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Отдельные листья груши обрабаты-
вали препаратами «Бактоген», «Эко-
грин», «Бетапротектин» и  «Энатин» 
в концентрациях, рекомендуемых про-
изводителем. Через 24 ч осуществляли 
искусственное заражение листьев высо-
ковирулентным штаммом E����������.��������� amylovo-
ra E3. В случае положительного конт- 
роля (листья груши, инокулированные 
патогенном, без предварительной обра-
ботки препаратом) на третьи сутки 
в 100% случаев развивались симптомы 
бактериального ожога. При обработке 
листьев груши препаратами «Бактоген» 

и «Экогрин» бактериальный ожог развивался лишь в 10% слу- 
чаев, препаратом «Энатин» – в 30%. Наименьшей эффективно-
стью обладал биологический препарат «Бетапротектин». При его 
применении поражалось 80% листьев (рис. 2).

Рис. 2. Проявление симптомов бактериального ожога на листьях Pyrus communis: 
1 – Бактоген, 2 – Экогрин, 3 – Энатин, 4 – Бетапротектин, К+/К– – положи-

тельный/отрицательный контроль

Рис. 1. Влияние биологиче-
ских препаратов на рост 

бактерий Erwinia amylovora: 
1 – Аурин, 2 – Бактоген, 

3 – Немацид
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На основании проведенной экспериментальной работы по тес- 
тированию отечественных биологических препаратов на пред-
мет антагонистической активности против E. amylovora можно 
сделать следующие выводы: из восьми тестированных препара-
тов шесть («Бактоген», «Фитопротектин», «Фрутин», «Экогрин», 
«Бетапротектин» и «Энатин») показывали постоянные стабильные 
положительные результаты in vitro: рост всех штаммов E. amylovora, 
использованных в данной работе, был подавлен перечисленны-
ми выше биологическими препаратами. Препараты «Бактоген» 
и  «Энатин» эффективно проявили себя в  тестах на отдельных 
листьях груши, что позволяет рассматривать их как перспективные 
средства для защиты плодовых культур от бактериального ожога.

Для подтверждения полученных результатов в дальнейшем 
будут проведены эксперименты по оценке эффективности дан-
ных препаратов на цветках яблони и  груши, определена вы- 
живаемость бактерий Bacillus subtilis KMБУ 30043 и  Bacillus 
pumilis БИМ В-263 на поверхности растений in vivo.
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Продемонстрированы подходы к усилению роли микробных агентов био-
контроля в защите растений на примере энтомопатогенного гриба Beauveria 
bassiana и трех штаммов бактерий-антагонистов рода Bacillus. Исследуемый 
штамм энтомопатогенного гриба B.  bassiana проявил инсектофунгицидные 
свойства, что подтверждено экспериментами in vitro и модельными полевыми 
опытами на растениях черной смородины. На примере трех антагонистических 
штаммов бактерий рода Bacillus продемонстрировано их полифункциональ-
ное действие на другой значимой для Западной Сибири ягодной культуре – 
землянике садовой. B. subtilis, B. licheniformis и B. amyloliquefaciens подавляли 
возбудителя серой гнили Botrytis cinerea in vitro и в полевых условиях. Фун-
гицидное и ростостимулирующее действие наиболее выражено у B.  subtilis. 
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Показана способность всех трех штаммов Bacillus индуцировать устойчивость 
растений земляники к  возбудителю серой гнили. Изученные штаммы мик- 
робных агентов биоконтроля перспективны в качестве потенциальной осно-
вы биопрепаратов с повышенной конкурентоспособностью для защиты ягод-
ных культур.

Введение. Биологические препараты для защиты растений 
от вредителей и  болезней являются экологически безопасной 
альтернативой химическим (синтетическим) пестицидам. Одна-
ко замещение химических пестицидов биопрепаратами проис-
ходит не столь быстрыми темпами, как можно было бы ожидать. 
В частности, это связано с  тем, что производителям растение-
водческой продукции импонирует скорость и  более широкий 
спектр действия химикатов. С этой точки зрения следует искать 
подходы к усилению роли микробных агентов биоконтроля в за-
щите растений от фитофагов и фитопатогенов. Резервом такого 
подхода являются исследования по расширению функций микро-
организмов, составляющих основу потенциальных биопрепара-
тов. В этом отношении представляют интерес исследования по 
одновременному проявлению одним штаммом инсектицидных 
и  фунгицидных свойств [1–4], а  также ростостимулирующий 
эффект ряда антагонистических бактерий [5] и грибов [6], их спо-
собность индуцировать устойчивость растений к действию по-
вреждающих факторов [7].

Цель исследования – изучение полифункциональных свойств 
антагонистических и энтомопатогенных микроорганизмов на при-
мере Beauveria bassiana и бактерий рода Bacillus, иллюстриру- 
ющих их потенциал в  качестве основы конкурентоспособных 
биопрепаратов для защиты растений. 

Материалы и методы. В работе использовали штамм энто-
мопатогенного гриба Beauveria bassiana IС-1480–25–1, штаммы 
антагонистических бактерий Bacillus subtilis ВКПМ В-10641, 
Bacillus amyloliquefaciens ВКПМ В-10642 и Bacillus licheniformis 
ВКПМ В-10562 из коллекции научно-производственной фирмы 
«Исследовательский центр» (наукоград «Кольцово», Россия). Куль-
туру Beauveria bassiana выращивали в  течение 7  сут в  колбах 
Эрленмейера на качалке (80 об/мин) на картофельно-глюкозной 
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среде. Культуры бактериальных штаммов выращивали в течение 
4 сут на мясопептонном бульоне (МПБ) на качалке (130 об/мин). 
Температура выращивания бактериальных культур составляла 
30 °С, грибных – 25 °С.

Тест-культурами служили фитопатогенные грибы Fusarium 
oxysporum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, выделенные из 
инфицированных растений. Для культивирования фитопатоген-
ных грибов использовали картофельно-декстрозный агар (КДА). 
Оценку антагонистической активности микробных штаммов 
in vitro проводили модифицированным методом агаровых бло-
ков [8] и выражали в виде ингибирующей активности [9]. 

Изучение полифункционального действия в модельных по-
левых опытах проводили на растениях черной смородины сорта 
Софья и земляники садовой сорта Юния Смайдс на эксперимен-
тальных участках земляники и черной смородины, расположен-
ных в хозяйстве «Сады Сибири» Новосибирской области. Инсек-
тофунгицидное влияние гриба Beauveria bassiana оценивали на 
вредителей и болезни черной смородины (крыжовниковая огневка 
Zophodia convolutella Hb., крыжовниковая побеговая тля Aphis 
grossulariae Kalt., септориоз (возбудитель Septoria ribis Desm.) 
и антракноз (возбудитель Gloeosporium ribis Mont. et Desm.). По-
лифункциональное действие штаммов рода Bacillus (фунгицид-
ное, ростостимулирующее и индуцирование ими резистентности 
растений к болезни) изучали на растениях земляники. Обработ-
ку вегетирующих растений ягодных культур проводили ручным 
опрыскивателем из расчета 50–100 мл/м2. Сроки обработки опре-
делялись при появлении первых симптомов болезней. Обработ-
ку модельных ветвей на смородине проводили суспензией пре-
паратов с титром 105–107 КОЕ/мл. Листья земляники опрыски-
вали бактериальной суспензией с титром 105 КОЕ/мл. Корневую 
систему рассады земляники первого года жизни перед высадкой 
растений замачивали в  бактериальной суспензии (105 КОЕ/мл) 
в течение 2 ч. Лабораторные опыты проводили в пяти повтор-
ностях, полевые – в четырех. Использовали общепринятые мето-
дики учета вредителей и болезней, расчета эффективности мик- 
робных биоагентов и биометрических показателей растений [10]. 
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Статистическую обработку данных лабораторных и полевых 
экспериментов проводили стандартными методами с использо-
ванием MS Excel и программы SNEDECOR для Windows. Дан-
ные сравнивали путем определения средних арифметических 
или расчета наименьшей существенной разницы (НСР0,5) [10]. 

Результаты и  обсуждение. Инсектофунгицидное действие 
микробных агентов биоконтроля оценивали на примере энтомо-
патогенного гриба B. bassiana. Полифункциональные свойства, 
включающие одновременное подавление болезни растения, сти-
муляцию его роста и индукцию резистентности, изучали на при-
мере трех сибирских штаммов рода Bacillus. 

Первоначально оценивали антагонистическую активность энто-
мопатогенного гриба in vitro в отношении тест-объектов (чистых 
культур трех видов фитопатогенных грибов (табл. 1).

