitro тормозит миграцию 
лейкоцитов в 52,5% случаев, стимулирует – в 12,5% и не изменя-
ет – в 35% случаев.

При обследовании мышей после недельного орошения поло-
сти рта спреем ИРС-19 число случаев стимуляции миграции  
в присутствии РТАГП снижается до 10%. Торможение миграции 
наблюдается у 80% животных, отсутствие изменений – в 10% 
случаев.

Таким образом, значительное снижение числа случаев стиму-
ляции миграции лейкоцитов в присутствии РТАГП после курса 
орошения полости рта препаратом ИРС-19 свидетельствует, по 
нашему мнению, о возможности его использования при лечении 
заболеваний пародонта.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ФЕРМЕНТНЫХ ПРЕПАРАТОВ  
ДЛЯ ИНТЕНСИФИКАЦИИ ПРОЦЕССА  

ПРОРАЩИВАНИЯ СЕМЯН РАПСА

Павлюк А. Н., Мороз И. В., Сапунова Л. И.

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

В настоящее время все большей популярностью пользуются 
косметические средства на основе натуральных компонентов рас- 
тительного происхождения. Важнейшим источником белка, ви-
таминов, антиоксидантов, минеральных веществ и других био-
логически ценных компонентов, положительно влияющих на 
организм человека, являются проростки семян различных сель-
скохозяйственных культур [1, 2]. При прорастании в зерне  
в 2–4  раза увеличивается содержание полезных веществ, при-
чем все они находятся в сбалансированных количествах. Благо-
даря этому использование проростков зерна, например, в косме-
тической промышленности может существенно повысить каче-
ство средств по уходу за кожей лица и тела, ногтями, волосами.
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Одной из наиболее перспективных и востребованных куль-
тур на мировом рынке является рапс – масличная и кормовая 
культура семейства крестоцветных. В семенах рапса содержится 
35–50% жира, 18–31% хорошо сбалансированного по аминокис-
лотам белка, 5–7% клетчатки, а также большое количество неза-
менимых аминокислот, ненасыщенных жирных кислот и других 
биологически активных веществ.

Актуальной задачей производителей проростков является 
увеличение объема их производства и повышение качества, что 
достигается использованием в процессе проращивания экзоген-
ных ферментов [3, 4].

Цель настоящей работы – интенсификация процесса прора-
щивания семян рапса с использованием ферментных препаратов.

Для обработки зернового сырья применяли коммерческие 
ферментные препараты «Вискоферм», «Новозим 25008», «Лик- 
вафло» («Novozymes», Дания) в количестве 0,04–0,2% к массе 
сырья. Проращивание зерна включало следующие стадии: 1-е 
замачивание – 8 ч, воздушная пауза – 8 ч, 2-е замачивание – 8 ч 
и далее проращивание во влажной атмосфере при 23–25  °С  
в течение 2 сут. Ферментативную обработку проводили во вре-
мя 1-го замачивания (гидратации) и 2-го замачивания (набуха-
ния). Контролем служили семена рапса, обработанные водой. 
Об эффективности действия ферментов судили по способности 
прорастания, которую оценивали в процентах от взятых на ана-
лиз семян (500 шт.) [5]. Все опыты проводили в трехкратной по-
вторности.

Установлено, что количество проросших семян рапса увели-
чивается на 16% в случае использования препарата амилолити-
ческого действия «Ликвафло» (0,04% к сырью) на стадии 1-го 
замачивания (88% проросших семян, обработанных ферментом, 
и 72% – в контрольном варианте). Обработка препаратом цел-
люлолитического действия «Вискоферм» (0,2%) на стадии 2-го 
замачивания приводит к увеличению количества проростков на 
22%, ферментными препаратами «Новозим» и «Ликвафло» 
(0,2%) – на 11 и 4%, соответственно.
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Таким образом, показана возможность использования фермент- 
ных препаратов для интенсификации процесса проращивания 
семян рапса. Биологическое действие ферментного препарата зави-
сит от его состава, количества и стадии проведения обработки.
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ОТДЕЛЬНЫЕ ЭЛЕМЕНТЫ БИОТЕХНОЛОГИИ  
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ HERICIUM ERINACEUS

Пасмурцева В. В., Бордок И. В.

Институт леса НАН Беларуси, Гомель, Беларусь, 
forinstnanb@gmail.com

Герициум гребенчатый (Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers.) – 
ксилотрофный сапротроф, получивший мировое признание за свои 
высокие пищевые качества. В настоящее время данный вид рас-
сматривается и как перспективный объект для разработки лекар-
ственных препаратов нового поколения, обладающих противо- 
опухолевыми и иммуноадъювантными свойствами [1, 2].
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Задачей исследований, проведенных в рамках Государствен-
ной программы научных исследований «Химические техноло-
гии и материалы, природно-ресурсный потенциал», было изуче-
ние биолого-физиологических особенностей вегетативного ро-
ста 16 штаммом герициума гребенчатого с целью разработки 
научных основ его интродукции в промышленную культуру.

Анализ полученных данных показал, что оптимальной пита-
тельной средой для роста H. erinaceus в чистой культуре является 
агаризованное пивное сусло (САС), а подкисление питательной 
среды до рН 4,0 способствует значительному увеличению ско-
рости роста (рис. 1).

Определение наиболее приемлемых температурных режи-
мов культивирования чистых культур позволило условно разде-
лить анализируемые штаммы на две группы с различными тем-
пературными оптимумами: 24 и 28 °С.

Подбор зерновых субстратов (рожь, овес, просо, пшеница) 
для получения посевного мицелия H. erinaceus предусматривал 
изучение ряда морфолого-биометрических характеристик (окра-
ска, плотность, скорость роста, количество инокуляционных 
центров). Установлено, что в варианте с использованием проса 

Рис. 1. Ростовые коэффициенты штаммов H. erinaceus, культивируемых 
на САС различной кислотности
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количество инокуляционных центров в 5 г зернового субстрата 
в 4,5  раза превосходит контрольные показатели (зерно овса). 
При использовании вышеперечисленных злаков отмечена мак-
симальная скорость мицелиального роста герициума гребенча-
того: овес – 5,62 мм/сут (штамм 288), просо – 4,48 мм/сут (штам-
мы 292 и 297).

С целью получения плодовых тел H. erinaceus апробированы 
комплексные смеси на основе растительного сырья, являющего 
отходами деревоперерабатывающих производств. Для оценки 
эффективности их использования применяли следующие пока-
затели: биологическая эффективность, коэффициент конверсии, 
продуктивность. Результаты исследований выявили значитель-
ную штаммовую вариабельность. Наиболее высокие результаты 
по всем анализируемым показателям отмечены у штаммов 295  
и 298 (рис.  2).

Таким образом, в ходе исследований изучены особенности 
роста и развития H. erinaceum в искусственных условиях, подо-
браны оптимальные питательные среды, субстраты, режимы 
культивирования, а также отселектированы наиболее перспек-
тивные штаммы.
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Рис. 2. Плодовые тела H. erinaceus (штаммы 295 и 298)
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АНТИОКСИДАНТНЫЙ ПОТЕНЦИАЛ  
КИШЕЧНОЙ МИКРОБИОТЫ ЧЕЛОВЕКА:  

ВОЗМОЖНОСТИ ОПТИМИЗАЦИИ С ПРИМЕНЕНИЕМ 
ФАРМАБИОТИКОВ НА ОСНОВЕ ЛАКТОБАЦИЛЛ

Полуэктова Е. У.
Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова РАН, Москва, Россия, 

epolu@vigg.ru

Реактивные формы кислорода (ROS) (супероксид-анион, пе-
рекись водорода, гидроксильный радикал) могут образовываться 
в организме в процессе аэробного метаболизма и поступать извне. 
Природная антиоксидантная система человека взаимодействует 
со свободными радикалами и терминирует ROS-инициирован- 
ные реакции, однако если она не справляется с инактивацией ROS, 
в результате окислительного стресса происходят серьезные по-
вреждения белков, нуклеиновых кислот, липидов. Окислительный 
стресс – причина или важной составляющая многих заболева-
ний, включая рак, сердечно-сосудистые, нервные и нейродеге-
неративные заболевания, язвенный колит, атеросклероз, артрит, 
диабет; эти повреждения являются одной из причин старения [1]. 
Перечисленные заболевания, как и окислительный стресс сам по 
себе, приводят к изменению состава кишечной микробиоты [2].

Лактобациллы – немногочисленная, но важная для здоровья 
человека часть его кишечной микробиоты [3]. Антиоксидантная 
(АО) активность обнаружена у отдельных штаммов лактобацилл 
более чем 10 видов. АО проявляют собственно культуры лакто-
бацилл, экстракты культур и бесклеточный супернатант бакте-
риальных культур как в опытах in vitro, так и в отдельных рабо-
тах на людях [4]. В отличие от многих бактерий микробиоты, 
лактобациллы могут быль культивированы в лабораторных ус-
ловиях. Лактобациллы, являясь важным пробиотическим компо-
нентом микробиоты, могут вносить значительный вклад в под-
держание ее АО потенциала.

Для отбора штаммов лактобацилл с АО свойствами мы ис-
следовали коллекцию из 81 штамма лактобацилл пяти видов  
в биолюминесцентной системе, состоящей из штамма Escherichia coli 
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MG1655 с плазмидами-биосенсорами pSoxS-lux и pKatG-lux, реа-
гирующими на присутствие супероксид-аниона (параквата) и пе-
рекиси водорода [5]. Более 60% из исследованных штаммов де-
монстрировали АО активность. Активность ряда штаммов была 
подтверждена TEAC-тестом и определением суммарного коли-
чества глутатиона. В геномах пяти штаммов, зарекомендовавших 
себя как наиболее активные антиоксиданты (Lactobacillus rham-
nosus 313, L.  rhamnosus 40f, L.  plantarum 90sk, L.  brevis 15f, 
L.  brevis 47f), и в 134 геномах лактобацилл из GenBank были 
идентифицированы гены, кодирующие основные АО ферменты 
(каталазу, пероксидазу, тиоредоксин и тиоредоксинредуктазу, глу- 
татионредуктазу и др.). Отобранные штаммы лактобацилл с мак-
симальной АО активностью и знания о содержащихся в них генах 
могут быть использованы для формирования пробиотических 
препаратов, содержащих их различные композиции. Можно ре-
комендовать включение в состав пробиотиков с АО свойствами 
штаммы L. casei и L. paracasei, содержащие редкие у лактоба-
цилл гены SOD и, вероятно, продуцирующих данный фермент.

Мы представим также данные другого направления исследо-
ваний – идентификацию в метагеномах желудочно-кишечного 
тракта человека (из базы данных проекта Human Microbiome 
Project и образцов, секвенированных нами) совокупности орто-
логов генов, кодирующих белки – антиоксиданты различных 
видов. Эти данные могут быть использованы для характеристики 
АО потенциала микробиоты, для разработки диагностических 
тест-систем, для целенаправленного создания и использования 
композиции различных пробиотических бактерий, несущих нуж-
ные антиоксидантные гены для восстановления нормального фун- 
кционирования микробиоты и, как следствие, здоровья человека.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЕЙ ЭКСПРЕССИИ  
ГЕНОВ CT110, CT604 И CT755 БЕЛКОВ ТЕПЛОВОГО 

ШОКА СHLAMYDIA TRACHOMATIS  
ПРИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ СУСТАВОВ 

Полуян О. С.

Белорусская медицинская академия последипломного образования, 
Минск, Беларусь, olga.poluyan@mail.ru

Chlamydia trachomatis – общепризнанный и наиболее частый 
триггерный агент развития артритов. Реактивный артрит разви- 
вается в 10–15% случаев, ревматоидный – в 10% случаев вери-
фицированной урогенитальной хламидийной инфекции. Одно 
из ключевых мест в аспекте знаний о механизмах вирулент- 
ности C. trachomatis занимает изучение свойств хламидийных 
белков теплового шока (cHSP). cHSP кодируется тремя генами – 
Ct110, Ct604 и Ct755, которые экспрессируются независимо 
друг от друга и проявляют различную активность в зависимо-
сти от активности воспалительного процесса, вызывая его хро-
низацию.

Цель исследования – оценка уровней экспрессии генов Ct110, 
Ct604 и Ct755 cHSP для установления факторов риска диссеми-
нации возбудителя C. trachomatis в полость сустава из места пер-
вичного инфицирования (урогенитальный тракт).

В данное исследование были включены 62 образца соскобов 
эпителиальных клеток из урогенитального тракта, полученных 
от пациентов с воспалительными артропатиями, у которых 



256

при проведении ПЦР в реальном времени была выявлена ДНК 
C. trachomatis.

Все образцы были условно разделены на следующие под-
группы:

– подгруппа 1 – образцы, в которых возбудитель C. trachomatis 
выявлялся только в соскобах из урогенитального тракта (n = 17);

– подгруппа 2 – образцы биологического материала (соскобы 
из урогенитального тракта и синовиальная жидкость) пациентов 
с ревматоидным артритом (n = 24), в которых одновременно вы-
являлся возбудитель C. trachomatis.

– подгруппа 3 – образцы биологического материала (соскобы 
из урогенитального тракта и синовиальная жидкость) пациентов 
с реактивным артритом (n = 21), в которых одновременно выяв-
лялся возбудитель C. trachomatis.

Средние значения уровней экспрессии Ct110 составили: для 
подгруппы 1 значение Ме (25/75 процентили) 158,73 (115,70/215,09), 
для подгруппы 2 – 210,34 (135,29/270,53), для подгруппы 3 – 
146,79 (100,16/224,30). Использование критерия Манна–Уитни 
позволило установить следующее: для подгрупп 1–2 Z = –0,291, 
р = 0,771, для подгрупп 1–3 Z = –1,541, р = 0,123, для подгрупп 
2–3 Z = –1,661, р = 0,097, что свидетельствует об отсутствии ста-
тистически значимых различий по исследуемому показателю  
в подгруппах.