Т а б л и ц а  1.  Влияние энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana 
на рост фитопатогенных грибов in vitro

Вариант Концентра-
ция, КОЕ/мл

Диаметр колоний, см Ингибирующая 
активность, %

3 сут 5 сут 7 сут 3 сут 5 сут 7 сут

Fusarium oxysporum
Контроль 2,78 ± 0,17 7,12 ± 0,32 8,86 ± 0,09
B. bassiana 105 2,50 ± 0,09 4,32 ± 0,19 4,46 ± 0,24 10,1 39,3 49,7
B. bassiana 106 2,50 ± 0,13 2,96 ± 0,12 2,94 ± 0,12 10,1 58,4 66,8
B. bassiana 107 2,78 ± 0,06 5,36 ± 0,13 7,38 ± 0,31 0 23,9 16,7

Botrytis сinerea
Контроль 6,46 ± 0,40 8,04 ± 0,16 8,88 ± 0,07
B. bassiana 105 2,84 ± 0,12 3,78 ± 0,31 4,04 ± 0,16 56,0 53,0 54,5
B. bassiana 106 3,14 ± 0,11 3,58 ± 0,12 4,32 ± 0,32 51,4 55,5 51,4
B. bassiana 107 3,10 ± 0,13 3,22 ± 0,14 3,48 ± 0,16 52,0 60,0 60,8

Alternaria alternata
Контроль 2,66 ± 0,19 4,76 ± 0,39 6,08 ± 0,26
B. bassiana 105 2,92 ± 0,28 4,12 ± 0,13 5,00 ± 0,18 0,0 13,4 17,8
B. bassiana 106 2,26 ± 0,08 3,50 ± 0,27 4,62 ± 0,28 15,0 26,5 24,0
B. bassiana 107 2,58 ± 0,04 3,48 ± 0,13 4,24 ± 0,13 3,0 26,9 30,3
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Степень фунгицидного влияния энтомопатогенного гриба 
in vitro варьировалась в зависимости от концентрации тестируе-
мой суспензии и вида фитопатогенного гриба (табл. 1). Быстрее 
всего фунгицидное влияние проявлялось против возбудителя 
серой гнили, причем ингибирующая активность мало зависела 
от концентрации B. bassiana и времени воздействия. В отноше-
нии F.  oxysporum активность B.  bassiana последовательно воз-
растала во времени и увеличивалась при переходе от концентра-
ции 105 к 106 КОЕ/мл. Однако в более высокой концентрации на-
блюдалось уменьшение эффекта. Антагонистическая активность 
энтомопатогенного гриба против A. alternata была меньше в 2 раза 
и более по сравнению с его действием на другие фитопатогенные 
грибы (табл. 1). 

На основании полученных результатов были проведены мо-
дельные полевые опыты по инсектофунгицидному влиянию бо-
верии на комплекс вредителей и болезней черной смородины, по-
вреждающих ягодную культуру в природных условиях (побеговая 
тля, крыжовниковая огневка, септориоз и антракноз). Инсекти-
цидная активность гриба против побеговой тли мало зависела 
от концентрации биоагента, хотя и была максимальной в самой 
высокой концентрации (табл. 2). В  отношении крыжовниковой 
огневки эффект был выше, достигая 70%.

Т а б л и ц а  2.  Влияние энтомопатогенного гриба Beauveria bassianа 
на повреждаемость смородины побеговой тлей 

и крыжовниковой огневкой

Вариант Концентрация, 
КОЕ/мл

Повреждаемость листьев, % Биологическая 
эффективность, %до обработки после обработки

Побеговая тля

Контроль 32,0 30,3
B. bassiana 105 29,0 16,5 40,0
B. bassiana 106 28,6 15,5 42,8
B. bassiana 107 29,5 14,1 49,4
НСР05 по вариантам 1,9 –
НСР05 по срокам 0,8 –
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Вариант Концентрация, 
КОЕ/мл Поврежденных ягод, % Биологическая 

эффективность, %

Крыжовниковая огневка

Контроль 20,4 17,5
B. bassiana 105 19,6 11,4 32,0
B. bassiana 106 19,4 4,9 70,4
B. bassiana 107 20,1 7,6 56,1
НСР05 по вариантам 1,5 –
НСР05 по срокам 0,7 –

В условиях проведения опыта развитие септориоза и антрак-
ноза было на сравнительно низком уровне. Первые симптомы 
поражения растений смородины септориозом были отмечены 
в середине второй декады июля, а антракнозом – в конце второй 
декады июля. В это время проведена обработка грибным энтомо-
патогеном. На данном уровне поражения потребовалась только 
одна обработка. Опрыскивание растений суспензией энтомопа-
тогенного гриба привело к достоверному уменьшению повреж-
денности листьев на протяжении всего вегетационного периода 
(табл. 3). 

К концу третьей декады августа пораженность растений смо-
родины септориозом при использовании различных концентра-
ций B. bassiana была в 3,6 раза меньше по сравнению с контро-
лем. Биологическая эффективность применения энтомопатоген-
ного гриба против этого заболевания составила от 65 до 77%. 
В этот же срок пораженность антракнозом оказалась в 1,7–2,8 раза 
меньше по сравнению с контролем (табл. 3). Биологическая эффек-
тивность в отношении антракноза варьировалась в зависимости 
от концентрации биоагента и  составила от 50 до 68%, что не-
сколько ниже этого показателя в случае септориоза. 

Таким образом, исследуемый энтомопатогенный гриб B. bassiana 
продемонстрировал двойной эффект (инсектофунгицидный) в ла-
бораторных и  полевых модельных испытаниях, что указывает 
на его перспективность в качестве потенциальной основы био-
препарата. 

Окончание табл. 2
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Т а б л и ц а  3.  Влияние энтомопатогенного гриба Beauveria bassiana 
на пораженность черной смородины септориозом и антракнозом

Вариант Концентра-
ция, КОЕ/мл

Развитие болезни, % Биологическая 
эффективность, %

22.07 27.07 16.08 22.08 22.07 27.07 16.08 22.08

Септориоз

Контроль 7,2 8,2 8,6 10,5
B. bassiana 105 2,2 2,4 2,7 2,8 69,4 70,7 68,6 73,3
B. bassiana 106 2,5 2,6 3,0 3,4 65,2 68,3 65,1 67,6
B. bassiana 107 1,9 1,9 2,6 2,9 73,6 76,8 69,8 72,4
НСР05 по вариантам 0,4
НСР05 по срокам 0,3

Антракноз

Контроль 1,8 3,1 5,5 5,8
B. bassiana 105 0,8 1,2 2,0 2,4 55,5 61,3 63,6 58,6
B. bassiana 106 0,8 1,3 2,0 2,1 55,5 58,0 63,6 63,8
B. bassiana 107 0,9 1,4 2,6 2,6 50,0 54,8 52,7 55,2
НСР05 по вариантам 0,4
НСР05 по срокам 0,3

В условиях Сибири земляника – вторая по значимости после 
смородины ягодная культура, основной болезнью которой является 
серая гниль, вызываемая грибом B. cinerea. In vitro тестируемые си-
бирские штаммы антагонистических бактерий B. amyloliquefaciens, 
B. subtilis и B. licheniformis подавляли рост фитопатогенного гриба 
B. cinerea при использовании концентрации 105 КОЕ/мл (табл. 4). 
Наиболее высокий уровень ингибирования наблюдали при исполь-
зовании B.  subtilis. Эти результаты находятся в  согласии с  ре-
зультатами зарубежных авторов, показавших in vitro подавление 
роста гриба B.  cinerea при взаимодействии с  бактериями рода 
Bacillus, выделенными в других географических ареалах [11–13]. 

В полевых условиях распространенность серой гнили на не-
обработанных растениях была выше 30%. В результате взаимо-
действия возбудителя заболевания с применяемыми бактериальны-
ми штаммами распространенность болезни значительно снизилась 
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(табл. 5). Следует отметить, что штамм B.  subtilis, показавший 
наибольшую антагонистическую активность в  лабораторных 
условиях, обнаружил и самую высокую степень подавления се-
рой гнили земляники по сравнению с двумя другими в полевых 
условиях. Как отмечено выше, бактерии рода Bacillus известны 
своей способностью стимулировать рост растений. В нашем иссле-
довании все три местных штамма Bacillus spp. проявили способ-
ность усиливать рост и  развитие растений земляники помимо 
их одновременного супрессивного влияния на рост возбудите- 
ля серой гнили. Взаимодействие этих бактериальных штаммов 
с растениями земляники привело к улучшению показателей их 
роста и  развития (табл. 5). Высота надземной части несколько 
увеличилась под влиянием обработки бактериальными штамма-
ми. Между контрольным и опытным вариантами показаны зна-
чимые различия (р < 0,05) для B. subtilis. Для этого же штамма 

Т а б л и ц а  4.  Влияние бактериальных штаммов 
рода Bacillus (105 КОЕ/мл) на рост фитопатогенного гриба 

B. сinerea in vitro

Вариант
Диаметр колонии, см Ингибирующая активность, %

3 сут 5 сут 3 сут 5 сут

Контроль 2,80 ± 0,07 8,96 ± 0,02 – –
B. subtilis 1,08 ± 0,04 1,24 ± 0,05 60,7 86,7
B. amyloliquefaciens 1,58 ± 0,08 3,36 ± 0,05 42,9 62,2
B. licheniformis 3,04 ± 0,05 7,3 ± 0,08 0 18,2

Т а б л и ц а  5.  Влияние бактериальных штаммов 
на растения земляники при поражении серой гнилью

Вариант Распространенность  
серой гнили, %

Длина надземной  
части, cм

Биомасса 
1 растения, г

Длина 
корней, см

Контроль 8,0 24,9 39,2 22,0
B. amyloliquefaciens 3,1* 25,1 38,2 21,3
B. subtilis 2,7* 26,8* 47,0* 20,9
B. licheniformis 3,7* 25,7 44,4* 27,1*
НСР05 2,7 1,5 4,8 1,3

* Различия с контролем достоверны.
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и  для B.  licheniformis наблюдали достоверное увеличение био-
массы растений по сравнению с контролем (р < 0,05). Кроме того, 
использование B. licheniformis привело к увеличению на 23% дли-
ны корней земляники. В целом, наилучший результат по увели-
чению параметров роста и развития растений земляники наблю-
дался для B. subtilis. Полученные данные свидетельствуют о рос- 
тостимулирующем эффекте сибирских штаммов Bacillus spp. 
при их взаимодействии с растениями земляники садовой в усло-
виях Западной Сибири. 

С целью изучения вклада бактериальных штаммов в индук-
цию устойчивости растений земляники к серой гнили оценили 
влияние обработок корневой системы в первый год жизни рас-
тения на поражение ягод серой гнилью и продуктивность тех же 
растений во второй год жизни (табл. 6). Известно, что индуци-
рование устойчивости к болезням часто наблюдается при обра-
ботке корневой системы бактериями рода Bacillus.

Т а б л и ц а  6.  Влияние обработки корневой системы растений 
первого года жизни на поражение ягод серой гнилью 

и продуктивность земляники второго года 

Вариант Пораженные 
ягоды, %

Общая масса 
ягод/растение, г

Увеличение массы ягод 
по сравнению с контролем, г/%

Контроль 9,7 213,0
B. amyloliquefaciens 7,4* 239,6* 26,6/12,5
B. subtilis 3,2* 255,5* 42,5/20,0
B. licheniformis 3,9* 243,8* 30,8/14,5
НСР05 2,0 16,7

* Различия с контролем достоверны.

В связи с вышеуказанным показатели распространенности бо-
лезни и массы ягод для растений земляники, корневая система 
которых была обработана бактериальными штаммами в 2012 г., 
были оценены в 2013 г. без дополнительной обработки. Резуль-
таты показали, что растения, корневая система которых перед по-
садкой подверглась обработке бактериальными штаммами, были 
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более устойчивыми к  возбудителю серой гнили во второй год 
жизни. С другой стороны, растения имели более высокую про-
дуктивность (увеличение массы ягод) (табл. 6). Пораженность 
ягод грибом B. cinerea уменьшалась, если корневая система рас-
тений земляники первого года жизни обрабатывалась каждым 
из изучаемых штаммов Bacillus (р < 0,05). Наиболее эффектив-
ным оказался штамм B. subtilis (снижение поражения ягод серой 
гнилью более чем в 3 раза). Этот же штамм в наибольшей степе-
ни повлиял на продуктивность растений земляники (увеличение 
массы ягод на 20%). Если при обработке надземной части рас- 
тений бактериальной суспензией основной вклад происходил 
за счет антагонизма бактерий и их ростостимулирующего дей-
ствия, то обработка корневой системы рассады земляники пер-
вого года жизни подразумевает помимо этого сохранение актив-
ности бацилл в  ризоплане и  ризосфере растений земляники 
и возможность индуцирования системной устойчивости. Это пред-
положение подтверждается публикациями по механизму действия 
сапротрофных бактерий (в том числе рода Bacillus) на инфици-
рованные растения [14]. Показана важная роль биологически ак-
тивных веществ, главным образом липопептидов, продуцируе-
мых этими бактериями, в индуцировании устойчивости расте-
ния к болезням [7, 15–17]. Такие липопептиды, как сурфактин, 
фенгицин, лихенизин и другие, были выделены и идентифициро-
ваны из B. subtilis [18], B. amyloliquefaciens [19] и B. licheniformis 
[20]. Доказано, что именно липопептиды являются элиситорами 
индуцированной устойчивости растений к болезням [20].

Заключение. Исследуемый штамм энтомопатогенного гриба 
B. bassiana обладает инсектофунгицидными свойствами, что под-
тверждено экспериментами in vitro и модельными полевыми опы-
тами на растениях черной смородины. Фунгицидная активность 
B. bassiana проявляется в разной степени в зависимости от воз-
будителя болезни. На примере трех антагонистических штам-
мов бактерий рода Bacillus продемонстрировано их полифунк-
циональное действие на другой значимой для Западной Сибири 
ягодной культуре – землянике садовой. B. subtilis, B. licheniformis 
и  B.  amyloliquefaciens подавляли возбудителя серой гнили 
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B. cinerea in vitro и в полевых условиях. Фунгицидное и росто-
стимулирующее действие наиболее выражено у B. subtilis. Кро-
ме того, в  отдельном эксперименте показана способность всех 
трех штаммов Bacillus повышать индуцированную устойчивость 
растений земляники к возбудителю серой гнили. На основании 
полученных результатов можно полагать, что изученные штаммы 
микробных агентов биоконтроля перспективны в  качестве по-
тенциальной основы биопрепаратов для защиты ягодных куль-
тур, конкурентоспособных с химическими пестицидами.

Работа выполнена при поддержке Российского научного 
фонда (проект № 14-16-00101).
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ENHANCING OF MICROBIAL CONTROL AGENTS ROLE 
IN PLANT PROTECTION

Novosibirsk State Agrarian University, Russia, ngau-smv@ngs.ru

Approaches to enhance role of microbial agents in plant protection have been 
demonstrated using the examples of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana 
and three strains of antagonistic bacteria of Bacillus genus. The entomopathogenic 
fungus Beauveria bassiana tested in the study revealed both insecticidal and fungicidal 



properties in vitro and in the model field experiments on black currant plants. Three 
antagonistic Bacillus strains demonstrated multifunctional properties during treatment 
of strawberry – another important for Western Siberia soft fruit culture. B. subtilis, 
B. licheniformis and B. amyloliquefaciens suppressed Botrytis cinerea, causing agent 
of strawberry grey mold, in vitro and in a field. Fungicidal and growth promoting 
properties were revealed by B. subtilis most of all. The ability of all three Bacillus 
strains to induce the strawberry plant resistance to the disease has been shown. 
The studied strains of microbial biocontrol agents are promising potential ingredients 
of biopesticides able to compete with chemicals in soft fruit protection. 
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С помощью методов генной инженерии на основе штамма Escherichia coli 
BL21 (DE3) создан рекомбинантный штамм E. сoli p5аla, несущий ген амино-
левулинатсинтетазы (АЛК-синтетазы) из Bradyrhizobium japonicum. Согласно 
электрофоретическому анализу в полиакриламидном геле, содержание АЛК-
синтетазы в клетках штамма-продуцента составило около 30% от суммарного 
количества клеточных белков. Исследована возможность непосредственного 
использования полученного штамма для синтеза 5-аминолевулиновой кисло-
ты (5-АЛК). Показано, что при культивировании генно-инженерного штамма 
в частично оптимизированных условиях концентрация 5-АЛК в культураль-
ной жидкости достигает 3,80 ммоль, что в 30 раз выше по сравнению с по- 
казателем для исходного штамма. Полученные результаты свидетельствуют 
о перспективности использования рекомбинантного штамма E. coli p5аla в ка-
честве элемента биологической технологии получения 5-АЛК.

Введение. 5-аминолевулиновая кислота (5-АЛК) – одна из важ-
нейших аминокислот, определяющих функционирование расти-
тельных и животных организмов. По основному биохимическому 
профилю 5-АЛК является биосинтетическим предшественником 
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хлорофилла у растительных организмов и гема у животных соот-
ветственно. В последние годы 5-АЛК находит все более широкое 
применение в медицине (как физиологически активный компонент 
средств для фотодинамической диагностики и терапии многих 
типов злокачественных новообразований) [1–4], косметологии 
(лечение акне, стимуляция роста волос) [5, 6], сельском хозяйстве 
(в качестве адаптогена и регулятора роста и развития растений, 
биоразлагаемого селективного гербицида и инсектицида, стиму-
лятора развития и повышения продуктивности водорослей) [7–9]. 
5-АЛК экологически безопасна при применении в растениевод-
стве, так как является естественным метаболитом растений и жи-
вотных [10].

5-АЛК синтезируют в основном химическими методами [5, 
11, 12]. В Институте биоорганической химии НАН Беларуси был 
разработан и  запатентован (патент РБ №  10019) оригинальный 
химический способ получения 5-АЛК. Практическая реализа-
ция химических способов получения 5-АЛК выявила ряд небла-
гоприятных аспектов экологического и  экономического харак-
тера, что указывает на целесообразность разработки более про-
грессивных, менее загрязняющих окружающую среду и  более 
безопасных способов ее производства, например, посредством 
генно-инженерных микроорганизмов [13, 14]. 

Цель исследования – создание бактериального штамма-
продуцента 5-АЛК для использования в  биологической техно- 
логии получения этого хозяйственно ценного низкомолекуляр-
ного биорегулятора.

Материалы и методы. Клонирование гена hemA (GenBankID: 
ABQ33122.1), кодирующего аминокислотную последовательность 
АЛК-синтетазы B. japonicum, осуществляли методом продолжи-
тельной перекрывающейся полимеразной цепной реакции (ПП-
ПЦР) [15, 16]. Источником структурного гена служила хромосом-
ная ДНК штамма бактерий Bradyrhizobium japonicum БИМ В-197 
(Белорусская коллекция непатогенных микроорганизмов). 

На первом этапе ген выделяли методом ПЦР с  использо- 
ванием «PhusionHigh-Fidelity»-ДНК-полимеразы («Fermentas», 
Литва) (1 ед. на реакцию) и двух олигонуклеотидных праймеров 



316

(по 10 пмоль на реакцию): F (5′-GTGGTGGTCCACAACATGGAT-
TACRSCCAGTTCTT-3′) и R (5′-GGTGATGGTGATGCTCCGCC-
GCCAGCG-3′) («Праймтех», Беларусь). К  5′-концам праймеров 
были добавлены нуклеотидные последовательности (выделе- 
ны подчеркиванием), комплементарные плазмиде pET42a(+)_lin 
(«Invitrogen», США). Амплификацию осуществляли по следую-
щей программе: этап предденатурации 2 мин при 95 °С; 25 цик- 
лов амплификации: 30 с при 95 °С, 30 с при 55 °С, 45 c при 72 °С; 
финальная элонгация – 2 мин при 72 °С. 

На втором этапе линеаризовали вектор методом ПЦР с исполь-
зованием «PhusionHigh-Fidelity»-ДНК-полимеразы (1 ед. на реак-
ционную смесь) и двух олигонуклеотидных праймеров («Прайм-
тех», Беларусь) по 10 пмоль на реакцию: F (5′-CATATGTATATCTC
CTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAG-3′) и R (5′-GAGC
ATCACCATCACCACCACCACCACTAATTG-3′). Амплификацию 
вектора осуществляли по программе: этап предденатурации 2 мин 
при 95 °С; 25 циклов амплификации: 30  с при 95 °С, 30 с при 
55 °С, 3 мин при 72 °С; финальная элонгация – 5 мин при 72 °С. 