Анализ результатов уровней нормализованной экспрессии 
гена Ct604 cHSP показал, что для подгруппы 1 значение Ме 
(25/75 процентили) составило 13,25 (5,65/19,71), для подгруппы 2 – 
105,04 (78,31/208,40), и для подгруппы 3 – 155,65 (93,31/272,74), 
при этом критерий Манна–Уитни для подгрупп 1–2 Z = –5,372, 
р = 0,000, для подгрупп 1–3 Z = –4,741, р = 0,000, для подгрупп 
2–3 Z  =  –0,990, р  =  0,322. На основании полученных данных 
можно сделать вывод о том, что различия статистически досто-
верны для подгрупп 1–2 и 1–3.

При сравнении уровней нормализованной экспрессии гена 
Ct755 cHSP были получены следующие значения Ме (25/75 про-
центили): для подгруппы 1 – 86,32 (55,59/123,09), для подгруппы 
2 – 63,19 (21,59/117,17), для подгруппы 3 – 90,00 (66,26/135,08);  
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использование критерия Манна–Уитни установило отсутствие 
статистических различий результатов между подгруппами: для 
подгрупп 1–2 Z = –1,244, р = 0,214, для подгрупп 1–3 Z = –1,600, 
р = 0,110, для подгрупп 2–3 Z = –1,729, р = 0,084.

Проведенный ROC-анализ позволил определить граничное 
значение уровня нормализованной экспрессии гена Ct604 cHSP – 
100%, разделяющее изучаемые группы с чувствительностью те-
ста 84,4% и специфичностью 76,5%. AUC составила 0,812 (95% 
ДИ 0,707–0,918), р = 0,000.

Анализ значимости различий по частоте встречаемости при-
знака оценивали с помощью критерия χ2 в таблице сопряженно-
сти 2  ×  2, при этом критерий χ2 с поправкой Йейтса составил 
21,688 при р < 0,01, что свидетельствует о статистически досто-
верной значимости различий исходов в зависимости от воздей-
ствия фактора риска.

Для оценки силы связи между фактором риска и исходом ис-
пользовался критерий φ, который составил 0,630, что свидетель-
ствует о сильной связи между уровнем нормализованной экс-
прессии гена Ct604 cHSP в соскобах из урогенитального тракта 
и наличием данного возбудителя в полости сустава.

Отношение шансов для наличия диссеминации патогена  
в полость сустава составило 25,333 (95% ДИ 5,739–111,83) при 
р < 0,001.

Диагностическая чувствительность теста составила 84,4%, 
диагностическая специфичность – 82,35%, диагностическая эф-
фективность – 83,87%, прогностическая ценность положитель-
ного и отрицательного результата – 92,68 и 66,67% соответ-
ственно.

Определение уровней нормализованной экспрессии гена 
Ct604 cHSP в соскобах эпителиальных клеток урогенитального 
тракта может рассматриваться в качестве диагностического мар- 
кера риска диссеминации C. trachomatis из места первичного ин-
фицирования (урогенитальный тракт) в полость сустава; при этом 
получение значений экспрессии гена Ct604 cHSP более 100% по-
вышает рисков данного события в 25,333 раза.
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ВЫЯВЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ  
LISTERIA MONOCYTOGENES ИЗ РЫБЫ  

И РЫБНОЙ ПРОДУКЦИИ

Почицкая И. М., Козельцева Е. И., Лобазова И. Е.,  
Петрова Э. А.

Научно-практический центр Национальной академии наук  
по продовольствию, Минск, Беларусь, 

lobazova@mail.ru

По данным Всемирной организации здравоохранения, в по-
следние годы регистрируется значительное увеличение заболе-
ваний, обусловленное потреблением продуктов питания, конта-
минированных листериями [1]. Listeria monocytogenes считается 
одним из наиболее опасных видов пищевых патогенов, посколь-
ку вызываемые этим микроорганизмом заболевания характери-
зуются самым высоким уровнем летальности.

Известно, что листерии размножаются на поверхности тела 
рыб, используя в качестве источника питания эскулин рыбьей 
слизи. В процессе тепловой обработки рыбного сырья листерии 
частично погибают, однако в производственных условиях суще-
ствует ряд факторов, способствующих выживанию и адаптации 
листерий к разнообразным неблагоприятным условиям. Так, 
специфические условия холодного копчения и посола (соль, коп-
тильный раствор, воздействие температуры) тормозят развитие 
других микроорганизмов и способствуют активному размноже-
нию листерий, поэтому достаточно часто их выделяют из рыбы 
холодного копчения и засоленной [2].

Информации об обнаружении листерий в рыбном сырье  
и готовой продукции недостаточно, что обуславливает необхо-
димость накопления данных по этой проблеме.

В качестве объектов исследования были выбраны 145 образцов 
рыбы и рыбных продуктов: свежемороженая рыба, пресервы, 
филе холодного копчения, соленая рыба, креветки, крабовые па-
лочки, полуфабрикаты из рыбы.
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Для выделения листерий и дифференциации патогенных ли-
стерии – от непатогенных, использовали хромогенный агар 
Chromocult® Listeria Selective Agar (ALOA-agar по Ottaviani, 
Agosti) с селективными добавками (см. рисунок, а).

Тестирование выделенных культур листерий по биохимиче-
ским признакам проводили с использованием наборов для иден-
тификации «API Listeria» фирмы «BioMerieux» Франция (см. ри-
сунок, б).

Для ускоренного скрининга и для идентификации колоний 
выделенных при высеве на плотные питательные среды исполь-
зовали тест-системы Singlepath® L.‘mono (см. рисунок, в).

Результаты исследований показали, что из 12 контаминиро-
ванных листериями образцов 2 образца филе форели слабосоле-
ной и 2 образца семги подкопченной содержали L. monocytogenes.

Таким образом, в результате проведенных исследований, 
нами было установлено, что патогенные листерии в основном 
выделяются из образцов готовой рыбной продукции, т. е. про-
дукции, которая прошла технологическую обработку.
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Результаты идентификации L. monocytogenes тремя методами: а – рост 
L. monocytogenes на агаре Chromocult® Listeria Selective Agar (ALOA);  
б – идентификация L. monocytogenes с помощью набора «API Listeria»;  

в – иммунохроматографический тест Singlepath® L.‘mono  
(слева – отрицательный ответ; справа – положительный ответ)
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ОЦЕНКА АНТАГОНИСТИЧЕСКОЙ  
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Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 
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В настоящее время бактериальные препараты пробиотики 
успешно применяются в промышленном птицеводстве. В ряде 
исследований показано, что микробные препараты обладают про- 
филактическим действием, оказывают антистрессовое влияние, 
способствуют нормализации состава кишечной микрофлоры  
и улучшению обменных процессов у птицы, повышают сохран-
ность молодняка. Заселяя желудочно-кишечный тракт и при-
крепляясь к эпителиальным клеткам, пробиотические микроор-
ганизмы активно участвуют в синтезе биологически активных 
веществ (витаминов, аминокислот, ферментов), в обмене проте-
инов, жиров, углеводов, нейтрализации токсинов, регуляции ра-
боты кишечника, стимуляции иммунитета макроорганизма и др. 
Принцип лечения и профилактики сальмонеллезной инфекции  
с применением пробиотиков основан на опережающем заселении 
желудочно-кишечного тракта нормальной микрофлорой: молоч-
нокислыми, бифидо-, пропионовокислыми и другими бактерия-
ми, которые могут препятствовать росту и размножению пато-
генных и условно-патогенных микроорганизмов. На сегодняш-
ний день пробиотикотерапия является обязательным условием 
поддержания нормального биоценоза кишечника птицы, находя-
щейся в замкнутом пространстве перенасыщенных популяций 
птицекомплексов. Основные преимущества пробиотиков – их 
безвредность, возможность применения в любом возрасте и на 
любом виде птицы [1–3]. Помимо биоконтроля за развитием па-
тогенов в кишечном тракте отмечены и другие положительные 
эффекты пробиотических культур, среди них – улучшение кон-
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версии корма с последующей стимуляцией роста, что позволяет 
увеличить экономическую эффективность выращивания живот-
ных. Вместе с тем актуальной задачей является поиск новых штам-
мов со специфической активностью для включения в состав 
бактериальных композиций. Особый интерес представляют штам- 
мы молочнокислых бактерий, отобранные по признаку антаго-
нистической активности по отношению к циркулирующим в хо-
зяйствах патогенным штаммам сальмонелл, а также обладаю-
щие ферментами, способными осуществлять гидролиз сложных 
полисахаридов кормов.

В работе использованы штаммы молочнокислых бактерий, 
выделенные из растительного сырья и молочных сред. Анта- 
гонистическую активность изолятов бактерий по отношению  
к тест-штамму Salmonella typhimurium исследовали общеприня-
тыми методами при культивировании их в жидких (метод пре-
дельных разведений) и агаризованых (метод лунок) питательных 
средах. Активность ферментов оценивали колориметрически по 
количеству освободившегося о-нитрофенола из о-нитрофенил- 
β-D-галактопиранозида (β-галактозидаза), 4-нитрофенил-α-D-гала- 
ктопиранозида (α-галактозидазы) и 2-нитрофенил-β-D-глюкопи-
ранозида (β-глюкозидаза).

Исследована антагонистическая активность молочнокислых 
бактерий по отношению к тест-штамму S. typhimurium, отобраны 
культуры, относящиеся к видам Lactococcus lactis, Lactobacillus 
paraplantarum, L. paracasei, Enterococcus faecalis, обладающие на- 
иболее выраженной антимикробной активностью. Показано, что 
в условиях in vitro в жидких питательных средах рост тест-куль-
туры подавляется на 50–80%. Отобранные молочнокислые  
бактерии проявляют также гликозил-гидролазные активности  
(см. таблицу).

В результате исследования отобраны штаммы молочнокис-
лых бактерий, выделенные из природных источников, характе-
ризующиеся выраженной антагонистической активностью по 
отношению к тест-штамму S. typhimurium, проявляющие актив-
ность β-, α-галактозидаз, глюкозидазы, что позволит повысить 
эффективность комплексных пробиотических препаратов.



262

Активность гликозил-гидролаз штаммов молочнокислых бактерий, 
отобранных по уровню антагонистической активности

Штамм β-Галактозидаза β-Глюкозидаза α-Галактозидаза

Lactobacillus paracasei 70,0 103,0
Lactococcus lactis – – –
Lactobacillus paraplantarum 61,7 133,3 93,3
Enterococcus sp. 35 – 160,0 –
Enterococcus sp. 39 120,0
Enterococcus sp. 27 153,3
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В настоящее время ведущими фармацевтическими компани-
ями активно разрабатываются новые противогрибковые препа-
раты. Во многом это связано с ростом уровня заболеваемости 
грибковыми инфекциями, обусловленным расширением объемов 
антибактериальной терапии, постоянным увеличением спектра 
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активности патогенных грибов, распространением иммунодефи-
цитных заболеваний и повышением устойчивости грибов к при-
меняемым в медицине лекарственным средствам. В связи с тем, 
что спрос на противогрибковые препараты постоянно растет  
и назрела необходимость в насыщении рынка доступными оте-
чественными лекарственными средствами, на базе Института 
микробиологии и вирусологии КН МОН РК создана производ-
ственная линия для наработки нового противогрибкового пре-
парата «Розеофунгин-АС, мазь 2%».

Основой препарата «Розеофунгин-АС, мазь 2%» является но-
вый полиеновый антибиотик розеофунгин, обладающий высокой 
активностью в отношении многих возбудителей грибковых ин-
фекций – дрожжеподобных грибов, плесневых грибов и дермато-
фитов. Преимущества данного препарата: высокая эффективность 
в излечивании от грибковых поражений различной локализации, 
широкий спектр противогрибковой активности и отсутствие  
к нему устойчивости у возбудителей грибковых инфекций.

Модификация состава питательной среды и использование 
нового штамма-продуцента AS-20.14 позволили обеспечить уве-
личение накопления биомассы на 46,2% по сравнению с приме-
нением штамма-предшественника Streptomyces roseoflavus var. 
roseofungini 1-68. Выход конечного продукта – порошка анти-
биотика розеофунгина – увеличивается на 42,9%. При этом ве-
личина противогрибковой активности антибиотика не меняется; 
а время ферментации антибиотика сокращается с 96 до 72 ч, что 
важно для производственного процесса.

Получение посевного материала проводят в три этапа: выра-
щивание спорового посевного материала в пробирках; выращи-
вание посевного материала в колбах; выращивание посевного 
материала в инокуляторе. Цель этой работы состоит в следую-
щем: нарастить биомассу посевного материала и получить по-
севной материал высокого качества, чтобы обеспечить макси-
мальный синтез целевого продукта. Процесс выращивания по-
севного материала в пробирках длится 120  ч при температуре 
28 ± 1 °С, в колбах – 48 ч при температуре 28 ± 1 °С, в инокуля-
торе – 48 ч при температуре 28 ± 1 °С.
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Биосинтез розеофунгина в ферментере проходит при опреде-
ленных значениях температуры, рН, аэрации, перемешивании. 
Процесс осуществляется путем глубинного культивирования 
продуцента на питательной среде. В случае пенообразования 
подается стерильный пеногаситель – растительное (кукурузное) 
масло. Процесс длится 72–96 ч при температуре 28 ± 1 °С с по-
стоянным перемешиванием и аэрацией.

В результате проведенных исследований разработана техно-
логия процесса биосинтеза нового противогрибкового полиено-
вого антибиотика розеофунгина, подготовлена технологическая 
документация на производство лекарственной субстанции.

БАКТЕРИОЦИНПРОДУЦИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ 
КОНСОРЦИУМА МОЛОЧНОКИСЛЫХ БАКТЕРИЙ  

РОДА LACTOBACILLUS

Сармурзина З. С., Закарья К. Д., Доспаева Р. Т.,  
Есркенова А. Б., Абжалелов А. Б.