На третьем этапе собирали линеаризованный вектор и  ген 
методом ПП-ПЦР по следующей программе: этап предденатура-
ции 2 мин при 95 °С; 16 циклов амплификации: 30 с при 95 °С, 
30 с при 55 °С, 4 мин при 72 °С; финальная элонгация – 6 мин 
при 72 °С. На этом этапе в качестве матрицы и затравки исполь-
зовали фрагменты, полученные на первых двух этапах. 

Все продукты амплификации анализировали при помощи 
электрофореза в 1%-ном агарозном геле. 

Синтезированным с  помощью ПП-ПЦР продуктом транс-
формировали стандартным методом [15] компетентные клетки 
E. coli BL21(DE3) («Novagen», США), c последующим высевом 
на плотную питательную среду Luria–Bertany (LB) (1%-ный трип-
тон, 0,5%-ный дрожжевой экстракт, 2%-ный агар, 1%-ный хлорид 
натрия) [17], дополненной канамицином (100 мкг/мл). Выросшие 
колонии анализировали на наличие плазмиды со встроенным 
геном hemA методом ПЦР. Клетки, содержащие целевую плаз-
миду, культивировали в жидкой среде LB с последующим вы-
делением плазмидной ДНК стандартным методом щелочного 
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лизиса [17]. В результате была создана генетическая конструк-
ция, обозначенная p5ala.

Для определения содержания целевого белка (АЛК-синтетазы) 
клетки-трансформанты культивировали в колбах на термостати-
руемых биологических качалках при температуре 37 °С с часто-
той колебаний 250 об/мин на среде LB до оптической плотности 
0,6 (λ = 600 нм), затем проводили индукцию синтеза путем вне-
сения в среду изопропил-β-D-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до 
конечной концентрации 0,2  ммоль и  продолжали культивиро-
вать в течение 3 ч. По окончании выращивания клетки осаждали 
центрифугированием, ресуспендировали в 50 мМ К-фосфатном 
буфере, содержащем 300 ммоль NaCl и  10 ммоль имидазола 
(рН 8,0). Ультразвуковую дезинтеграцию клеток проводили в при-
боре «Sonifier-450» («Branson», США) при следующих режимах: 
мощность – 0,05 кВт; температура – 4 °С; продолжительность – 
600 импульсов по 0,5  с. Клеточный лизат центрифугировали 
15 мин при 21 000 g.

Денатурирующий ДСН-электрофорез белков проводили в по-
лиакриламидном геле по методу Лэммли [18] с использованием 
5%-ного концентрирующего и 12,5%-ного разделяющего гелей. 
Количественный и  качественный анализ данных, полученных 
при проведении денатурирующего ДСН-электрофореза, проводи-
ли с использованием пакета программ «ImageLab» («BioRad», США).

Для определения способности отобранного штамма-транс-
форманта синтезировать 5-АЛК использовали среды различно-
го состава на основе модифицированной среды LB (см. таблицу). 
Среды инокулировали ночной культурой (2%), выращенной на 
среде LB с добавлением 0,2% глюкозы. Далее клетки культиви-
ровали в 250 мл колбах, содержащих 30 мл среды, на термостати-
руемых биологических качалках с частотой колебаний 250 об/мин, 
при температуре 30 °С. Синтез фермента индуцировали добавле-
нием ИПТГ до конечной концентрации 0,1 ммоль через 2 ч после 
начала культивирования.

Отбор проб (по 5 мл) для анализа содержания 5-АЛК осущест-
вляли через 5, 10 и 14 ч после начала культивирования. Клетки 
в  пробах осаждали центрифугированием, рН в  супернатантах 
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доводили до значения 5,5–6,0 с помощью 4 М раствора уксусной 
кислоты. Клетки отмывали однократно 50 мМ ����������������Na��������������-ацетатным бу-
фером (рН 5,5), ресуспендировали в этом же буфере и лизирова-
ли, как указано выше.

Оптическую плотность культуры определяли c  помощью 
спектрофотометра «SolarPB 2201» (Беларусь).

Анализ бесклеточной культуральной жидкости (КЖ) и лиза-
тов клеток на содержание 5-АЛК осуществляли колориметри- 
ческим методом [19]. Для этого к 50 мкл КЖ добавляли 1,95 мл 
0,5 М Na-ацетатного буфера (pH 4,6), 200 мкл свежеперегнанного 
ацетилацетона, смесь интенсивно перемешивали. Закрытую про-
бирку нагревали на кипящей бане 10 мин, охлаждали до комнат-
ной температуры. К раствору добавляли 2 мл модифицированно-
го реактива Эрлиха, перемешивали и оставляли на 15 мин. Опти-
ческую плотность измеряли при длине волны 554 нм, используя 
спектрофотометр «Solar PB 2201» (Беларусь). Количество 5-АЛК 
вычисляли в соответствии с калибровочной прямой.

Состав сред для культивирования штамма-продуцента 5-АЛК 

№ 
среды Компоненты среды

Дополнительное внесение 
компонентов на 10-м часу 

культивирования

1 1% пептона, 0,5% дрожжевого экстракта, 
1% NaCl, 10 ммоль MgSO4 (среда LB)

–

2 Среда LB с добавлением глюкозы (0,2%) –
3 Среда LB с добавлением глюкозы (0,2%) Глюкоза (0,6%)
4 Среда LB с добавлением глюкозы (2%) –
5 Среда �����������������������������������    LB���������������������������������     с  пониженным содержанием дрожже-

вого экстракта (до 0,2%) и добавлением глюкозы 
(0,2%)

–

6 Среда �����������������������������������    LB���������������������������������     с  пониженным содержанием дрожже-
вого экстракта (до 0,2%) и добавлением глюкозы 
(0,2%), глицина (30 ммоль) и сукцината (90 ммоль)

–

7 Среда LB с  пониженным содержанием дрожже- 
вого экстракта (до 0,2%) и добавлением глюкозы 
(0,2%), глицина (30 ммоль) и сукцината (90 ммоль)

Глюкоза (0,6%)

П р и м е ч а н и е.  При культивировании рекомбинантного штамма все 
среды содержали канамицин (100 мкг/мл).
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Модифицированный реагент Эрлиха готовили по следующей 
методике: 1 г диметиламинобензальдегида растворяли в 30 мл ле-
дяной уксусной кислоты, добавляли 8  мл концентрированной 
хлорной кислоты, объем полученного раствора доводили до 
50 мл ледяной уксусной кислотой. 

Для качественного определения 5-АЛК в бесклеточной КЖ 
применяли метод высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ). Определение проводили в хроматографе «Agilent 1200» 
c масс-селективным детектором типа «Тройной квадруполь 
Agilent 641»; колонка «Agilent Zorbax XDB C18» длиной 50 мм, 
диаметр 4,6 мм, размер частиц 1,8 мкм; при температуре 35 °С. 
Подвижные фазы: А – 0,05%-ный раствор муравьиной кислоты 
в деионизованной воде; В – ацетонитрил. Использован изократиче-
ский режим в течение 2 мин 2% фазы В в фазе А, затем линейный 
градиент от 2 до 80% за 10 мин при скорости потока 0,5 мл/мин.

Результаты и обсуждение. Из двух известных у живых орга-
низмов метаболических путей синтеза 5-АЛК (так называемые 
С4- и С5-пути) более перспективным для использования в прак-
тике биотехнологического синтеза 5-АЛК, по-видимому, являет-
ся путь С4. В отличие от трехстадийного (с участием трех фер-
ментов) С5-пути, С4-путь синтеза 5АЛК протекает в одну фермен-
тативную стадию с участием АЛК-синтетазы, которая в качестве 
субстратов использует глицин и  сукцинил-КоА, поступающий 
из цикла трикарбоновых кислот. Ген, кодирующий АЛК-синтетазу 
(hemA), был охарактеризован у некоторых бактерий, таких как 
Rhodobactercapsulatus, Rhodobactersphaeroides, Agrobacterium-
radiobacter, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobiummeliloti и Para-
coccusdenitrificans [13, 20]. 

Для создания генно-инженерного штамма в качестве источ-
ника структурного гена АЛК-синтетазы мы использовали хромо-
сомную ДНК штамма B. japonicum ����������������������������БИМ В-197, хранящегося в Бе-
лорусской коллекции непатогенных микроорганизмов. Ген hemA 
был выделен методом ПЦР с использованием в качестве матрицы 
геномной ДНК B. japonicum и встроен в вектор pET42a(+)_lin. Соз-
данной конструкцией были трансформированы клетки E. coli BL21 
(DE3). Полученные индивидуальные колонии трансформантов 
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далее высевали в жидкую питательную среду и культивировали 
в присутствии индуктора синтеза целевого фермента, биомассу 
отделяли центрифугированием и разрушали с помощью ультра-
звука. Белковый состав клеточных лизатов был проанализирован 
с помощью электрофореза в денатурирующих условиях. Как видно 
из рис. 1, в четырех отобранных колониях идет накопление зна-
чительного количества белка с молекулярной массой 43 кДа, что 
соответствует молекулярной массе 5-АЛК-синтетазы B. japonicum.

С помощью пакета программ «���������������������������ImageLab�������������������»определено количе-
ственное содержание целевого белка-фермента, составившее 7–28% 
от общего белка клеток. Для дальнейшей работы отобран штамм, 
продуцирующий максимальное количество АЛК-синтетазы.

Данные, полученные при помощи ВЭЖХ, свидетельствуют 
о том, что в КЖ отобранного штамма содержится 5-АЛК (рис. 2).

Сравнительное исследование КЖ рекомбинантного и натив-
ного микроорганизмов с помощью ВЭЖХ свидетельствует о том, 
что в  КЖ генно-модифицированного микроорганизма присут-
ствует внеклеточная 5-АЛК (рис. 2), практически отсутствующая 
в  КЖ «дикого» штамма. Свидетельством принадлежности на-
блюдаемого сигнала именно 5-АЛК является его соответствие 
как по времени удерживания с  заведомо известным образцом 

Рис. 1. Электрофореграмма клеточных белков колоний-трансформантов, 
несущих генетическую конструкцию p5ala: М – маркерные белки 

(ProteinMarkerІІ (6,5–200) prestained, «Applichem», Германия); 1–4 лизаты 
клеток, выращенных из соответствующих индивидуальных колоний
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(Tr – 1,045), так и  по регистрируемому масс-спектру (M/z 132, 
114, 86). В КЖ немодифицированного микроорганизма следовые 
количества 5-АЛК (∼10–12 моль) удается обнаружить только по 
MRM (Multi Reaction Monitoring) переходам 132 → 114 и 132 → 86, 
свойственным 5-АЛК.

Наряду со скринингом новых природных и созданием генно-
инженерных штаммов, их направленным мутагенезом с целью 
регуляции метаболических путей и экспрессии генов, одной из 
основных стратегий регуляции биосинтеза 5-АЛК потенциальны-
ми продуцентами остается подбор оптимального состава пита-
тельной среды и условий культивирования бактерий. Большин-
ство исследователей сообщают, что положительное влияние на 
синтез 5-АЛК клетками рекомбинантных штаммов E. сoli оказы-
вает добавление предшественников – сукцината и глицина, редко 
используют в составе сред для культивирования АТФ, ксилозу, 
маннитол [9, 13, 21, 22]. Что касается глюкозы, D.-H. Lee и соавт. 
[23, 24] показали, что ее добавление в среду на начальных стадиях 
биосинтеза приводит к снижению выхода 5-АЛК. Однако многие 
авторы успешно используют глюкозу в составе сред для культи-
вирования [22, 25, 26], в том числе и в качестве единственного 
источника углерода в составе минеральной питательной среды [27]. 

Продукция фермента АЛК-синтетазы приводит к повышенно-
му синтезу клетками 5-АЛК. Далее в цепи превращений фермент 

Рис. 2. ВЭЖХ-хроматограмма КЖ штамма E. coli p5ala. Группа пиков со вре-
менем удерживания (Tr) в интервале 1,8–2,8 мин обусловлена компонентами 
питательной среды и продуктами метаболизма. На вставке – масс-спектр пи-

ка, соответствующего по времени удерживания 5-АЛК (Tr = 1,045) 
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АЛК-дегидратаза катализирует конденсацию двух молекул 5-АЛК 
с образованием порфобилиногена, что приводит к снижению ко-
личества 5-АЛК. Показано [23], что добавление левулиновой 
кислоты в качестве ингибитора синтеза АЛК-дегидратазы спо-
собствует увеличению накопления 5-АЛК в КЖ продуцента. Та-
кого же эффекта можно достичь при внесении в среду глюкозы 
в поздней логарифмической фазе роста культуры [13, 23].

При культивировании полученного нами штамма в жидкой 
среде LB с некоторыми модификациями максимальная концент- 
рация 5-АЛК в КЖ была достигнута в вариантах с добавлением 
сукцината (90 ммоль) и глицина (30 ммоль) (рис. 3, кривые 6 и 7), 
что согласуется с литературными данными. 

Рис. 3. Динамика накопления 5-АЛК в процессе глубинного культивирования 
бактерий E. coli p5ala в питательных средах различного состава: 1–7 – кри-
вые, отражающие накопление целевого продукта штаммом-продуцентом при 
выращивании на соответствующих средах; 4К и 7К – накопление 5-АЛК при 
выращивании исходного штамма E. coli BL21 (DE3) на средах 4 и 7 соответ-
ственно; вертикальной стрелкой обозначено время внесения дополнительной 

порции глюкозы (0,6%) в среды 3 и 7
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Избыток глюкозы (2%) действительно ингибирует синтез 
5-АЛК (кривая 4), хотя, судя по оптической плотности куль- 
туры, положительно влияет на прирост биомассы. Отсутствие 
глюкозы способствует более высокой скорости синтеза клет- 
ками целевого продукта на начальных этапах (кривая 1), одна- 
ко наиболее благоприятным для конечного накопления 5-АЛК 
является внесение в среду глюкозы до концентрации 0,2% (кри-
вые 2, 5 и 3).

При сравнении кривых 2, 6 и 3, 7 соответственно очевидно, 
что дополнительное внесение глюкозы на 10-м часу культивирова-
ния позволяет не только избежать падения концентрации 5-АЛК, 
но и достигнуть ее экспоненциального роста, что связано как с не-
которым приростом биомассы, так и (по литературным данным) 
с ингибированием процесса дальнейшего перехода 5-АЛК в пор-
фобилиноген в метаболической цепи превращений.

При культивировании в  наиболее оптимальной из изучен-
ных сред рекомбинантного и «дикого» штаммов E. coli показано 
(кривые 7 и 7К), что сконструированный штамм в 30 раз превосхо-
дит исходный по количеству накопленной 5-АЛК (3,8 и 0,126 ммоль 
соответственно). В  большинстве других вариантов выращива-
ния штамма дикого типа количество 5-АЛК в  КЖ было исче- 
зающе мало.

Следует отметить, что в лизатах клеток всех вариантов опы-
та 5-АЛК колориметрическим методом не обнаружена.

Заключение. В результате проведенного исследования по-
лучен новый генно-инженерный штамм E. coli p5ala, экспресси-
рующий гетерологичную АЛК-синтетазу, способную катализи-
ровать образование 5-АЛК по С4-метаболическому пути. Соглас-
но электрофоретическому анализу в  полиакриламидном геле, 
содержание АЛК-синтетазы в  клетках штамма-продуцента со-
ставило около 30% от суммарного количества клеточных бел-
ков. Показана возможность биосинтеза 5-АЛК с помощью полу-
ченного штамма. Частично оптимизирован состав питательной 
среды для культивирования штамма-продуцента, при этом мак-
симальная достигнутая концентрация 5-АЛК в  КЖ составила 
3,80 ммоль. 
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Процесс получения наночастиц металлов, в том числе серебра, – важный 
этап разработки различных нанотехнологий. Биологические методы являют-
ся безопасными и экологически чистыми для изготовления наноматериалов 
и могут рассматриваться в качестве альтернативы традиционным физическим 
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и химическим методам. В настоящей работе мы исследовали образование на-
ночастиц серебра, используя культуру Streptomyces sp. BDU-17, выделенную 
из ризосферы вишни. В процессе получения наночастиц серебра происходит 
восстановление ионов серебра и образуются стабильные кристаллические на-
ночастицы серебра в растворе. Первоначально процесс формирования наночас- 
тиц характеризовался визуальным наблюдением по изменению цвета раствора. 
Полученные наночастицы серебра были исследованы методами УФ-спектро- 
скопии, энергодисперсионной рентгеновской спектроскопии (�������������  EDS����������  ) и  скани-
рующей электронной микроскопии (SEM). Было выявлено, что полученные 
наночастицы серебра обладают сферической формой и размером в диапазоне 
50–55 нм.

Введение. Наночастицы в настоящее время находят широ-
кое применение в медицине (синтез, доставка и утилизация ле-
карств, лечение рака), биологии (иммунные исследования, исполь-
зование в качестве биомаркеров при изучении внутриклеточных 
процессов in vivo) и технологии (электроника, информационные 
технологии, получение новых материалов с улучшенными свой-
ствами) [1, 2].

В литературе описаны многочисленные методы получения на-
ночастиц серебра. Условно методы получения наночастиц можно 
разбить на следующие группы: 1) физические методы синтеза, 
основанные на формировании наночастиц путем физического 
воздействия; 2) химические методы синтеза, в которых процесс 
формирования наночастиц происходит с использованием хими-
ческих реактивов; 3) биотехнологические методы, основанные 
на восстановлении соединений металлов ферментами, содержа-
щимися в живых организмах, либо вырабатываемыми ими в про-
цессе жизнедеятельности [3]. 

Известно, что серебро проявляет бактерицидное действие 
по отношению к микроорганизмам различных таксономических 
групп; поэтому составы, основанные на серебре, широко исполь-
зовались в  качестве антимикробных препаратов. Сегодня как 
высокоактивные антимикробные агенты рассматриваются нано-
частицы серебра. В США для лечения ран, ожогов, трофических 
язв, экземы, угревой сыпи широко используют повязки торговых 
марок «Acticoat», «Nucryst», в состав которых входят наночастицы 
серебра. Важность изучения противомикробных наноматериалов 
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обусловлена возникающей резистентностью штаммов микроорга-
низмов к антибиотикам. Поскольку на практике возможно сов- 
местное использование наночастиц и  антибиотиков, заслуживает 
внимания сочетанное действие их на микроорганизмы. Кроме 
того, разрабатываются дезинфектанты на основе наноразмер-
ных структур, имеющих биоцидные свойства широкого диапа-
зона действия. 

С помощью электронной микроскопии показано, что анти-
микробное действие наночастиц серебра зависит от размеров 
используемых наночастиц, их устойчивости в среде и ряда дру-
гих факторов [4–7].

Для синтеза наночастиц необходимой формы и размера было 
разработано множество физико-химических методов, однако не-
смотря на их успешное применение они зачастую остаются до-
рогостоящими и  требуют использования опасных химических 
соединений. Поэтому существует потребность в развитии безо-
пасных для окружающей среды и человека эффективных мето-
дов получения различных наночастиц с применением микробио-
технологий [8, 9]. 

Вопросам биологического («зеленого», «green») синтеза нано-
частиц золота, серебра, селена, платины, кварца и других соеди-
нений бактериями, актиномицетами, грибами и дрожжами посвя-
щено достаточно много публикаций, так как в настоящее время 
проводится активный поиск эффективных биообъектов для по-
лучения наночастиц различной химической природы [10–14]. Но 
несмотря на стабильность биологически полученные наночасти-
цы неоднородны, а их синтез идет достаточно медленно. Чтобы 
преодолеть эти проблемы, необходимо всестороннее изучение 
всех факторов, влияющих на данный процесс, таких как методы 
культивирования микроорганизмов, экстракции, стабилизации, 
а также расшифровка клеточных, биохимических и молекуляр-
ных механизмов для увеличения скорости синтеза и улучшения 
свойств наночастиц [15]. Кроме того, ввиду очень широкого раз-
нообразия микроорганизмов необходимо вести исследования по 
выявлению новых перспективных объектов и изучения их потен-
циала для получения наночастиц [16, 17].
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Данные литературы о получении наночастиц серебра с по-
мощью актиномицетов в  настоящее время весьма немногочис-
ленны [18–21].