Республиканская коллекция микроорганизмов КН МОН РК,  
Астана, Казахстан, sarmurzina@list.ru

Лактобациллы обладают рядом важнейших свойств, поло-
жительно влияющих на поддержание микробного гомеостаза  
и активацию иммунитета. Прежде всего, обладая антибактери-
альной активностью, которая связана с выработкой ими в про-
цессе сбраживания углеводов молочной кислоты, спирта, лизо-
цима, реутерина, плантарицина, лактоцидина и лактолина; предо-
храняют слизистую оболочку кишечника от возможного внедрения 
патогенных микробов [1, 2].

При составлении консорциумов бактериальных культур в пер- 
вую очередь их проверяют на отсутствие секреции антибиоти-
ческих веществ по отношению друг к другу. Примененный нами 
метод перпендикулярных штрихов [3] показал, что культуры Lac- 
tobacillus casei 3 B-RKM 0008, L.  plantarum 8RA-3 pl+ B-RKM 
0015 и L. sakei 24a B-RKM 0559 при совместном росте не пода-
вляют друг друга.
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Спектр бактериоцинпродуцирующей активности был опре-
делен в отношении Escherichia coli АТСС 25922 В-RКМ 0447, 
Staphylococcus aureus 209Р В-RКМ 0057, Candida albicans АТСС 
885-653 Y-RКМ 0475, Serratia marcescens 221F В-RКМ 0059 [4].

Выявлено, что активность бактериоцинов, синтезируемых мо- 
нокультурами, в отношении индикаторных культур была ниже, 
чем консорциум культур. Диаметр зон ингибирования консорци-
ума была более высокой по отношении к штамму Ser. marcescens 
(см. таблицу).

Бактериоцинпродуцирующая активность исследуемых культур  
молочнокислых бактерий

Обозначение штамма
Зоны угнетения роста индикаторных культур (мм)

E. coli S. aureus C. albicans Ser. marcescens

Консорциум 8,0 ± 0,58 9,0 ± 0,58 7,2 ± 0,17 7,2 ± 0,17
L. plantarum 8RA-3 pl+B-RKM 0015 6,0 ± 1,0 6,0 ± 1,0 7,0 ± 0,58 7,0 ± 0,41
L. casei 3 B-RKM 0008 6,0 ± 0,13 6,0 ± 0,58 7,3 ± 0,33 6,0 ± 0,58
L. sakei 24а B-RKM 0559 8,0 ± 0,58 9,0 ± 0,58 6,0 ± 0,41 6,0 ± 1,0

Проведенные исследования показали, что консорциум на ос-
нове L. casei 3 B-RKM 0008, L. plantarum 8RA-3 pl+ B-RKM 0015 
и L. sakei 24a B-RKM 0559 обладал высокой бактериоцинпроду-
цирующей активностью по отношению к грамотрицательным, 
грамположительным бактериям и дрожжам.

Таким образом, в результате проведенных экспериментов было 
доказано, что полученная устойчивая ассоциация трех культур 
L.  casei 3 B-RKM 0008, L.  plantarum 8RA-3 pl+ B-RKM 0015  
и L. sakei 24a B-RKM 0559 является симбиотической и представ-
ляет собой новый консорциум штаммов, перспективный в каче-
стве основы комбинированного биопрепарата на основе молоч-
нокислых бактерий и растительных экстрактов для подавления 
условно-патогенной микрофлоры.
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ВЛИЯНИЕ ПЕРМЕАТА КУЛЬТУРАЛЬНОЙ ЖИДКОСТИ 
МИЦЕЛИАЛЬНОГО ГРИБА НА ОБРАЗОВАНИЕ  
ЖЕЛЕЗОСОДЕРЖАЩЕГО НАНОКОМПОЗИТА

Семашко Т. В.1, Петкевич А. В.2, Еремин А. Н.2

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

2Институт химии новых материалов НАН Беларуси, Минск, Беларусь,  
yan47@mail.ru

Наночастицы (НЧ) железа широко используются во многих 
сферах деятельности человека. Способность НЧ железа проникать 
в клетки или ядра живых организмов обуславливает возмож-
ность их применения в медицине для молекулярной диагности-
ки и идентификации биомаркеров человека, позволяет усовер-
шенствовать процессы лечения больных, обеспечивая прицель-
ную доставку лекарственных препаратов к пораженным тканям 
[1. 2]. В настоящее время повышенное внимание исследователей 
уделяется усовершенствованию методов синтеза НЧ железа. Для 
получения нуль-валентного железа особый интерес представля-
ют подходы «зеленой химии» с использованием экстрактов при-
родного происхождения. Например, растительные полифенолы 
могут выступать как восстанавливающие агенты солей метал-
лов, так и стабилизаторы НЧ. Считается, что сначала полифено-
лы экстракта связываются с Fe (III), а затем происходит восста-
новление Fe (III) и модификация поверхности образовавшихся 
НЧ железа окисленными полифенолами [3].
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Цель работы – изучение влияния пермеата культуральной 
жидкости (ПКЖ) мицелиального гриба Penicillium adametzii на 
процесс получения железосодержащего нанокомпозита.

Пермеат получали методом ультрафитрации, как отход, об-
разуемый в процессе концентрирования культуральной жидко-
сти P. adametzii (данный гриб является продуцентом внеклеточ-
ной глюкозооксидазы). В ПКЖ (рН 3,5) обнаруживались реду-
цирующие вещества, в основном глюкоза, и низкомолекулярные 
соединения (например, полифенолы), синтезированные грибом, 
и наблюдалось отсутствие высокомолекулярных белков, в том 
числе глюкозооксидазы. Для получения железосодержащего на-
нокомпозита (ПВП-Fe-ПЭИ) использовали полиэтиленимин (ПЭИ) 
и поливинилпирролидон (ПВП). 

Анализ влияния ПКЖ на процесс формирования железосо- 
держащего композита показал, что ПКЖ проявляет себя как 
эффективный диспергатор ПВП-Fe-ПЭИ, но его использование 
не ингибировало коррозию железа, поскольку происходило раз- 
рушение агломератов композита, в которые доступ окислителей 
затруднен. При внесении ПКЖ в реакционную смесь, содержа- 
щую основные компоненты (ПВП, ПЭИ, FeCl3×6Н2О) для обра- 
зования ПВП-Fe-ПЭИ, НЧ железа не образовывались. По-види- 
мому, компоненты ПКЖ формировали комплексы с Fe3+, мешая 
его восстановлению до Fe0. Таким образом, при добавлении ПКЖ 
в золь ПВП-Fe-ПЭИ или реакционную смесь необходимо: в пер-
вом случае учитывать высокую активность этой добавки как 
диспергатора, а во втором – слабую эффективность ПКЖ как 
восстановителя.

В дальнейшем было проверено влияние ПКЖ на процесс 
восстановления Fe3+ в реакции с NaBH4. Установлено, что без 
ПКЖ для синтеза НЧ железа необходимо использовать 35 ммоль 
NaBH4 на 10 ммоль FeCl3×6Н2О (соотношение 3,5:1). Стабилизато-
рами образуемых НЧ являлись борная кислота – продукт реак-
ции NaBH4 и FeCl3×6Н2О, а также ее аминоборатные комплексы.

Проверка влияния различных разведений ПКЖ на образо- 
вание композита в реакционной смеси (ПВП, ПЭИ, FeCl3×6Н2О, 
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NaBH4) показала, что в присутствии ПКЖ, разведенного 1,3–7,5 раза, 
композит (ПВП-Fe-ПЭИ) ПКЖ не образуется.

ПКЖ необходимо использовать в 30-кратном разведении.  
В этом случае золь (ПВП-Fe-ПЭИ) ПКЖ, сформированный в сре-
де 35  ммоль NaBН4, является полидисперсным, так как в нем  
в зависимости от разведения обнаруживается до трех фракций 
частиц, отличающихся максимальным рассеянием света. Степень 
полидисперсности золя уменьшается при использовании боль-
шей концентрации NaBH4. Компоненты ПКЖ существенно бо-
лее эффективные диспергирующие и стабилизирующие агенты, 
чем продукты превращения NaBH4. При увеличении концентра-
ции используемого NaBH4 до 60  ммоль экстинкция композита 
(ПВП-Fe-ПЭИ)ПКЖ также увеличивается. Использование боль- 
ших концентраций восстановителя приводи к уменьшению экс-
тинкции, что свидетельствует о снижении выхода композита 
(ПВП-Fe-ПЭИ)ПКЖ.

Таким образом, компоненты ПКЖ формируют комплексы  
с Fe3+, препятствуя восстановлению железа. ПКЖ разрушает агло- 
мераты железосодержащего композита и действует как диспер-
гирующий агент. Наибольший выход композита ПВП-Fe-ПЭИ 
обеспечивается использованием ПКЖ в 30-кратном разведении, 
при дополнительном введении в реакционную смесь NaBH4  
в соотношении 6 NaBH4 /1 FeCl3×6Н2О.
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АКТИВНОСТЬ ПРЕПАРАТОВ БАКТЕРИОФАГОВ  
И КОМБИНАЦИЙ АНТИБИОТИКОВ  
В ОТНОШЕНИИ ЭКСТРЕМАЛЬНО- 

АНТИБИОТИКОУСТОЙЧИВЫХ ШТАММОВ 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Тапальский Д. В.

Гомельский государственный медицинский университет,  
Гомель, Беларусь, tapalskiy@gsmu.by

Широкое распространение в госпитальной среде клональ
ного комплекса 235 (CC235) Pseudomonas aeruginosa сопрово
ждается увеличением устойчивости бактериальной популяции 
практически ко всем антибактериальным препаратам [1]. Ведется 
поиск альтернативных стратегий этиотропной терапии, способных 
оказывать эффективное воздействие на экстремально-антибиоти- 
корезистентные и панрезистентные штаммы P. aeruginosa. Среди 
них использование комбинаций антибиотиков и фаготерапия.

Цель исследования – поиск бактериофагов и комбинаций 
антибиотиков, эффективных in vitro в отношении устойчивых  
к большинству антибиотиков изолятов P. aeruginosa.

В исследование включены 53 экстремально-антибиотикоустой
чивых (чувствительных только к полимиксинам) клинических 
изолята P. aeruginosa CC235; 37 из них выделены в Республике Бе-
ларусь, 16 – в Российской Федерации (коллекция НИИ антими-
кробной терапии, г. Смоленск). Устойчивость к карбапенемам у всех 
отобранных в исследование изолятов была обусловлена продук- 
цией металло-бета-лактамаз VIM или IMP-типов. Определение 
активности препаратов бактериофагов проводилось капельным 
методом (спот-тест). Тестировали препараты производства НПО 
«Микроген»: «Бактериофаг синегнойный» (г. Пермь), «Бактериофаг 
синегнойный» (г. Н. Новгород), «Секстафаг» (г. Пермь), «Пиобак- 
териофаг поливалентный очищенный» (г. Уфа); а также синегной- 
ного бактериофага P-33, выделенного из речной воды. Микробио-
логическая эффективность комбинаций антибиотиков определена 
модифицированным методом Е-тестов (кросс-тест) для 8 изолятов 
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P. aeruginosa. Рассчитывали фракционные подавляющие концен-
трации (ФПК) для каждого из препаратов в комбинации [2]. При 
ΣФПК ≤ 0,5 эффект комбинации антибиотиков оценивался как си-
нергидный, при 0,5 < ΣФПК ≤ 1 – как аддитивный, при 1 < ΣФПК 
≤ 4 – как нейтральный.

Достаточный уровень литической активности («3+» или «4+») 
препаратов «Бактериофаг синегнойный» и «Секстафаг» (г. Пермь) 
определен для 32,1% и 30,2% изолятов синегнойной палочки. 
Другие препараты лизировали не более 20% включенных в иссле- 
дование изолятов. В большинстве случаев даже при наличии 
литической активности отмечалось развитие вторичной устойчи- 
вости изолятов P. aeruginosa к бактериофагам в ходе эксперимента 
(наличие отдельных микроколоний вторично-резистентных 
мутантов в зоне стерильного пятна). Бактериофаг P-33 лизировал 
с интенсивностью не менее «3+» 31 изолят (58,5%) P. aeruginosa. 
Однако принадлежность фага P-33 к группе phiKZ-подобных фагов 
семейства Myoviridae не позволяет рекомендовать его для включе- 
ния в состав препаратов для фаготерапии в связи с наличием 
псевдолизогенизирующей активности у phiKZ- бактериофагов [3].

Для комбинаций антибиотиков с включением колистина (коли- 
стин + азтреонам, колистин + цефтазидим, колистин + амикацин, 
колистин + меропенем, колистин + левофлоксацин) отмечен ней- 
тральный эффект (ΣФПК от 1,18 до 2,0). Комбинация азтреонам + 
амикацин проявила аддитивный эффект у двух изолятов P. aeru- 
ginosa (ΣФПК 0,875 и 1,0), комбинация цефтазидим + амикацин 
была аддитивной для трех изолятов (ΣФПК 0,56; 0,875; 1,0), для 
остальных изолятов эффект данных комбинаций нейтральный. 
Комбинация меропенем + амикацин была аддитивной только 
для одного изолята (ΣФПК 0,875). Для остальных комбинаций анти- 
биотиков выявлен нейтральный эффект. Не обнаружено комбинаций 
антибиотиков с синергидным эффектом и эффектом антагонизма.

Показана низкая активность коммерчески доступных препа- 
ратов бактериофагов в отношении экстремально-антибиотико- 
резистентных изолятов P.  aeruginosa, что может быть связано  
с быстрым клональным распространением P. aeruginosa CC235 
и отсутствием в производственных коллекциях предприятий  
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актуальных бактериофагов, эффективных в отношении CC235. Еще 
одной причиной неэффективности может служить выявленная  
в эксперименте высокая частота формирования у P. aeruginosa 
СС235 вторичной резистентности к препаратам для фаготерапии.

Все протестированные комбинации антибиотиков с включе- 
нием колистина не проявляли синергидного эффекта. Обнару- 
жены комбинации с аддитивным эффектом на основе амикацина, 
однако потенциал для клинического использования таких ком- 
бинаций представляется сомнительным в связи с высокими зна- 
чениями минимальных подавляющих концентраций входящих 
в комбинации препаратов.
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В существующей литературе отмечено, что микробиоценоз 
кишечника значительно реагирует на состав пищевых рационов 
[1, 2]. Цель настоящей работы – выявление целесообразности ис-
пользования пищевых рационов для целенаправленного поддер-
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жания естественного микробиоценоза кишечника в качестве 
биотехнологического подхода.

Достижение такой цели стало возможным в опытах на лабо-
раторных животных (крысы линии Вистар), разделенных на  
4 подопытные группы. Первая группа (I) служила в качестве кон-
троля, а вторая (II), третья (III) и четвертая IV были опытными 
и получали соответственно рационы с № 1–4. Пищевые рацио-
ны подвергавшихся испытанию сбалансированы по основным 
компонентам – белкам, жирам и углеводам. Их характеристика 
приведена в табл. 1.

Таблица 1. Количественная характеристика испытанных  
пищевых рационов

Основные  
компоненты

Соотношение основных компонентов, %

Пищевые рационы

1 2 3 4

Белки 8 11 12 14
Жиры 35 29 27 25
Углеводы 57 60 61 61

Оценку осуществляли по степени воздействия изучаемых 
рационов на количественные показатели микроорганизмов об-
лигатных и факультативных родов (Bifidobacterium, Lactobacil- 
lus, Escherichia и Enterococcus) (табл. 2). 

Анализ полученных результатов показал, что пищевые ра-
ционы оказывали благоприятное воздействие на изученных пред-
ставителей микрофлоры кишечника. Это подтверждается срав-
нительными данными, полученными в начале и в конце опытов. 
При этом установленные различия у всех групп были положи-
тельными, но с разным количественным уровнем. Следует от-
метить, что рацион, испытанный в контрольной группе (I), ока-
зал отрицательное воздействие на процесс размножения опреде-
ляемых микробных представителей, снижая его скорость. В то 
же время выявлено положительное действие пищевых рационов, 
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исследованных в группах II, III и IV. Это подтверждено числен-
ностью бактерий облигатных родов (Bifidobacterium и Lac- 
tobacillus), которая была выше, но значительнее в группе III, ког-
да их количественный уровень вырос соответственно на 17,07  
и 17,78%, относительно к началу опыта, и на 10,93 и 20,16% – по 
сравнению с контролем.

Таблица 2. Количественные показатели изучаемых микробных 
 представителей микробиоценоза кишечника

Группа  
животных

Род  
микроор- 
ганизмов

Количество микробных клеток в 1 г 
содержимого кишечника, десятичные 

логарифмы (log), в зависимости  
от времени определения

Различия, %

начало опыта конец опыта по сравнению  
с началом опыта

по сравнению  
с контролем

I B
L
Es
En

8,41 ± 0,54
7,17 ± 0,42
5,53 ± 0,30
5,11 ± 0,36

8,96 ± 0,56
7,44 ± 0,53
8,39 ± 0,50
8,65 ± 0,42

+ 6,53
+ 3,76
+51,71
+69,27

II B
L
Es
En

8,36 ± 0,30
7,69 ± 0,41
5,86 ± 0,41
5,50 ± 0,39

9,58 ± 0,48
8,66 ± 0,45
6,79 ± 0,34
6,58 ± 0,48

+14,59
+12,61
+15,87
+19,63

+ 6,91
+16,31
–19,07
–23,93

III B
L
Es
En

8,49 ± 0,41
7,59 ± 0,48
5,94 ± 0,45
5,67 ± 0,41

9,94 ± 0,30
8,94 ± 0,45
5,53 ± 0,45
6,63 ± 0,39

+17,07
+17,78
–6,90
+16,93

+10,93
+20,16
–34,08
–23,35

IV B
L
Es
En

8,39 ± 0,28
7,38 ± 0,41
5,34 ± 0,15
5,23 ± 0,22

9,43 ± 0,42
8,41 ± 0,36
5,50 ± 0,34
6,17 ± 0,41

+12,39
+13,95
+2,99
+17,97

+5,24
+13,03
–34,44
–28,67

П р и м е ч а н и е. Роды микроорганизмов: B – Bifidobacterium; L – Lacto-
bacillus; Es – Escherichia; En – Enterococcus.

На основании полученных результатов установлена целесоо-
бразность использования пищевых рационов с пребиотически-
ми свойствами в качестве биотехнологического подхода для це-
ленаправленного поддержания естественного микробиоценоза 
кишечника на оптимальном уровне.
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Глутатион-S-трансферазы (GST) – группа мультифункцио-
нальных димерных белков, которые действуют как связываю-
щие белки или ферменты в ходе осуществления многих процессов 
биотрансформации. В настоящее время GST находятся в центре 
внимания исследователей при характеристике лекарственно- 
устойчивых клеток опухоли – полагают, что они участвуют  
в развитии лекарственной устойчивости с помощью прямого де-
токсифицирующего действия, а также как ингибитор MAP (ми-
тогенактивированные белки) киназного пути [1].

Определение экспрессии генов GSTT1, GSTM1, GSTP1 вы-
полнено в образцах из парафинфиксированных срезов опухоле-
вой ткани 37 пациенток с отечно-инфильтративной формой рака 
молочной железы (РМЖ), у которых проводилась химиотерапия 
с включением антрациклинов на 1-м этапе специального лечения, 
а также 74 пациенток с IV стадией РМЖ, у которых проводилась 
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цитостатическая терапия с включением антрациклинов как часть 
специального лечения.

Количественное определение экспрессии генов семейства GST 
производили путем определения количества их мРНК с исполь-
зованием метода обратно-транскрипционной ПЦР (ОТ-ПЦР)  
и ПЦР в режиме реального времени на основе специально подо-
бранных оригинальных пар праймеров, зондов для каждого гена 
и программ амплификации. Выделение мРНК из парафин-фик-
сированных срезов образцов опухолевой ткани пациентов про-
изводилось с использованием набора реагентов «RecoverAll Total 
Nucleic acid isolation kit» («Ambion», США); обратную транс-
крипцию – с использованием набора «SuperScript III reverse 
transcriptase», дНТФ и «Ribonuclease inhibitor» («Invitrogen», США) 
согласно инструкций производителей. Для количественного вы-
ражения экспрессии исследуемых генов семейства GST прово-
дили расчет уровня нормализованной экспрессии таргетного 
гена в процентном выражении по отношению к референсному 
«гену домашнего хозяйства» HGUS [2].

В связи с высоким процентом отсутствия экспрессии гена 
GSTM1 (63,3%) у пациенток с отечно-инфильтративным и первич-
но-диссеминированным РМЖ при статистической обработке 
данный ген рассматривали как номинальный (оценивали абсо-
лютное и относительное количество пациентов с наличием /от-
сутствием экспрессии данных генов).

На основании данных, полученных при исследовании мате-
риала пациенток, страдающих первично-диссеминированным 
РМЖ, проведен многофакторный анализ ассоциации экспрес-
сии генов GST и выживаемости без прогрессирования заболевания 
у пациенток, страдающих первично-диссеминированным РМЖ. 
Установлено, что длительность до прогрессирования заболева-
ния у пациенток с первично-диссеминированным РМЖ, полу-
чавших цитостатическую терапию с включением антрациклинов, 
ассоциирована с отсутствием экспрессии гена GSTM1 (ОР (95% 
ДИ ОР) = 1,8 (1,1–3,1), В = 0,698, p = 0,024), а также со степенью 
вовлечения в метастатический процесс регионарных лимфати-
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ческих узлов (cN2–3 против cN0–1) (ОР (95% ДИ ОР) = 2,0 (1,2–3,4), 
В = 0,610, p = 0,010).

Выявлены статистически значимые различия в выживаемо-
сти без прогрессирования заболевания в группах риска раннего/
позднего прогрессирования (ОР 2,44 (95% ДИ 1,40–4,24), p = 0,002). 
Медиана длительности до прогрессирования заболевания у па-
циенток с первично-диссеминированным РМЖ, получавших 
цитостатическую терапию с включением антрациклинов, в груп- 
пе риска позднего прогрессирования составила 10 мес. (95%  
ДИ 7–20 мес.), тогда как в группе пациенток риска раннего про-
грессирования – 5 мес. (95% ДИ 3–8 мес.).

В ходе исследования получены данные о связи между отсут-
ствием экспрессии гена GSTM1 и выживаемостью без прогрес-
сирования заболевания, а также риском прогрессирования при 
проведении полихимиотерапии (ПХТ) с включением антра-
циклинов у пациенток с III или IV стадией РМЖ. Вероятность 
прогрессирования (отсутствие контроля над опухолью) при про-
ведении ПХТ с включением антрациклинов у пациенток с отеч-
но-инфильтративным и первично-диссеминированным РМЖ 
ассоциирована с отсутствием экспрессии гена GSTM1 (ОШ 3,8 
(95% ДИ 1,2–13,1), p = 0,026), экспрессией гена GSTT1 менее 25% 
(ОШ 5,4 (95% ДИ 1,6–22,9), p = 0,012 степенью распространения 
опухолевого процесса (M1) (ОШ 17,4 (95% ДИ 4,0–124,1), p < 0,001). 
Чувствительность модели: 0,92 (95% ДИ 0,81–1,00), специфич-
ность 0,58 (95% ДИ 0,46–0,69), эффективность 0,67 (0,57–0,76).
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Главной причиной формирования госпитальных штаммов 
микроорганизмов является широкое и не всегда рациональное 
применение антибиотиков, а распространение и персистенция 
данных штаммов происходят вследствие недостаточно эффек-
тивных мер инфекционного контроля. При этом пациент, попадая 
в стационар и подвергаясь различным медицинским процедурам, 
неизбежно колонизируется госпитальными микроорганизмами, 
которые при неблагоприятном стечении обстоятельств вызывают 
развитие инфекционных осложнений. В ряде случаев больные 
на этапе госпитализации уже являются носителями резистент-
ной микрофлоры, что связано с пребыванием в других стацио-
нарах, недавним приемом антибиотиков и др. [1]

Исследования проводились у детей первого года жизни с вро- 
жденными пороками сердца, прооперированных в Научно-прак-
тическом медицинском центре детской кардиологии и кардиохи-
рургии в 2015–2016 гг.

За анализируемый период выделено 612 штаммов грамотри-
цательных микроорганизмов, из них неферментирующих 309 
(50,5%) и Enterobacteriacae spp. 303 (49,5%). Среди неферменти-
рующих штаммов преобладали Acinetobacter baumannii (22,5%), 
Pseudomonas aeruginosa (11,4%). Среди Enterobacteriacae spp. – 
Klebsiella pneumoniae (27,1%), Escherichia coli (6,9%).

Обладая широким набором механизмов устойчивости к ан-
тибиотикам, а также потенциалом быстрого развития и гори-
зонтальной передачи резистентности на фоне антимикробной 
терапии с селекцией и широким распространением устойчи-
вых штаммов, грамотрицательные микроорганизмы прочно за-
няли лидирующие позиции из числа внутрибольничных пато-
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генов. В настоящее время среди энтеробактерий наблюдается 
распространение штаммов, продуцирующих бета-лактамазы 
расширенного спектра. Данные ферменты легко разрушают боль- 
шинство применяемых на практике бета-лактамных антибио-
тиков; доказанной клинической эффективностью при этом об-
ладают лишь карбапенемы [2, 3]. Такая ситуация сложилась во 
многом благодаря излишне широкому использованию сравни-
тельно недорогих и доступных цефалоспоринов III поколения, 
являющихся селективным фактором и индуктором продукции 
бета-лактамаз расширенного спектра у грамотрицательных мик- 
роорганизмов. Среди новых проблем – появление штаммов  
энтеробактерий, экспрессирующих карбапенемазы. Также отме-
чается тревожная тенденция увеличения частоты случаев разви-
тия инфекций, связанных с полирезистентными неферменти-
рующими возбудителями, которые характеризуются непред-
сказуемым профилем антибиотикорезистентности, что обуслав- 
ливает значительное повышение риска назначения неадекватной 
схемы лечения.

Таким образом, высокая частота выделения резистентных 
штаммов бактерий при госпитальных инфекциях значительно 
затрудняет эмпирический выбор антибиотиков, что приводит  
к возрастанию риска назначения неадекватной стартовой анти-
биотикотерапии. Этот риск максимален в случае инфекций, вы-
званных грамотрицательными микроорганизмами, особенно си-
негнойной палочкой и другими неферментирующими бактериями. 
Поэтому для обеспечения объективного подхода при назначе-
нии антибиотиков пациентам с госпитальными инфекциями не-
обходимо учитывать данные локального микробиологического 
мониторинга.
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ВЛИЯНИЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО  
ЗАГРЯЗНЕНИЯ НА КИСЛОТНОСТЬ ТРАДИЦИОННЫХ  

И АЛЬТЕРНАТИВНЫХ ВИДОВ  
АВИАЦИОННОГО ТОПЛИВА

Шкильнюк И. А., Бойченко С. В.
Национальный авиационный университет, Киев, Украина, 

i_shkilniuk@ukr.net

Эффективность и надежность топливной системы авиацион-
ной техники в значительной степени определяется качеством 
авиационного топлива. Большое количество отказов и неисправ-
ностей элементов топливной системы, двигателей и самолетов 
обусловлены качеством и чистотой топлива [1].

В контексте авиационной химмотологии, с точки зрения 
химмотологической надежности, можно выделить специфиче-
ские вопросы, характерные для эксплуатации авиационной тех-
ники. Одним из них является чистота топлива, т. е. наличие или 
отсутствие в нем механических примесей, воды, микроорганиз-
мов и других загрязнений, которые не должны присутствовать  
в топливе при отгрузке из мест производства, но которые могут 
накапливаться в процессе транспортировки, хранения, перекач-
ки и других операций [2, 3].