Цель исследования – изучение способности культуры 
Streptomyces sp. BDU-17 образовывать наночастицы серебра.

Материалы и методы. В исследованиях использован штамм 
Streptomyces sp. BDU-17, который был выделен из ризосферы 
вишни. Чистую культуру актиномицета поддерживали на мине-
ральной среде Гаузе в холодильнике при 4–6 °С.

Биосинтез наночастиц серебра. Культуру актиномицета вы-
ращивали аэробно (250  мл колбы Эрленмейера, содержащие 
100  мл) на жидкой минеральной среде Гаузе следующего со- 
става (г/л дистиллированной воды): растворимый крахмал – 20; 
К2НРО4 – 0,05; КNO3 – 0,1; FeSO4 – 0,005; MgSO4 – 0,05. Жид-
кую среду инокулировали культурой актиномицета и инкуби-
ровали при 28 °C в течение 10–14 дней. После инкубации био-
массу отделяли фильтрованием через фильтровальную бумагу. 
Биомассу и фильтрат культуральной жидкости (КЖ) в отдель-
ности проверяли на возможность в участии образования нано-
частиц серебра. 

Биомассу трижды промывали стерильной дистиллированной 
водой, чтобы удалить остатки компонентов питательной среды. 
После промывки биомассу ресуспендировали в 100 мл стериль-
ной дистиллированной воды и выдерживали при 28 °С в тече-
ние 24  ч. Затем суспензию фильтровали и  получали биомассу, 
которую использовали для получения наночастиц. Для этого 
14  г влажной биомассы смешивали с  100  мл водного раствора 
1 мМ нитрата серебра (AgNO3) и  инкубировали в  термостате 
при 28 °С в условиях темноты. Контрольный вариант (биомасса 
без AgNO3) инкубировали в аналогичных условиях.

Для исследования участия фильтрата КЖ актиномицета 
в образовании наночастиц серебра 50 мл фильтрата КЖ смеши-
вали с 50 мл раствора 1 мМ нитрата серебра (AgNO3) и инкуби-
ровали в термостате при 28 °С в условиях темноты. В качестве 
контроля в реакционной среде использовали фильтрат КЖ акти-
номицета без нитрата серебра.



330

Исследования наночастиц серебра. Оптические свойства на-
ночастиц серебра, полученных с помощью актиномицета, были 
исследованы на спектрофотометре «SPECORD 250 plus» (Герма-
ния). Размер и морфологические характеристики наночастиц се-
ребра были исследованы на сканирующем электронном микро-
скопе «JEOLJSM-7600F» (Япония). Также был проведен EDS-анализ 
полученных наночастиц серебра.

Результаты и обсуждение. Формирование наночастиц сере-
бра в реакционной смеси в первую очередь может быть опреде-
лено по изменению цвета раствора. После добавки к  биомассе 
и фильтрату КЖ актиномицета 1 мМ AgNO3 наблюдалось изме-
нение цвета раствора (рис. 1). Надо отметить, что при использо-
вании в  опытах КЖ изменение цвета наблюдалось уже на 3-и 
сутки, а в случае применения биомассы цвет раствора изменял-
ся через 20–25 дней. Цвет суспензии, не содержавшей ионы се-
ребра, оставался бледно-желтым (рис. 1, а), в присутствии ионов 
серебра раствор меняет цвет на желтовато-коричневый (рис. 1, 
б). Изменение цвета в ходе реакции от бесцветного до бледно-
желтого или темно-коричневого [22] зависит от возбуждения 
поверхностных плазмонов колебания наночастиц серебра [23]. 

Рис. 1. Изменение цвета реакционной среды с фильтратом КЖ актиномицета 
Streptomyces sp. BDU-17 в процессе образования наночастиц серебра: 

а – контроль; б – опыт
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Далее на спектрофотометре был снят спектр поглощения по-
лученных суспензий. Спектр показал, что в  желто-коричневой 
суспензии при 430  нм наблюдается интенсивный и  широкий 
пик, который указывает на присутствие наночастиц серебра 
(AgNPs) (рис. 2). 

Рис. 2. Оптический спектр наночастиц серебра, образующихся в реакционной 
среде с фильтратом КЖ (а) и биомассой (б) Streptomyces sp. BDU-17: 1 – опыт, 

2 – контроль

Рис. 3. SEM-изображение наночастиц серебра, полученных с использованием 
Streptomyces sp. BDU-17
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Для исследования морфологических характеристик и  раз-
мера наночастиц серебра, образующихся при использовании 
фильтрата КЖ актиномицета, был использован сканирующий 
электронный микроскоп. Было выявлено, что наночастицы обла-
дают сферической формой, а  их размер составляет 50–55  нм 
(рис. 3), также следует отметить заметную агрегацию указан-
ных частиц.

На рис. 4 показана энергодисперсионная рентгеновская спектро-
скопия (EDS-спектр) наночастиц серебра, полученных с исполь-
зованием культуры актиномицета Streptomyces sp. BDU-17. Ха-
рактерный пик (Ag La1) указывает на наличие чистых металли-
ческих наночастиц серебра.

Заключение. Исследования показали, что культура Strepto- 
myces sp. BDU-C25, как фильтрат культуральной жидкости, так 
и биомасса актиномицета, могут быть использованы для полу-
чения наночастиц серебра. Образование наночастиц серебра фик-
сировалось визуально по изменению окраски раствора с желтого 
до коричневого, характеризовалось оптическими и микроскопи-
ческими методами. Установлено, что размеры полученных на-
ночастиц серебра были 50–55 нм.

Рис. 4. EDS-спектр наночастиц серебра, полученных с использованием 
Streptomyces sp. BDU-17
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The process of producing metal nanoparticles, including silver, is an important 
step in elaboration of nanotechnology. Biological methods as an alternative 
to conventional physical and chemical methods are considered safe and ecologically 
friendly in fabrication of nanomaterials. In the present work, we have investigated  
biosynthesis of silver nanoparticles by Streptomyces sp. BDU-17 isolated from rhizo- 
sphere of cherries. Reduction of silver ions yielding stable crystalline nanoparticles 
in the solution occurred in the process. Initial characterization was performed 
by visual observation of color change to intense brown. It was revealed that silver 
nanoparticles have a spherical shape and their size was about 50–55 nm.
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Приведены сведения о выделении аборигенных умеренно термофильных 
железо- и сероокисляющих бактерий Sulfobacillus thermosulfidooxidans ST-12 
и  ОT-1 из золотоносных месторождений Бестобе и  Орловское, изучении 
их культурально-морфологических и  биохимических свойств. В  результате 
проведения направленной селекции увеличена устойчивость выделенных 
культур к  высокому содержанию мышьяка в  среде – с  0,5 г/л до 11 г/л для 
S. thermosulfidooxidans ST-12 и с 1 г/л до 13 г/л для S. thermosulfidooxidans ОT-1. 
Проведены экспериментальные испытания технологии чанового бактериаль-
ного выщелачивания арсенопиритного концентрата с использованием адапти-
рованных к мышьяку культур сульфобацилл. Установлено, что в результате 
бактериального окисления концентрата выход золота составил 95,6%, тогда 
как у необработанного концентрата – лишь 43,2%.

Введение. По мере выработки запасов россыпных месторож-
дений с легкообогатимыми рудами возрастает доля золотых мес- 
торождений, характеризующихся труднообогатимым сырьем – 
более 50% имеющихся запасов золотоносных руд содержат вред-
ные примеси: мышьяк и сурьму [1].

Извлечение золота из руд многих месторождений традиционны-
ми гидрометаллургическими способами сдерживается «упорным» 
составом концентратов, получаемых при их обогащении, а при-
сутствие в большинстве из них минерала арсенопирита практи-
чески исключает пирометаллургию из-за образования ядовитых 
газообразных соединений мышьяка. 

Наиболее изученным и широко распространенным методом 
обработки «упорных» золотых руд является окислительный 
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обжиг, в процессе которого сера и мышьяк переходят в газовую 
фазу с образованием триоксида мышьяка и диоксида серы. Из по-
лученного огарка золото легко извлекается цианированием. Основ-
ное количество мышьяка переводится в малотоксичные соеди-
нения для складирования в хвостохранилищах. Обжиговый ме-
тод достаточно прост, хорошо освоен и до сих пор применяется 
в Канаде, ЮАР, Австралии и других странах.

В последние годы наметилась устойчивая тенденция сокра-
щения применения обжига при обработке руд с высоким содер-
жанием мышьяка в связи с извлечением незначительного коли-
чества золота. Это обусловлено образованием на вскрываемых 
золотинах пленок легкоплавких соединений и переходом части 
золота в мышьяковистые возгоны. Выбросы мышьяка и серы ве-
дут к  неизбежному загрязнению окружающей среды, поэтому 
необходимо проводить захоронение высокотоксичного триокси-
да мышьяка [2, 3].

В качестве альтернативы обжигу активно внедряется техно-
логия бактериального окисления. Процесс биоокисления для пе-
реработки «упорных» золотосодержащих руд и  концентратов 
внедрен в 1986 г. Технология биоокисления BIOX® была успеш-
но применена на золотом руднике Fairview в Южной Африке [4]. 
Данная технология показала высокую надежность, и в настоящее 
время в мире существует 19 подобных производств. 

Метод бактериального вскрытия «упорных» золотосодержа-
щих руд и концентратов основан на применении автотрофных 
бактерий Acidothiobacillus ferrooxidans, окисляющих золотосодер-
жащие сульфиды железа до конечных химических соединений 
(сульфата и  арсената железа, серной кислоты) без применения 
высоких давлений и  температур. Освобождающееся при этом 
золото становится доступным для выщелачивания цианистыми 
растворами. Переработка мышьяксодержащих руд с  использо-
ванием бактериального выщелачивания является экологически 
чистой и экономически рентабельной технологией.

Цель исследования – выделение аборигенных умеренно тер-
мофильных бактериц для биоокисления золотосодержащего арсе-
нопиритного концентрата.
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Материалы и методы. Накопительные культуры умеренно 
термофильных железо- и  сероокисляющих бактерий получали 
на питательной среде следующего состава (г/л): (NH4)2S04 – 0,5; 
МgSО4 × 7Н2О – 0,3; NaС1 – 0,2; KН2РО4 – 0,2; Са(NO3)2 × 4Н2О – 
0,07; дрожжевой экстракт – 0,002, рН 1,8–2,0. В качестве неорга-
нического источника энергии использовали раствор двухвалент-
ного железа (4,5 г/л).

Выделение чистых культур осуществляли на среде Сильвер-
мана и Люндгрена 9К [5].

Количественный учет микроорганизмов проводили методом 
серийных разведений и методом прямого подсчета, использова-
ли микроскоп «����������������������������������������������ZeissStandart��������������������������������� 25» с фазово-контрастным устрой-
ством [6].

Идентификацию бактериальных культур выполняли на осно-
вании изучения морфологических и физиолого-биохимических 
признаков в соответствии с определителем бактерий Берджи [7].

Значение рН и окислительно-восстановительный потенциал 
(Eh) определяли с помощью анализатора «Mettler Toledo Seven 
Multi S47-K».

Определение концентрации металлов проводили методом атом-
ной абсорбции [8] с атомизацией в графитовой печи с использо-
ванием атомно-абсорбционного спектрометра «Квант-2АТ».

Концентрацию ионов Fe3+ и Fe2+ в жидкой фазе определя- 
ли спектрофотометрическим методом, используя колориметр 
«КФК-2» [9]. 

Видовую идентификацию бактерий проводили на основа- 
нии анализа нуклеотидной последовательности гена 16SрРНКс 
использованием универсальных праймеров [10]. Секвенирова-
ние осуществляли с применением набора Big Dye Terminatorv.3.1 
Cycle SequencingKit («Applied Biosystems») согласно инструкции 
производителя. Разделение продуктов реакции секвенирования 
осуществляли на автоматическом генетическом анализаторе 
«3730������������������������������������������������������    xlDNAAnalyzer�����������������������������������������    » («�������������������������������������   Applied������������������������������    �����������������������������  Biosystems�������������������  »). Для филогенети-
ческого анализа использовали программное обеспечение Mega 5.0. 

Результаты и обсуждение. Для выделения хемолитотрофных 
бактерий, обладающих повышенной устойчивостью к мышьяку, 
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были отобраны пробы рудного материала из золотоносных место-
рождений Бестобе и Орловское с высоким содержанием данного 
элемента. Химический состав руд приведен в табл. 1.

Из отобранных образцов были получены накопительные куль-
туры. Для этого в колбы Эрленмейера объемом 750 мл, содержа-
щие 100 мл жидкой питательной среды, вносили по 5 г образцов 
руды, культивировали на термостатируемых орбитальных шей-
керах при 50 °С. Так как прямая микроскопия была затруднена 
из-за наличия кусочков руды, рост хемолитотрофных бактерий 
регистрировали по косвенным признакам – переходу двухвалент-
ного железа (Fe2+) в  окисленную трехвалентную форму (Fe3+) 
и снижению рН раствора, которые анализировали ежесуточно. 

В дальнейшем накопительные культуры были использованы 
для получения чистых культур путем последовательных десяти-
кратных разведений на среде 9К по разработанной нами схеме. 
Из каждой накопительной культуры, в которой регистрировался 
рост хемолитотрофных бактерий, отбирали по 0,5 мл и делали 
ряд последовательных десятикратных разведений до 10–9. Бакте-
рии, полученные в рядах последовательных разведений, культи-
вировали в колбах на орбитальном шейкере при 50 °С в течение 
14 сут. Рост хемолитотрофных бактерий регистрировали с помо-
щью микроскопии, по изменению рН раствора и окислению двух-
валентного железа (рис. 1). Из последней пробирки, где регистри-
ровался рост бактерий, готовили новую серию последовательных 
десятикратных разведений. Всего было поставлено 5 циклов.

В результате получены две чистые культуры умеренно термо-
фильных железоокисляющих бактерий – ST-12 (из месторожде-
ния Бестобе) и ОT-1 (из месторождения Орловское). Проведена 
идентификация выделенных бактериальных культур на основании 

Т а б л и ц а  1.  Результаты атомно-абсорбционного анализа руд 
из золотоносных месторождений Бестобе и Орловское

Месторождение
Определяемый элемент, г/т

Cu Au Ag Fe As S

Бестобе 397,2 8,1 4,5 44748,9 5209,5 49542,0
Орловское 15234,0 5,2 3,1 102569,1 4547,4 73254,0
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морфологических и физиолого-биохимических признаков. Уста-
новлено, что они представляют собой грамположительные споро-
образующие палочки размером 0,6–0,8 × 1,0–3,0 мкм, располо-
женные одиночно или парами (рис. 2). Аэробы. Помимо неорга-
нических источников энергии – ионов двухвалентного железа – 
требуют наличия следовых количеств органического углерода.

Рис. 1. Схема выделения чистых культур хемолитотрофных бактерий, 
окисляющих железо

Рис. 2. Микрофотографии выделенных культур умеренно термофильных 
железоокисляющих бактерий: а – ST-12; б – ОТ-1
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Изучение зависимости скорости роста выделенных бактериаль-
ных культур и их железоокисляющей способности от температу-
ры показало, что для штамма ST-12 оптимальной является тем-
пература 45–50 °С (рис. 3). Штамм ОT-1 характеризовался более 
широким температурным диапазоном роста. Показатели скорости 

Рис. 3. Влияние температуры культивирования на рост и окислительную 
активность штамма ST-12: а – окисление железа; б – титр клеток

Рис. 4. Влияние температуры культивирования на рост и окислительную 
активность штамма ОT-1: а – окисление железа; б – титр клеток
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роста и железоокисляющей способности данного штамма также 
были максимальными при 45–50 °С, однако при 55 °С они сни-
жались не так значительно, как у штамма ST-12 (рис. 4).

Исследование влияния кислотности среды на рост и разви-
тие выделенных бактериальных культур показало, что для обоих 
штаммов оптимальным является диапазон рН 1,8–2,2 (пример 
для штамма ST-12 представлен на рис. 5).

С целью видовой идентификации и определения филогенети-
ческого родства выделенных бактериальных культур проведе- 
но секвенирование нуклеотидной последовательности фрагмен-
та гена 16S рРНК и сравнение полученных последовательностей 
с референтными последовательностями из международной базы 
данных GenBank. На основании полученных данных штаммы 
ST-12 и ОТ-1 отнесены к виду Sulfobacillus thermosulfidooxidans 
(уровень гомологии 99% со штаммами Sulfobacillus thermosulfido- 
oxidans DSM 9293 и Sulfobacillus thermosulfidooxidans G���������2). Фило-
генетическое дерево, построенное на основании нуклеотидных 
последовательностей гена 16SрРНК, представлено на рис. 6. 

Таким образом, на основе физиолого-биохимических иссле-
дований и  филогенетического анализа выделенные культуры 

Рис. 5. Влияние кислотности среды на рост и окислительную активность 
изолята штамма ST-12: а – окисление железа; б – титр клеток
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идентифицированы как Sulfobacillus thermosulfidooxidans ST-12 
и Sulfobacillus thermosulfidooxidans ОT-1.

Штаммы S. thermosulfidooxidans ST-12 и OT-1 депонированы 
в Депозитарии ТОО «Казахский научно-исследовательский инсти-
тут перерабатывающей и пищевой промышленности» под номе-
рами B-731 и B-732 соответственно. 

Немаловажным аспектом при разработке технологии чаново-
го биовыщелачивания мышьякосодержащей золотой руды являет-
ся устойчивость производственных штаммов микроорганизмов 
к  повышенному содержанию мышьяка. Нами изучена природ-
ная устойчивость выделенных культур умеренно термофильных 
железоокисляющих бактерий к  мышьяку. Для этого штаммы 
S.  thermosulfidooxidans ST-12 и  ОT-1 засевали на питательные 
среды с различной концентрацией мышьяка (г/л): 0,5; 1,0; 1,5; 2,0. 
Анализ биохимической активности бактериальных культур опре-
деляли по динамике окисления двухвалентного железа. В отсут-
ствие в среде мышьяка оба штамма полностью окисляли двух-
валентное железо за 30 ч роста (рис. 7). Внесение арсената нат- 
рия в концентрации 0,5 г/л значительно снижало окислительную 
активность исследуемых культур – полное окисление двухвалент-

Рис. 6. Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения ну-
клеотидных последовательностей генов, кодирующих 16S рРНК, выделенных 
культур умеренно термофильных железоокисляющих бактерий и референт-
ных последовательностей из базы данных �������������������������������GenBank������������������������, с использованием алго-

ритма neighbor-joining 
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ного железа происходило через 48 ч. Добавление в среду арсената 
натрия в концентрации 1,0 и 1,5 г/л почти полностью ингибиро-
вало окислительную способность штамма S. thermosulfidooxidans 
ST-12, в то время как штамм S. thermosulfidooxidans ОT-1 сохранял 
окислительную активность на уровне соответственно 60 и 30% 
от контроля (без арсената). Полученные данные свидетельствуют, 
что штамм S. thermosulfidooxidans ОT-1 обладает большей природ-
ной устойчивостью к мышьяку по сравнению с S.��������������� t�������������hermosulfido-
oxidans ST-12.