Сегодня постоянно происходит повышение требований к ка-
честву авиационного топлива. Еще в 2012 г. Международная ор-
ганизация гражданской авиации (ICAO) приняла директиву 
9977/489 «Руководство по поставке авиационного топлива для 
гражданской авиации», в которой основное внимание акценти-
руется на обеспечении чистоты топлива, в том числе микробио-
логическом загрязнении. Чистота топлива зависит от наличия 
механических примесей, влаги и микробиологической фазы.  
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Загрязненность микроорганизмами зависит прежде всего от 
технологического и технического уровня культуры использова-
ния топлива [4]. Микробиологическая деструкция – это пози-
тивное явление для решения проблем, связанных с защитой 
окружающей среды, и негативное явление для эксплуатации ма-
териалов и техники [5].

Сегодня известно 200 видов микроорганизмов, включая 30 ро- 
дов, которые могут использовать углеводород в качестве источ-
ника питания. Они включают бактерии, грибы и дрожжи. Ос-
новные условия развития микроорганизмов – благоприятная 
температура (20–35 °C), присутствие воды и примесей. В авиа-
ционном топливе появление и развитие микроорганизмов при-
водит к ухудшению физических, химических и эксплуатаци-
онных свойств топлива в связи с изменением углеводородного 
состава, накоплением микробной слизи и образованием осадка. 
Засорение фильтров и трубопроводов микробной массой приво-
дит к авиационным инцидентам и происшествиям [6–8].

Рост и развитие микроорганизмов не происходит при отсут-
ствии воды в топливе. Однако в реальных условиях эксплуатации 
и хранения топлива присутствия воды даже в количестве 0,01–
0,02% или ее следов при соответствующей температуре доста-
точно, чтобы началось размножение микроорганизмов.

Последствия, вызываемые микробиологическим загрязнени-
ем топлива, можно классифицировать по категориям:

– проблемы, вызываемые физическим присутствием разрас-
тающихся колоний микроорганизмов;

– проблемы, вызываемые микробиологическим метаболизмом;
– проблемы, вызываемые микробиологическими метабо- 

литами;
– проблемы, связанные со свойством микроорганизмов вы-

зывать коррозию.
Существует несколько методов определения микробио- 

логического загрязнения авиационного топлива [9]: микробио-
логические методы; центрифугирование; химические мето- 
ды; мембранные методы; индикаторный анализ; визуальный 
метод.
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В Национальном авиационном университете в Испытатель- 
ном центре «Авиатест» активно проводятся исследования био- 
компонентов как альтернативных компонентов авиационного 
топлива из биологического сырья. Вещества подвергаются раз- 
личным физико-химическим, эксплуатационным испытаниям. 
Также были проведены исследования микробиологической ста- 
бильности традиционных и альтернативных видов авиационного 
топлива. Исследуемые образцы представлены топливом для 
воздушно-реактивных двигателей марки ТС-1 и модельной сме- 
сью авиационного бензина (на базе автомобильного бензина марки 
А-95), выбранным в качестве альтернативы этилированному 
авиационному бензину (см. таблицу).

Исследованные образцы авиационного топлива

№  
образца Наименование образца

1 Топливо для воздушно-реактивных двигателей  
марки TC-1

2 BioJet 10 (TC-1 + 10% биокомпонента)
3 BioJet 20 (TC-1 + 20% биокомпонента)
4 BioJet 30 (TC-1 + 30% биокомпонента)
5 Авиационный бензин (БСАБ – базовая смесь автомобильного  

бензина марки A-95)
6 БСАБ + 5% биоэтанола
7 БСАБ + 10% биоэтанола
8 БСАБ + 15% биоэтанола
9 Биокомпонент (метиловый эфир жирных кислот  

подсолнечного масла)

Метиловый эфир жирных кислот подсолнечного масла был 
выбран в качестве модели биокомпонента для модификации со- 
става топлива для воздушно-реактивных двигателей марки ТС-1. 
В качестве биокомпонента к бензину использовался биоэтанол. 
Биостабильность образцов исследовалась визуальным методом 
и химическим методом путем определения кислотности при по- 
мощи стандартного метода согласно ГОСТ 5985. Выбор этого 
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показателя обоснован тем, что основными продуктами метабо- 
лизма микроорганизмов в топливе являются органические ки- 
слоты. Общая схема реакции выглядит следующим образом: 
R-СН2-СН3+[O] → R-СН2-СН2OH-2H → R-СН2-СНO-2H+HOH → 
R-СН2-СOOH.

Соответственно, с размножением микроорганизмов в топ- 
ливе и накоплением продуктов их метаболизма увеличивается 
значение кислотности. Об этом наглядно свидетельствуют кри-
вые на рисунке. Исследование проводили на протяжении двух 
недель. Все образцы выдерживались в одинаковых условиях при 
температуре 22–25 °С. Контроль изменения кислотности и визу-
альный осмотр проводились каждую неделю.

Образцы № 2–4 и 9 помутнели уже в течение первой неде-
ли. В образцах 1–4, 6–9 помутнение наблюдалось после 2 не-
дель, более выраженное в образцах чистого биокомпонента  
и его смесей с топливом ТС-1. В конце исследований во всех 
образцах наблюдалось появление пузырьков воды и масляни-
стой пленки. Все образцы показали увеличение кислотности, 
более всего кислотность увеличилась у биокомпонента и то-
плива ТС-1 с 30%-ным содержанием биокомпонента. Меньшее 
увеличение кислотности показали образцы бензина и его смеси 
с биоэтанолом.

Результаты исследований свидетельствуют о низкой микро-
биологической стабильности авиационного топлива. По полу-

Изменение кислотности исследуемых видов топлива
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ченным результатам можно подтвердить результаты предыду-
щих исследований, представленных множеством публикаций, 
которые указывают на более высокую микробиологическую 
стабильность бензинов. Полученные экспериментальные данные 
также указывают на повышенную способность биокомпонента – 
метилового эфира жирных кислот подсолнечного масла к ми-
кробиологической деструкции, которая вызывается теми же ми-
кроорганизмами, которые поражают и нефтяное топливо.
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МИКРОБИОТА, ДИАБЕТ 2-ГО ТИПА,  
СОЗДАНИЕ ПСИХОБИОТИКОВ  

ДЛЯ КОРРЕКЦИИ НЕЙРОДЕПРЕССИВНЫХ  
ПОСЛЕДСТВИЙ ЗАБОЛЕВАНИЯ

Юнес Р. А., Полуэктова Е. У., Даниленко В. Н.

Институт общей генетики им. Н. И. Вавилова РАН, Москва, Россия, 
romanyunes@gmail.com

Микробиота человека – это совокупность микроорганизмов, 
населяющих его тело, поверхность и глубокие слои кожи, в том 
числе железы. Наиболее значимой по количеству микроорганиз-
мов, их разнообразию и степени влияния на гомеостаз организма 
хозяина является микробиота толстого кишечника [1]. Наруше-
ние в составе микробиоты кишечника – дисбиоз – установлено  
для ряда заболеваний: воспалительных заболеваний кишечника,  
аллергии, сахарного диабета 1-го и 2-го типа, аутизма, рака, 
ожирения и т. д. [2]. По оценке Всемирной организации здраво-
охранения, встречаемость сахарного диабета среди взрослого 
населения (18 лет и старше) выросла от 4,7% в 1980 до 8,5%  
в 2014 году [3]. Среди заболеваний, сопутствующих сахарному 
диабету 2-го типа (СД 2), выделяют психические расстройства,  
в том числе депрессию, встречаемость которой в 2–3 раз выше  
у людей, имеющих данное заболевание [4]. Для лечения депрес-
сии применяют психотерапевтический и фармакологический под-
ходы. Антидепрессанты подразделяются на трициклические, се-
лективные ингибиторы обратного захвата серотонина, модуля-
торы серотонина и другие [5]. В последние годы метагеномные 
исследования показывают, что при СД 2 композиция кишечной 
микробиоты терпит изменения [6, 7]. Не исключен и вклад ми-
кробиоты в предотвращении развития неспецифического воспа-
ления, которое дает начало СД 2 [8]. Использование пробиоти-
ков для снятия и профилактики СД 2, а также сопутствующих 
ему заболеваний, таких как депрессия, широко используются. 
Также актуальным считается поиск новых штаммов-психобио-
тиков – живых микроорганизмов, которые, при употреблении  
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в адекватном количестве, способны воздействовать на ось ки-
шечник – мозг, облегчая течение таких заболеваний, как депрессия, 
синдром воспаленного кишечника, хроническая усталость [9]. 
Нами были отобраны штаммы разных видов лактобацилл и би-
фидобактерий, выделенных из кишечника здоровых людей – 
жителей центрального региона России, которые предполагается 
использовать в будущем в качестве психобиотиков. Главным 
критерием при отборе штаммов служила способность к синтезу 
гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) из ее предшественника 
глутаминовой кислоты. ГАМК – важнейший ингибиторный ней-
ромедиатор в нервной системе млекопитающих. Предполагает-
ся, что синтез ГАМК в кишечнике имеет положительное воздей-
ствие на психическое здоровье человека, хотя точный механизм 
этого влияния пока не до конца понятен [10]. Другие свойства по 
которым можно отбирать психобиотики – это антиоксидантная 
активность и способность синтезировать короткоцепочеченые 
жинрные кислоты. Изучена способность реагировать на присут-
ствие катехоламинов усилением роста; для некоторых из них 
определяли антиоксидантную активность, важнейшее свойство 
при СД 2. В результате мы отобрали штамм Lactobacillus plan- 
tarum, обладающий основными пробиотическими свойствами  
(антагонистической активностью, оптимальным уровнем адге-
зии и другими), а также вышеперечисленными свойствами. Для 
проверки терапевтического потенциала штамма предполагается 
изучить его действие на модели СД 2 – мышах линий BKS-db/db 
и B6/Ay, предрасположенных к ожирению и демонстрирующих 
депрессивно-подобное поведение.
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ДЕСТРУКЦИЯ НЕФТИ В МОРСКОЙ СРЕДЕ  
АКТИВНЫМИ АССОЦИАЦИЯМИ  

НЕФТЕОКИСЛЯЮЩИХ МИКРООРГАНИЗМОВ

Айткельдиева С. А., Файзулина Э. Р.,  
Татаркина Л. Г., Ауэзова О. Н., Спанкулова Г. А.,  

Бектемисова С. А., Саданов А. К.

РГП «Институт микробиологии и вирусологии» КН МОН РК,  
Алматы, Казахстан, ecomicrolab@gmail.com

Проблема нефтяного загрязнения Каспийского моря приобре-
ла особую остроту и злободневность в связи с крупномасштаб-
ным освоением углеводородных запасов его шельфа [1]. Так как 
на современном уровне развития нефтяной промышленности не 
представляется возможным полностью исключить его негатив-
ное воздействие на окружающую среду, очистка водных ресур-
сов от загрязнения нефтью является важной задачей биотехно-
логии окружающей среды. Успешная, экологически безопасная 
рекультивация таких загрязнений возможна при применении 
микробиологического метода с использованием активных куль-
тур нефтеокисляющих микроорганизмов [2–4].

Поставлены модельные эксперименты по деструкции нефти 
в искусственной морской воде с активными иммобилизованны-
ми на измельченном тростнике ассоциациями нефтеокисляю-
щих микроорганизмов. В колбы с искусственной морской водой, 
загрязненной 1 и 3% нефти Прикаспийского региона, вносили 
иммобилизованные на тростнике ассоциации 1 и 2. Инкубацию 
проводили в течение 2 мес. Содержание остаточной нефти опре-
деляли через 1 и 2 мес. Контролем служила нефтезагрязненная 
искусственная морская вода.

Результаты исследования показали, что через 1 мес. инкуба-
ции ассоциации 1 в искусственной морской воде с 1% нефти ее 
остаточное содержание составило 29,6%, а для ассоциации 2 при 
таких же условиях – 35,9% (см. рисунок). В контрольном вариан-
те количество составило 83,7%. Через 2 мес. в среде осталось 
14,2 и 22,8% нефти соответственно для ассоциаций 1 и 2. При 
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3%-ном загрязнении деструкция нефти протекает менее интен-
сивно. Так через 2 мес. ее остаточное количество в воде состави-
ло 31,2% (ассоциация 1) и 34,4% (ассоциация 2), тогда как в кон-
трольном варианте – 82,1% нефти.

Следует отметить, что ассоциация 1 проявила большую ак-
тивность по сравнению с ассоциацией 2. При этом для обоих 
консорциумов наибольшая скорость деструкции нефти отмеча-
лась в течение первого месяца. Затем происходило замедление 
потребления нефтяного субстрата. В течение второго месяца 
темпы утилизации нефти составили 13,1–15,4% при 1%-ном  
и 11,1–18,1% – при 3%-ном загрязнении.

Изучена выживаемость микроорганизмов, входящих в состав 
исследуемых ассоциаций через 2 мес. после постановки модель-
ного эксперимента. Результаты исследований показали, что они 
сохранили свою жизнеспособность, при этом титр клеток соста-
вил 107 клеток /мл среды.

Таким образом, результаты лабораторного модельного экспе-
римента показали, что при внесении в искусственную морскую 
воду, загрязненную нефтью, иммобилизованных на измельчен-
ном тростнике ассоциаций нефтеокисляющих микроорганизмов 
происходила значительная убыль нефти в среде. Через 2 мес. под 

Деструкции нефти в искусственной морской воде иммобилизованными 
активными ассоциациями нефтеокисляющих микроорганизмов
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воздействием ассоциации 1 было утилизировано 85,8 и 68,8% 
нефти при 1%-ном и 3%-ном загрязнении соответственно. Ассо-
циация 2 была менее активна. За этот же период убыль нефти  
в среде составила 77,2 и 65,6%. При этом для обеих ассоциаций 
титр клеток составлял 107 КОЕ/мл.

Литература

1. Бутаев, А. М. Каспий: статус, нефть, уровень / А. М. Бутаев. – Махач- 
кала, 1999. – 221 с.

2. Nuri R. M. Study of bioremediation of hydrocarbons contaminated seawater / 
R. M. Nuri, H. Z. Saad // Int. J. Res. Pharm. Biomed. Sci. – 2012. – Vol. 3, № 4. –  
P. 1436–1441.

3. Hassanshahian, M. Crude oil biodegradation in the marine environments / 
M. Hassanshahian, S. Cappello // Biodegradation – Engineering and Technology / 
ed. by R. Chamy, F. Rosenkranz. – InTech, 2013. – P. 101–135.

4. Advances in microbial bioremediation and the factors influencing the pro- 
cess / J. Srivastava [et al.] // Int. J. Environ. Sci. Technol. – 2014. – Vol. 11. – P. 1787–1800.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПЛАЗМЕННЫХ МЕТОДОВ  
ДЛЯ ОЧИСТКИ МАТЕРИАЛОВ ОТ КОНТАМИНАЦИИ 

ПЛЕСНЕВЫМИ ГРИБАМИ
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В настоящее время одни из главных направлений примене-
ния низкотемпературной неравновесной плазмы – плазменная 
медицина и биология [1]. Плазма с успехом применяется для по-
верхностной обработки материалов и декомпозиции неоргани-
ческих и органических соединений. Стерилизационный эффект 
плазмы обеспечивается сочетанным действием ультрафиолетового 
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излучения и активных частиц, генерируемых при ионизации 
газа электрическим разрядом [2]. В то же время, несмотря на 
большое количество опубликованных работ, посвященных про-
блеме плазменной инактивации микроорганизмов, вопросы плаз- 
менной очистки материалов от микроскопических грибов оста-
ются недостаточно изученными.

Цель данной работы – исследование влияния низкотемпера-
турной газоразрядной плазмы на микроскопические грибы рода 
Aspergillus, вызывающие плесневое поражение целлюлозных 
материалов.

Образцы бумаги, контаминированной грибами, обрабатыва-
ли низкотемпературной плазмой высокочастотного (ВЧ) разря-
да при частоте поля 5,28 МГц, давлении 200 Па между двумя 
параллельными электродами. Обработку плазмой сверхвысоко-
частотного (СВЧ) разряда проводили при 100 Па непосредственно 
в зоне свечения плазмы и на расстоянии 15–25 см от СВЧ разряда, 
индуцированного генератором с частотой 2,45 ГГц. В качестве 
плазмообразующего газа выступал воздух. Диэлектрический барь- 
ерный разряд возбуждался с частотой 1  кГц при атмосферном 
давлении.

Характер воздействия плазменной обработки оценивали пу-
тем подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ) на опытных об-
разцах и ростовым характеристикам тест-культур до и после 
воздействия плазмы, включая определение длительности лаг- 
фазы, скорости радиального роста, интенсивности спороноше-
ния, пигменто- и кислотообразование.

Результаты исследования показали, что кратковременное 
действие ВЧ плазмы низкого давления на мицелий A.  niger  
и A. versicolor (1–5 мин) в отличие от бактерий практически вли-
яет на жизнеспособность микромицетов, фунгицидный эффект 
наблюдается только при относительно длительной экспозиции. 
Увеличение времени воздействия на мицелий до 20 мин снизило 
количество КОЕ грибов на 2–3 порядка. Выживаемость спор 
тест-культур после длительной обработки ВЧ плазмой была выше 
по сравнению с мицелием. Анализ ростовых характеристик гриб-
ных колоний, не утративших жизнеспособность после плазменной 
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обработки, выявил снижение ростовой и пигментирующей ак-
тивности у штаммов A.  versicolor. В то же время у некоторых 
штаммов A. niger происходило увеличение скорости роста мице-
лия, интенсивности спороношения, а также усиление кислото-
образования во внешнюю среду.

Для достижения фунгицидного эффекта СВЧ плазмы по от-
ношению к микромицетам минимальное время воздействия со-
ставило 3 мин. Однако данный режим сопровождался нагревом 
образцов до 90 °С, что ограничивает его применение в целях де-
контаминации термочувствительных материалов (бумаги, кожи, 
шелка и др.).

При размещении образцов в зоне послесвечения – на рассто-
янии 15–25 см от источника СВЧ излучения – термическое воз-
действие отсутствовало, однако не проявился и антифунгальный 
эффект. Воздействие плазмы в течение 1–5 мин, не оказав замет-
ного действия на ростовую активность A.  niger и A.  versicolor, 
привело к интенсификации спорообразования, кроме того вы-
звало у A. niger стимуляцию выделения органических кислот во 
внешнюю среду.

Установлено, что наиболее эффективным нетермическим 
способом деконтаминации бумаги от грибов рода Aspergillus яв-
ляется плазма диэлектрического барьерного разряда при атмо- 
сферном давлении в режиме 30-минутной обработки при часто-
те следования импульсов 1 кГц на расстоянии 2 мм от образца 
до разрядной трубки. Данные параметры плазменного воздей-
ствия позволили осуществить физический отрыв грибных спор 
и их инактивацию.

Апробация данного метода в музейных условиях позволила 
провести очистку страниц книги XIX  в. от ксеротолерантных 
грибов (A.  versicolor, Penicillum sp.), выделенных из участков 
страниц со следами биоповреждения.

Таким образом, сравнительное изучение воздействия газо-
разрядной плазмы на грибы рода Aspergillus показало, что плаз-
менные методы могут быть использованы для санирующей об-
работки термочувствительных материалов, контаминирован-
ных плесневыми грибами.



293

Литература

1. The effect of low-temperature plasma on fungus colonization of winter 
wheat grain and seed quality / L. Kordas [et al.] // Pol. J. Environ. Stud. – 2015. – 
Vol. 24, № 1. – P. 433–438.

2. Влияние ультрафиолетового излучения и излучения плазмы импульс- 
ного искрового разряда на зародышевые структуры и мицелий микромице-
тов-деструкторов / А. А. Ичеткина [и др.] // Вестн. Нижегород. ун-та. – 2011. – 
№ 2 (2). – С. 196–201.

МЕХАНИЗМЫ БАКТЕРИАЛЬНОЙ КОНВЕРСИИ  
ФАРМПОЛЛЮТАНТОВ ГРУППЫ НЕСТЕРОИДНЫХ 

ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ СРЕДСТВ

Ившина И. Б.

Институт экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН,  
Пермь, Россия, ivshina@iegm.ru 

Пермский государственный национальный исследовательский  
университет, Пермь, Россия

На основе последних достижений обсуждаются механизмы 
разложения фармполлютантов группы нестероидных противо-
воспалительных средств (НПВС) актинобактериями, специфи-
ческие особенности взаимодействия «фармполлютант – микро-
организм», а также эффективные способы нейтрализации и вы-
ведения фармполлютантов из водных и сухопутных экосистем. 
Приводятся новые фундаментальные данные, способствующие 
углубленному пониманию процессов, происходящих с фарм-
поллютантами – «новыми ксенобиотическими загрязнителями» 
(«emerging contaminants», PhACs) в окружающей среде.

На примере диклофенака натрия, дротаверина гидрохлорида 
и парацетамола, занимающих одно из ведущих мест среди наи-
более распространенных безрецептурных НПВС и наиболее ча-
сто детектируемых в природной окружающей среде [1–3], изучена 
кинетика и механизмы процессов их метаболизации, осуществля- 
емых с участием актинобактерий. Для изыскания эффективных 
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биодеструкторов фармполлютантов использованы биоресурсы 
Региональной профилированной коллекции алканотрофных ми-
кроорганизмов (официальный акроним коллекции ИЭГМ, рее-
стровый номер Уникальной научной установки 73559, номер 768 
во Всемирном центре данных о микроорганизмах (WDCM), 
http://www.iegmcol.ru/strains), располагающей большим генофон-
дом чистых идентифицированных детально охарактеризованных 
культур почвенных и водных актинобактерий. Выбор актино-
бактерий разных родов (Dietzia, Gordonia, Rhodococcus и др.)  
в качестве основного объекта исследования обусловлен тем, что 
они выделяются среди других грамположительных бактерий 
наиболее широким спектром адаптивных возможностей, наи-
большим разнообразием деградируемых природных полимеров 
и различных ксенобиотиков, а также занимают доминирующее 
положение в биоценозах специфических местообитаний и игра-
ют ключевую роль в процессах естественного восстановления 
загрязненных экосистем. Примеры биодеградации фармполлю-
тантов с использованием актинобактерий до сих пор немного-
численны [4–8]. В связи с этим анализ возможного участия ак-
тинобактерий в биодеградации таких загрязнителей в составе 
смешанных культур и/или самостоятельных биодеструкторов 
представляет большой интерес.

С использованием уникальной комбинированной системы 
атомно-силового и конфокального лазерного сканирования ис-
следованы специфические особенности взаимодействия актино-
бактерий и антропогенных экотоксикантов; методом высокоточ-
ной респирометрии – физиология ключевых биоокислителей;  
с помощью биоинформационного анализа секвенированных пол-
ных геномов коллекционных штаммов R. erythropolis ИЭГМ 267 
и R.  ruber ИЭГМ 231 – активных биодеструкторов органичес- 
ких загрязнителей и продуцентов гликолипидных биосурфактан-
тов – функциональные гены, перспективные для биодеградации 
фармацевтических загрязнителей. Определены основные мета-
болические пути биодеградации исходных фармполлютантов  
и проведена оценка экологической безопасности продуктов их 
разложения.
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Полученные экспериментальные данные и охарактеризован-
ные штаммы-биодеструкторы могут быть востребованы для ре-
ализации в обозримом будущем инновационных технических 
решений процессов доочистки сточных вод предприятий фар-
мацевтического профиля, а также для разработки эффективных 
биотехнологических способов обезвреживания и утилизации 
опасных фармацевтических отходов.
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Глифосат – органофосфонат, основа целого ряда гербицид- 
ных препаратов. Одним из путей микробной деградации глифо- 
сата может быть так называемый С–Р лиазный путь, осуществля- 
емый мультиферментным комплексом «СР лиазой». В бакте- 
риальной клетке синтез данного комплекса кодируется phn  
опероном, состоящим из 14 генов (phnC–phnP), отвечающих за тран- 
спорт и деградацию глифосата [1]. Phn генный кластер (phnG–
phnM), кодирующий ферменты, необходимые для разрыва С–Р 
связи органофосфонатов, показал высокую структурную вари- 
абельность среди микроорганизмов [2]. Данная работа посвя- 
щена сравнительному биоинформационному анализу наличия, 
структурного состава, а также локализации участка (phnG–phnM) 
phn оперона среди геномов ризосферных бактерий E.cloacae  
(и некоторых других), аннотированных в NCBI GenBank.

Данные о бактериальных штаммах, полученные из NCBI и ATCC

Штамм Источник выделения/характеристика П. н.*

Enterobacter cloacae Hanford Вода, загрязненная ураном и хромом / 
устойчив к поллютантам 5511

Enterobacter ludwigii NCR3 Ризосфера карпобротуса / PGPR, 
устойчив к металлам 5511

Enterobacter sp. HK169 Не указан / PGPR 5059
Enterobacter asburiae L1 Листья латука 5511
Enterobacter cloacae UW5 Ризосфера редиса 5511
Enterobacter cloacae P101 Эндофит проса прутьевидного 5511
Enterobacter cloacae  
subsp. cloacae ENHKU01

Стручковый перец
5608

Enterobacter cloacae EcWSU1 Клубни лука 5511
Enterobacter cloacae subsp. 
dissolvens SDM

Почва, загрязненная  
2,3 бутандиолом 5587
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Штамм Источник выделения/характеристика П. н.*

Enterobacter cloacae  
subsp. cloacae ATCC13047Т

Спинная жидкость 5587

Enterobacter cloacae  
subsp. cloacae GS1

Ризосфера риса 5511

Escherichia coli K-12 Больные дифтерией 5615
Pseudomonas fluorescens C2 Резистентность к меди 5667
Agrobacterium radiobacter K84 Биологический контроль 5216

*Длина нуклеотидных последовательностей участков phnG–phnM.

11 геномов E. cloacae, а также геномы штаммов Escherichia 
coli K-12, Pseudomonas fluorescence C2 и Agrobacterium radio-
bacter K84 получены из NCBI GenBank, и участки phnG–phnM 
последовательностей были отобраны для каждого штамма. Мно- 
жественное выравнивание последовательностей осуществляли  
в Clustal Omega. Метод максимального правдоподобия использо- 
вали для филогенетического анализа. Деревья строили с помощью 
метода ближайших соседей в программе MEGA 6.

Информация о штаммах, чьи последовательности использо- 
вали для анализа, приведена в таблице. Результат филогенети- 
ческого анализа показан на рисунке.

Филогенетический анализ phnG–phnM нуклеотидных последовательностей 
С–Р лиазы (числа рядом с узлами соответствуют поддержке бутстрепа для 1000)

Окончание таблицы
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Биоинформационный анализ участка phnG–phnM позволил 
разделить ризосферные бактерии E. cloacae на два кластера, что 
свидетельствует о варьировании структуры генов phn оперона 
даже внутри E. cloacae complex. Выявлены значительные компо- 
зиционные различия в строении участка phnG–phnM между 
представителями α-, β- и γ-протеобактерий.
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ВЫДЕЛЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ-ДЕСТРУКТОРОВ 
2,4-Д И АНАЛИЗ ПУТЕЙ ЕЕ БИОТРАНСФОРМАЦИИ

Леонтьев В. Н., Игнатовец О. С., Феськова Е.В.,  
Ахрамович Т. И.

Белорусский государственный технологический университет,  
Минск, Беларусь, leontiev@belstu.by

Одну из крупнейших групп экотоксикантов составляют про-
изводные ароматического ряда, содержащие в своей структуре 
галогены. Соединения этой группы практически постоянно при-
сутствуют в окружающей среде, так как входят в состав медицин-
ских препаратов, пестицидов, растворителей, лаков, красителей.

Усилиями ряда авторов были раскрыты некоторые механиз-
мы действия ксенобиотиков упомянутой группы на биологиче-
ские объекты [1]. Получены свидетельства того, что большинство 
из них высокотоксичны и обладают канцерогенными свойствами. 
Поэтому действие галогенсодержащих ароматических соеди- 
нений пролонгировано и имеет необратимый характер. Особо 
опасно совместное действие нескольких агентов. Например, од-
новременным воздействием молекул гербицидов 2,4-Д и других 
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ксенобиотиков объясняют крайне сложный характер первичных 
поражений организма человека и тяжесть отдаленных послед-
ствий такого воздействия. Таким образом, особенно актуальны 
исследования, направленные на выделение микроорганизмов – 
деструкторов галогенсодержащих ароматических соединений  
и изучение механизмов их деградации с целью разработки био-
технологических приемов по ремедиации объектов окружаю-
щей среды.

В ходе исследований было выделено 8 штаммов бактерий-де-
структоров 2,4-Д. Изучены культурально-морфологические и фи- 
зиолого-биохимические характеристики выделенных бактерий. 
Определена принадлежность выделенных бактерий к родам Bacil- 
lus sp. и Pseudomonas sp. Наиболее перспективным был выбран 
штамм Pseudomonas sp. Д8, который проявил способность де-
градировать 2,4-Д в периодической культуре в концентрации 
0,01 об.%. Динамику превращения 2,4-Д в периодической куль-
туре изучали с помощью метода ВЭЖХ-МС, используя пестицид 
в качестве ростового субстрата бактерий-деструкторов. В тече-
ние первых пяти суток деградация пестицида бактериями-де-
структорами шла активно и составила порядка 73%. Дальней-
шая деградация шла медленно и на 7-е сутки культивирования 
содержание 2,4-Д в среде составляло 15% от начальной концен-
трации.

Изучен возможный механизм деградации 2,4-Д ферментны-
ми системами бактерий-деструкторов, установлена структура 
основных интермедиатов с помощью метода хромато-масс-спек-
трометрии. По результатам хроматографического анализа был 
сделан вывод о присутствии в культуральной жидкости 2 про-
дуктов биодеградации 2,4-Д. Идентификацию образовавшихся 
продуктов проводили на основании масс- и электронных спек-
тров, зарегистрированных в хроматографических пиках в раз-
ные временные интервалы от начала ферментации. Полученные 
результаты позволили сделать вывод, что деградация 2,4-Д вы-
деленными бактериями-деструкторами протекает через орто- 
расщепление 2,4-дихлорфенола, при этом в качестве промежу-
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точных продуктов в культуральной жидкости обнаруживаются 
2-хлормалеилацетат и 2,4-дихлорфенол.

Полученные результаты являются основой для дальнейшей 
разработки биопрепарата, предназначенного для ремедиации при- 
родных сред, загрязненных 2,4-Д.
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НОВАЯ ТЕХНОЛОГИЯ УДАЛЕНИЯ АЗОТА  
ИЗ СТОЧНЫХ ВОД НА ОСНОВЕ  

ПРОЦЕССА АНАММОКС

Пименов Н. В.1, Марданов А. В.2, Каллистова А. Ю.1,  
Козлов М. Н.3, Равин Н. В.2, Николаев Ю. А.1, 3

1Институт микробиологии им. С. Н. Виноградского,  
ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, Россия, npimenov@mail.ru 

2Институт биоинженерии, ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, Россия 
3АО «Мосводоканал», Москва, Россия

Азот органического происхождения (основная форма – ам-
моний) является одним из основных загрязнителей сточных вод. 
Недавнее открытие микробиологического процесса анаммокс – 
аноксидного хемолитоавтотрофного окисления аммония нитри-
том с образованием газообразного азота – радикально расширило 
возможности биологической очистки сточных вод [1, 2]. Техно-
логия основана на создании в биореакторе оптимальных условий 
для одновременного прохождения двух микробиологических 
процессов: аэробного окисления части аммония в нитрит (нитри-
тации) и анаэробного окисления оставшейся части аммония ни-
тритом с образованием газообразного азота (анаммокс). На базе 
АО «Мосводоканал» – крупнейшей в России водной компании, 
обслуживающей очистные сооружения г. Москвы, проведено 
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непрерывное культивирование анаммокс-консорциума, получен-
ного из ила очистных сооружений стадий аэробной очистки сточ-
ной воды и анаэробной обработки осадка, в лабораторном (100 л) 
и пилотном биореакторах (20 м3) полного перемешивания. Суб-
стратом для роста анаммокс-бактерий являлся фильтрат обезво-
живающих центрифуг сброженного осадка, содержащий 500–
800 мг/л N-NH4. Целевые биохимические процессы (нитритация 
и анаммокс) в биореакторах осуществлялись двумя типами ак-
тивных илов – свободноплавающим флоккулированным илом  
и илом, фиксированным на стационарной листовой загрузке.  
С помощью молекулярно-биологических методов в активном 
иле на разных стадиях селекции выявлены новые анаммокс-бак-
терии Candidatus ‘Jettenia moscovienalis’ [3] и Ca. ‘Brocadia’ spp. [4]. 
Для этих бактерий разработаны новые видоспецифичные олиго-
нуклеотидные 16S рРНК зонды, успешно использованные для их 
in situ детекции в активном иле биореакторов и контроля анам- 
мокс-процесса. Эффективное удаление аммония (более 80%) про- 
исходило в интервале температур 20–37 °С, при концентрации 
кислорода 0,1–0,7 мг/л и рН 7,5–8,5. При гидравлическом времени 
пребывания в биореакторе 12–36 ч и производительности по воде 
14–30 м3/сут нагрузка по азоту достигала 0,9–1,1 кг N/(м3  сут), 
удельная объемная мощность удаления азота – 0,8–1,0 кг N/(м3 сут). 
Показана устойчивость активного ила к повышенной концен-
трации нитрита (250 мг/л) и к пониженным значениям рН (5,7).  
В пилотном биореакторе отселектирован активный ил анаммокс 
для запуска промышленного биореактора объемом более 15 000 м3. 
Технология готова к промышленному внедрению на Люберец-
ких очистных сооружениях г.  Москвы (АО «Мосводоканал»). 
Собственный технологический процесс, основанный на ориги-
нальных консорциумах бактерий анаммокс, выделенных из очи- 
стных сооружений России, будет патентно чистым и позволит 
избежать расходов, связанных с использованием дорогостоящих 
зарубежных технологий.

Работа выполнена при финансовой поддержке ФЦП 
№ 14.607.21.0018 (RFMEFI60714X0018).
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ  
ЛИГНИНОЛИТИЧЕСКИХ ГРИБОВ  

В ПРОЦЕССАХ МИКОРЕМЕДИАЦИИ

Позднякова Н. Н., Дубровская Е. В., Баландина С. А.,  
Голубев С. Н., Крючкова Е. В., Гринев В. С.,  

Сигида Е. Н., Турковская О. В.

Институт биохимии и физиологии растений и микроорганизмов РАН, 
Саратов, Россия, pozdnyakova_n@ibppm.ru

Микоремедиация – одна из форм биоремедиации – процесс 
грибной деградации или трансформации опасных органических 
соединений в менее токсичные. Этот метод может быть использо-
ван для очистки почвы, загрязненной нефтью и нефтепродукта-
ми, а также широким рядом ксенобиотиков. Ключом к успешно-
му применению микоремедиации является корректный подбор 
видов грибов, способных утилизировать специфические поллю-
танты. Перспективными кандидатами для разработки подобных 
технологий являются лигнинолитические грибы, обладающие 
способностью деградировать лигнин и широкий ряд ксенобио-
тиков не только в погруженной культуре, но также в стерильных 
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и нестерильных почвах. Особое внимание уделяется возможно-
сти их использования для биоремедиации почв, загрязненных 
соединениями недоступными или малодоступными для почвен-
ных микроорганизмов.

Для первичного скрининга коллекции базидио- и аскомице-
тов нами были использованы полициклические ароматические 
углеводороды (ПАУ) и нефть.

Обнаружено, что все изученные базидиомицеты активно де-
градировали исследуемые ПАУ, о чем свидетельствовало сни-
жение их концентрации в среде культивирования. Из трех иссле-
дованных веществ наименее доступным для всех грибов оказался 
антрацен, возможно, из-за его самой низкой растворимости.  
Деградация этого вещества варьировала от 16 до 91% для базидио- 
мицетов. Для двух аскомицетов Fusarium oxisporum и Geotrichum 
candidum антрацен оказался недоступным. Фенантрен и флуорен 
подвергались деградации и базидио- и аскомицетами. Для Pleu-
rotus ostreatus D1 их убыль достигала 100%. Установлено, что, 
несмотря на некоторые различия, деградация ПАУ происходит 
по одной схеме с образованием хиноновых метаболитов на первом 
этапе: 9,10-антрахинона в случае антрацена, 9-флуоренона – 
флуорена, фенантрен-9,10-хинона – фенантрена. Одним из наи-
более активных деструкторов оказался аскомицет Cladosporium 
herbarum, деградация всех исследованных ПАУ этим грибом 
достигала 100%. 

В результате природных процессов и хозяйственной деятель-
ности человека в окружающую среду попадают сложные смеси 
поллютантов, в том числе нефть. Для ремедиации почв, загряз-
ненных подобными смесями, широко обсуждается перспектива 
использования грибов. Обнаружено, что большинство исследо-
ванных деревообитающих базидиомицетов активно утилизиро-
вали нефть в условиях погруженного культивирования (см. ри-
сунок, а), при этом убыль составляла от 72 до 92%. Подстилоч-
ный сапротроф Stropharia rugosoannulata деградировал до 90% 
нефти. Исследованные аскомицеты также были активными де-
структорами нефти, убыль составила от 60 до 84%. Исследование 
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изменения фракционного состава нефти после деградации гри-
бом P. ostreatus D1 в этих условиях показало, что все фракции 
нефти были доступны для гриба, и их убыль составляла от 30 до 
66%. При этом наиболее активно снижалась доля парафинов  
и ароматических фракций.

Твердофазные культуры всех исследованных грибов росли 
(см. рисунок, б) и продуцировали лигнинолитические ферменты 
в нефтезагрязненной почве, но скорость и интенсивность ее ко-
лонизации были разными. Снижение общего содержания угле-
водородов варьировалось от 18 до 28% в стерильной и достигало 
64% в нестерильной почве. Все штаммы вида Pleurotus ostreatus 
были похожи по способности колонизировать почву с нефтяным 
загрязнением и деградировать этот поллютант.

На основании проведенного скрининга по совокупности де-
градативных свойств, адаптационного потенциала и продукции 
лигнинолитических ферментов, определены штаммы грибов, 
перспективные для их эффективного использования в экобио-
технологиях. Наиболее активными деструкторами оказались бази- 
диомицеты Pleurotus ostreatus MUT2977, Pleurotus ostreatus D1, 
Lenzites betulina, Trametes versicolor MUT3403, Trametes maxima 
и аскомицет Cladosporium herbarum.

Исследование выполнено за счет гранта Российского научно-
го фонда (проект № 16-14-00081).

Рост гриба Pleurotus ostreatus D1 и деградация нефти при погруженном (а)  
и твердофазном культивировании (б)
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ РАЗЛИЧНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 
ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ НА РОСТ КЛЕТОК  

ЗЕЛЕНЫХ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ

Текебаева Ж. Б.1, Абжалелов А. Б.2
1АО «Казахский университет технологии и бизнеса»,  

Астана, Казахстан 
2РГП «Республиканская коллекция микроорганизмов» КН МОН РК, 

Астана, Казахстан, ab_akhan@mail.ru

Микроводоросли – одни из наиболее чувствительных орга-
низмов к действию токсических веществ, в том числе к тяжелым 
металлам (ТМ). Такие микроэлементы, как Zn, Cu, Mn, Mo, Fe, 
Co, B, Se, Br и др., у водорослей принимают активное участие  
в большинстве жизненных процессов, выступают регуляторами 
ферментов, а также скорости и направленности метаболических 
превращений. Вместе с тем в избыточных концентрациях, они 
оказывают на водоросли токсический эффект [1].

Как правило, в загрязненных водоемах содержится не один, 
а несколько ТМ, каждый из которых влияет на аккумуляцию 
других [2].

Выбор водоемов для наших исследований был не случайным, 
так как они несомненно находятся под воздействием антропо-
генной нагрузки, а также являются важными водными объекта-
ми городов Астана и Павлодар.

Цель исследований – изучение влияния различных концен-
траций тяжелых металлов на рост клеток наиболее активных 
культур зеленых микроводорослей Parachlorella kessleri У 1 и Chlo- 
rella vulgaris И 2, выделенных из исследуемых водоемов и обла-
дающих наилучшими темпами накопления биомассы.

Ранее нами установлено, что в большинстве образцов воды 
наблюдается превышение ПДК таких металлов, как железо > 
медь > марганец > цинк (по убыванию). Поэтому в качестве иссле-
дуемых металлов были взяты соли FeSO4×7Н2О, MnCl2×4Н2О, 
CuSO4×5Н2О и ZnSO4×7Н2О, которые вносили в готовые пита-
тельные среды Тамия и 04 с культурами микроводорослей в кон-
центрациях от 0,1 до 100 мг/л в расчете на ион каждого металла.
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Указанный разброс концентраций выбран нами для выяснения 
пределов устойчивости клеток микроводорослей к ионам ТМ. 
В контрольных вариантах использовалась среда без внесения со-
лей металлов. Культивирование проводили в течение 7 сут в кол-
бах объемом 250 мл при освещении 4000 лк и температуре 28 °С.

Установлено, что на 7-е сутки культивирования обе культуры 
устойчивы к концентрации меди в среде 10 мг/л, тогда как кон-
центрация 25 мг/л является токсичной (снижение числа клеток  
в сравнении с контролем) (рис. 1, 2).

Штамм Ch. vulgaris И 2 устойчив к 10 мг/л цинка сернокис-
лого, токсичной для него является концентрация 25 мг/л, тогда 
как штамм P. kessleri У 1 устойчив к 25 мг/л, токсичной для него 
является концентрация цинка 50 мг/л. При добавлении в среду 
железа сернокислого оба штамма устойчивы к 25 мг/л, токсичной 

Рис. 1. Влияние различной концентрации ионов ТМ на рост штамма  
Ch. vulgaris И 2 в питательной среде

Рис. 2. Влияние различной концентрации ионов ТМ на рост штамма  
P. kessleri У 1 в питательной среде
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для них является концентрация 50 мг/л железа. При добавлении 
в питательную среду марганца хлористого обе культуры устой-
чивы к концентрации его в среде 10 мг/л, тогда как его концен-
трация 25 мг/л является токсичной. При добавлении в среду 50–
100 мг/л ионов металлов наблюдалось полное прекращение ро-
ста и отмирание клеток микроводорослей.

Таким образом, штаммы зеленых микроводорослей P.  kes- 
sleri У 1 и Ch. vulgaris И 2 устойчивы к высоким концентрациям 
в среде меди, цинка, железа и марганца, т. е. они обладают акку-
мулирующими свойствами по отношению к этим металлам.
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В ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ

Турковская О. В., Позднякова Н. Н., Муратова А. Ю.,  
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Полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) мож-
но обнаружить всюду. Их поступление в окружающую среду 
происходит как от природных источников, так и антропоген-
ных. При этом вторые вносят основной вклад в загрязнение воз-
духа, воды и почвы этими опасными поллютантами. ПАУ не 
производятся промышленностью, они поступают в биосферу от 
неполного сгорания органических материалов (нефтепродуктов, 
угля, дерева, табака и др.).
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Большинство ПАУ быстро фотоокисляются в атмосфере  
с образованием хинонов и карбонильных соединений, которые, 
как и исходные вещества, являются персистентными поллютан-
тами, накапливающимися в природных объектах. Ведущая роль 
в удалении ПАУ из экосистем и возвращении их в природные 
циклы принадлежит живым организмам. В настоящее время до-
казано, что в биодеградации ПАУ принимают участие как ми-
кроорганизмы (бактерии и грибы), так и растения и животные.

Проведенные нами исследования позволили получить дан-
ные, являющиеся доказательством сопряжения растительного  
и микробного метаболизмов ПАУ в ризосферной зоне растений – 
люцерны посевной (Medicago sativa L.) и сорго веничного (Sorg- 
hum bicolor L. Moench). В качестве бактерий-ассоциантов иссле-
дованы ряд ризосферных штаммов, в том числе выделенный 
нами Ensifer meliloti P221 (IBPPM 383). Показано, что биоконверсия 
фенантрена этим штаммом осуществляется с участием оксиге-
наз двумя параллельными путями с образованием бензокумари-
на и 1-гидрокси-2-нафтойной кислоты, затем – салициловой, 
либо с образованием 9,10-дигидро-9,10-дигидроксифенантрена  
и 9,10-фенантренхинона и далее – 2,2’-дифеновой кислоты.

Растительные пероксидазы, выделенные из корневых экссу-
датов люцерны и сорго, были способны подвергать окислению 
ПАУ и их производные, являющиеся микробными метаболитами: 
фенантрен, 9,10-фенантрнехинон, 1-гидрокси-2-нафтойную кисло-
ту и 1-нафтол. То есть продукты бактериальной деградации ПАУ 
могут выступать субстратами для растительных пероксидаз.

Мощным детоксикационным потенциалом в отношении ши-
роко спектра персистентных поллютантов обладают лигниноли-
тические грибы – дерево- и почвообитающие базидиомицеты, 
некоторые виды аскомицетов. Ферментативная система этих гри-
бов, катализирующая деградацию лигнина, включающая перок-
сидазы и лакказы, является внеклеточной, неспецифической и окис-
лительной. Это позволяет им, разлагая природный лигнин,  
вовлекать в метаболические пути и ПАУ, в том числе много- 
ядерные, делая их доступными для бактерий либо минерализуя 
полностью. Изученный нами целый спектр штаммов грибов  
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обнаружил различные варианты и комбинации участвующих фер-
ментов и образующихся метаболитов.

Проведенные нами исследования и литературные данные 
позволяют утверждать, что в процессы биодеградации ПАУ во- 
влечены многие природные симбиозы, ассоциации, трофические 
цепи. Изучение этих сопряженных механизмов необходимо как 
для выяснения детоксикационного потенциала экосистем, так  
и для совершенствования биотехнологий очистки и оздоровле-
ния окружающей среды.

Исследование выполнено при поддержке грантов Российского 
научного фонда (проект № 16-14-00081) и Российского фонда фун-
даментальных исследований (проекты № 13-04-02051 и 16-04-00351).

РОЛЬ АЛКАН-1-МОНООКСИГЕНАЗЫ  
В ПРОЦЕССЕ ДЕГРАДАЦИИ НЕФТИ БАКТЕРИЯМИ 

RHODOCOCCUS PYRIDINIVORANS 5АP

Чернявская М. И.1, Дитченко М. В.1,  
Валентович Л. Н.2, Титок М. А.1

1Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
titok@bsu.by 

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

Отличительной особенностью бактерий R. pyridinivorans 5Ар 
(БИМ В-986 Г) является их способность эффективно деградиро-
вать нефть при повышенной температуре (от 28 до 45 °С). Уста-
новлено, что данные микроорганизмы могут использовать в каче-
стве единственного источника энергии широкий спектр углево-
дородов различной химической природы, в том числе н-алканы 
с короткой, длинной и разветвленной цепью. Следует отметить, 
что алифатические углеводороды могут составлять до 50% всех 
компонентов нефти и многие из них являются токсичными для 
живых организмов [1]. Первичное окисление этих соединений 
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аэробными бактериями обеспечивается специфическими алкан-
монооксигеназами [2–3]. Для бактерий рода Rhodococcus уста-
новлена роль алкан-1-монооксигеназ в синтезе поверхостно-ак-
тивных веществ (например, сукциноилтрегалолипидов) [4].

Цель работы – изучение роли алкан-1-монооксигеназы в про-
цессе биодеградации нефти бактериями R. pyridinivorans 5Ар.

На основании анализа полной нуклеотидной последователь-
ности (http://bio.bsu.by/microbio/rhodococcus_genome.html) уста-
новлено, что alk-оперон в геноме бактерий R. pyridinivorans 5Ар, 
как и у других представителей рода Rhodococcus, имеет хромо-
сомную локализацию (расположен в хромосоме между 3 424 700 
и 3 426 971 п. н.). Данный генетический локус включает 3 гена, 
детерминирующих синтез алкан-1-монооксигеназы (ген alkB)  
и двух субъединиц белка рубредоксина (гены rubA1 и А2). Ниже 
этого оперона расположен ген, определяющий образование транс-
крипционного регулятора семейства TetR (ген alkU). Следует 
отметить, что, как и в случае типового штамма R. pyridinivorans 
SB3094 (CP006996.1), не выявлен ген rubВ, определяющий син-
тез рубредоксинредуктазы. Ген alkB протяженностью 1245 п. н. 
кодирует белок, состоящий из 414  аминокислотных остатков  
с молекулярной массой 47 кД. Помимо alk-оперона в хромосоме 
обнаружен отдельно локализованный ген алкан-1-монооксиге-
назы (4 220 584–4 221 756 п. н.), кодирующий более короткий по-
липептид, состоящий из 390 аминокислотных остатков с моле-
кулярной массой 44,8 кД и сходный с основной алкан-1-моноок-
сигеназой на 59% (71% – с учетом синонимических замен).

Нуклеотидные последовательности генов alkB и аминокис-
лотные последовательности, детерминируемых ими полипепти-
дов у бактерий R. pyridinivorans характеризуются высокой гомо-
логией (идентичны на 99%), образуя обособленный кластер на 
филогенетическом древе. Сходство с близкими в филогенетиче-
ском отношении R. rhodochrous составляет всего 95% (по нукле-
отидным последовательностям) и 97% (по аминокислотным по-
следовательностям), что позволяет использовать данную детер-
минанту в качестве маркера при видовой идентификации.
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При инактивации гена алкан-1-монооксигеназы (alkB) путем 
направленного инсерционного мутагенеза (с использованием су- 
ицидального вектора pK18mob, несущего фрагмент гена alkB) бак- 
терии R. pyridinivorans 5Ap полностью утрачивали способность 
утилизировать гексадекан. Кроме того, эффективность деградации 
нефти мутантами снижалась на 95% по сравнению с диким типом.
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ФОРМИРОВАНИЕ СТРУКТУРЫ ФЛОКУЛ  
АКТИВНОГО ИЛА ПРИ РАЗЛИЧНЫХ РЕЖИМАХ  

РАБОТЫ АЭРОТЕНКОВ

Юхневич Г. Г., Кирей В. А.
Гродненский государственный университет им. Янки Купалы,  

Гродно, Беларусь, guhnev@grsu.by

Процесс биологической очистки загрязняющих веществ в аэро- 
тенках происходит при непосредственном контакте сточных вод 
с оптимальным количеством организмов активного ила в при-
сутствии соответствующего количества растворенного кислоро-
да, в течение необходимого периода времени, с последующим 
отделением активного ила от очищенной воды во вторичных  
отстойниках [1]. В аэротенке микроорганизмы пребывают во 
взвешенном в жидкости состоянии, а также самоорганизуются  
в хлопья, заключенные в слизь, легко отделяемые затем от очи-
щенной воды в процессе осаждения [2].
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Размер хлопьев активного ила зависит от видового состава 
микроорганизмов, наличия и характера загрязнений, температу-
ры среды, гидродинамических условий в аэрационном сооруже-
нии и других факторов. Диаметр флокул в биоокислителе обыч-
но колеблется от десятков микрометров до 2–3 мм, в некоторых 
условиях может достигать 30–40 мм [3]. В умеренно-нагружен-
ном активном иле при средних органических нагрузках форми-
руются компактные, средних размеров хлопья. К увеличению 
величины хлопьев активного ила приводит развитие в нем нит-
чатых микроорганизмов, что часто сопровождается вспуханием 
ила [4, 5].

Цель исследования – изучение изменения размеров хлопьев 
активного ила в разных типах аэротенков городских очистных 
сооружений канализации.

Для исследований отбиралась иловая смесь из 4 коридоров 
разных типов аэротенков (2, 4, 6-А) городских очистных соору-
жений канализации г. Гродно. Аэротенки 2, 4 относятся к соору-
жениям I–II очереди и составляют единый технологический  
комплекс. В данных аэротенках обеспечивается регулируемая 
мелкопузырчатая аэрация вдоль боковых стенок. В аэротенке 2 
выделены зоны для денитрификации без подачи кислорода.  
Аэротенк 6-А относится к сооружениям III очереди, система аэ-
рация в нем расположена по всему днищу.

Из каждой пробы тщательно перемешанной иловой смеси 
объемом 0,1  см3 готовили препараты «раздавленная капля»  
в трех повторностях, которые просматривали по диагонали при 
увеличении микроскопа 10  ×  40 и фотографировали 10 полей 
зрения. Длину нитчатых микроорганизмов устанавливали с по-
мощью окулярного микрометра. Площадь хлопьев активного 
ила находили математическим методом палетки, используя про-
грамму Adobe Photoshop [6].

Размеры хлопьев активного ила аэротенков городских очист-
ных сооружений канализации колеблются в широких пределах 
от 500 до 125 000 мкм (см. таблицу).

Самые мелкие компактные флокулы формируются в аэро-
тенке 4, где обеспечен оптимальный режим аэрации и, следова-



тельно, перемешивания иловой смеси. Более крупные структу-
ры активного ила обнаружены в аэротенке 2, что связано гидро-
динамического режима из-за наличия анаэробных зон. 

Концентрации нитчатых микроорганизмов в илах аэротен-
ков 2 и 4 незначительно отличаются между собой и составляют 
15 737–48 961 экз/см3. В некоторых пробах активного ила аэро-
тенка 6-А количество нитей достигает максимальных значений 
65  000 экз/см3, что свидетельствует о нестабильности очистки 
сточных вод в этом аэротенке.

Изменение площади хлопьев активного ила аэротенков  
при разных режимах аэрации, мкм2

Проба Аэротенк 2 Аэротенк 4 Аэротенк 6-А

1 39821
1875–125000 

25813
2500–120000

19962
2500–100000

2 16132
500–105000

10010
500–95000

28848
1250–137500

3 13911
500–77500

15160
1250–105000

15188
1250–87500

4 12078
750–82500

23182
750–105000

15668
750–90000

П р и м е ч а н и е. Над чертой – среднее значение, под чертой – минималь-
ное и максимальное значения соответственно.
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ООО «СОВРЕМЕННЫЕ ЛАБОРАТОРНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ» – эксклюзивный 
представитель в Республике Беларусь ряда крупнейших производителей лабора- 
торного оборудования, диагностических систем и расходных материалов самого 
высокого качества – BIOMЕRIEUX (Франция), COPAN (Италия), ESCO (Син- 
гапур), BIOQUELL (Великобритания), Institut Virion-Serion (Германия).

Продукция компании BIOMЕRIEUX имеет 20-летний опыт успешного при- 
менения в Республике Беларусь. ООО «Современные лабораторные технологии» 
рада предложить высокотехнологическую продукцию BIOMЕRIEUX: микробио- 
логические анализаторы серии «Vitek», гемокультиваторы серии «BacT/ALERT», 
иммунофлуоресцентные анализаторы серии «VIDAS», диагностические системы 
для идентификации микроорганизмов API и питательные среды.

Компания предоставляет информационную и сервисную поддержку высоко- 
квалифицированными специалистами, прошедшими обязательную подготовку  
и авторизацию на базе производителей.

Нашими клиентами являются республиканские научно-практические центры, 
учреждения здравоохранения, лечебно-профилактические и санитарно-эпидемио- 
логические учреждения Министерства здравоохранения Республики Беларусь, 
ветеринарные лаборатории Минсельхозпрода Республики Беларусь, лаборатории 
предприятий пищевой промышленности.

Республика Беларусь 220036 г. Минск,  
ул. Р. Люксембург, д. 147, 
административное помещение 
на 1-м этаже жилого дома
тел./факс: +375 17 213 51 52
www.sltmed.by
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