Проведена адаптивная селекция выделенных культур уме-
ренно термофильных железоокисляющих бактерий, направленная 
на увеличение их устойчивости к высокому содержанию мышьяка 
в среде. Селекцию осуществляли путем последовательных пере-
севов бактериальных культур на среду 9К с постепенным повыше-
нием концентрации мышьяка. В результате адаптивной селекции 
устойчивость штамма S.  thermosulfidooxidans ST-12 к мышьяку 
увеличена с 0,5 до 11 г/л, штамма S. thermosulfidooxidans ОT-1 – 
с 1 до 13 г/л, что соответствует технологическим требованиям 
для обработки аресенопиритного золотого концентрата место-

Рис. 7. Влияние присутствия в среде арсената натрия на железоокисляющую 
активность выделенных культур умеренно термофильных железоокисляющих 

бактерий: а – S. thermosulfidooxidans ST-12; б – S. thermosulfidooxidans ОT-1
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рождения Бестобе. Динамика окисления железа адаптированными 
к высоким концентрациям мышьяка штаммами S. ��������������thermosulfido-
oxidans ST-12 и ОT-1 представлена на рис. 8.

Совместно с представителями АО «ГМК Казахалтын» – вла-
дельцами месторождения Бестобе – проведено испытание на пи-
лотной установке эффективности консорциума адаптированных 
к  высоким концентрациям мышьяка штаммов S.  thermosulfido- 
oxidans ST-12 и ОT-1 для обработки аресенопиритного золотого 
концентрата. Для проведения исследований использовали скон-
струированную нами опытную установку биовыщелачивания, 
состоящую из питающей емкости, трех первичных и трех после-
довательных реакторов (рис. 9, 10).

В связи с высокой окислительной активностью исследуемых 
бактериальных культур реакторы были изготовлены из пласти-
ка. Резервуар P1 – питающий реактор объемом 10 л; резервуары 
S���������������������������������������������������������������1, ������������������������������������������������������������S�����������������������������������������������������������2, ��������������������������������������������������������S�������������������������������������������������������3 – первичные реакторы; резервуары ��������������������S�������������������4, ����������������S���������������5, ������������S�����������6 – вторич-
ные реакторы, объем каждого реактора составляет 6 л. В реак-
торах температура поддерживалась на уровне 45  °С, скорость 
вращения мешалки – 700 об/мин, аэрация – 100 л/ч. Эксперимент 

Рис. 8. Динамика окисления железа адаптированными к высоким концентра-
циям мышьяка штаммами умеренно термофильных железоокисляющих 

бактерий: а – S. thermosulfidooxidans ST-12; б – S. thermosulfidooxidans ОT-1
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проводили при содержании в растворе 10% арсенопиритного кон-
центрата месторождения Бестобе, кислотность среды поддержи-
валась на уровне рН 1,4–1,6. Для контроля технологического про-
цесса дважды в день отбирали образцы раствора арсенопиритно-
го концентрата и определяли содержание в них ионов Fe2+, Fe3+, 
концентрацию мышьяка, окислительно-восстановительный по-
тенциал (ОВП), титр клеток бактерий. Результаты исследований 
приведены в табл. 2.

Рис. 9. Аппаратная схема чанового бактериального окисления сульфидных 
концентратов

Рис. 10. Опытная установка чанового бактериального окисления сульфидных 
концентратов
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Т а б л и ц а  2.  Основные показатели биоокисления 
арсенопиритного концентрата консорциумом адаптированных 

к высоким концентрациям мышьяка штаммов 
S. thermosulfidooxidans ST-12 и ОT-1 Бестобе

Параметры Первичные  
реакторы Биореактор S4 Биореактор S5 Биореактор S6

Время пребывания, сут 4 4 4 4
ОВП, мВ 650 665 680 680
Концентрация, г/л Fe3+ 8,19 12,69 16,74 19,74

Fe2+ 0 0 0 0
As 5,06 7,95 9,64 10,78

Расход H2SO4, г/л 120 0 0 0
Титр клеток бактерий, 
109 КОЕ/мл 6,3 5,2 4,6 4,8

Полученные данные позволяют заключить, что в непрерыв-
ных условиях процесс бактериального окисления протекает до-
статочно эффективно: уже в первичных биореакторах выход же-
леза и мышьяка в раствор составляет 39 и 46% соответственно, 
во вторичном биореакторе S6 – 94 и 98% соответственно. Выход 
железа и мышьяка в раствор свидетельствует об эффективности 
консорциума адаптированных к высоким концентрациям мышья-
ка штаммов S. thermosulfidooxidans ST-12 и ОT-1 и разработанной 
технологической схемы биоокисления арсенопиритного концент- 
рата месторождения Бестобе. Результаты извлечения золота под-
тверждают эффективность предложенной технологии обработ-
ки арсенопиритного концентрата: при бактериальном окислении 
выход золота составляет 95,6%, тогда как в необработанном кон-
центрате – лишь 43,2%.

Заключение. Из золотоносных месторождений Бестобе 
и  Орловское выделены два штамма умеренно термофильных 
железо- и  сероокисляющих бактерий – S. thermosulfidooxidans 
ST-12 и ОT-1, ����������������������������������������������изучены их культурально-морфологические и био-
химические свойства. С помощью адаптивной селекции увели-
чена устойчивость выделенных культур к  высокому содержа-
нию мышьяка в  среде: штамма S.  thermosulfidooxidans ST-12 – 
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с  0,5 до 11  г/л, S.  thermosulfidooxidans ОT-1 – с  1 до 13 г/л. 
Совместно с компанией АО «ГМК Казахалтын» проведены пи-
лотные испытания технологии чанового бактериального выще-
лачивания арсенопиритного концентрата с использованием кон-
сорциума адаптированных к высоким концентрациям мышьяка 
штаммов S. thermosulfidooxidans ST-12 и ОT-1. Экспериментально 
подтверждена эффективность предложенной технологии обработ-
ки арсенопиритного концентрата: при бактериальном окислении 
выход золота составил 95,6%, тогда как в необработанном кон-
центрате – лишь 43,2%. По результатам проведенных работ бу-
дет проведено масштабирование разработанной технологии не-
посредственно на месторождении Бестобе. 
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The isolation of indigenous moderately thermophilic iron and sulfur-oxidizing 
bacteria Sulfobacillus thermosulfidooxidans ST-12 and Sulfobacillus thermosulfidooxi-
dans OT-1 from gold deposits Bestobe and Orlovsky and evaluation of their morpho- 
logical and biochemical properties were performed. Adaptation of isolated bacterial 
strains to high levels of arsenic in medium enabled to increase resistance to this element 
from 0.5 g/l to 11 g/l in strain S. thermosulfidooxidans ST-12 and from 1 g/l to 13 g/l 
in strain S. thermosulfidooxidans OT-1. Experimental testing of tank bacterial leaching 
of arsenopyrite concentrate using adapted to arsenic cultures of sulfobacilli was 
conducted. It was established that bacterial oxidation led to increase of the yield 
of gold up to 95.6%, in contrast to only 43.2% in raw concentrate.

Поступила 10.04.2015 г.



349

УДК 579.6 + 571.27 

Е. П. КИСЕЛЕВА1, В. В. ШОСТАК2, А. П. ЕЗУБЕЦ2, 
К. И. МИХАЙЛОПУЛО1, Э. ШВАЙЦЕР ДЕЙ3, 

Н. В. БОНДАРЕВИЧ 4, Г. И. НОВИК4

ПОЛИКЛОНАЛЬНЫЕ АНТИТЕЛА КРОЛИКОВ, 
ИММУНИЗИРОВАННЫХ ЦЕЛЫМИ КЛЕТКАМИ 

SACCHAROMYCES CEREVISIAE БИМ Y-195 
ИЛИ DEBARYOMYCES HANSENII БИМ Y-4: 

МЕТОДОЛОГИЯ ТЕСТИРОВАНИЯ 
И ОСНОВНЫЕ СВОЙСТВА 

1Институт биоорганической химии НАН Беларуси,  
Минск, Беларусь, epkiseleva@yandex.ru 

2Белорусский государственный университет, Минск, Беларусь, 
3Технический Университет, Лунд, Швеция 
4Институт микробиологии НАН Беларуси  

Минск, Беларусь, galina_novik@mbio.bas-net.by

В результате иммунизации кроликов клетками Saccharomyces cerevisiae 
БИМ Y-195 или Debareomyces hansenii БИМ Y-4 получены поликлональные 
антитела (ПАТSc Y‑195 и ПАТDh Y-4 соответственно), имеющие одинаковый ра-
бочий титр, 1/1000–1/16 000. Перекрестные реакции ПАТSc Y‑195 с антигенами 
Sc Y-195 и ПАТDh Y-4 с антигенами Dh Y-4 составляют менее 1%. ПАТSc Y‑195 
специфичны к  антигенам, общим для представителей родов Saccharomyces, 
Kluyveromyces, Debareomyces, Candida и Pichia. ПАТDh Y-4 имеют более узкую 
специфичность и  взаимодействуют с  антигенами большинства штаммов 
D. hansenii, D. nepalensis БИМ Y-37, P. anomala БИМ Y-215, P. fermentans БИМ Y‑123 
и  только одного представителя рода Saccharomyces (S.  castelli БИМ Y-244). 
Дрожжи родов Kluyveromyces и Candida не содержат антигенов, перекрестно 
реагирующих с ПАТDh Y-4. Полученные ПАТ пригодны для количественного 
определения клеток любого из исследованных микроорганизмов при двух усло-
виях: (1) значения перекрестной реакции ����������������������������������c��������������������������������� его антигенами составляют не ме-
нее 10%; (2) в  анализируемом материале не присутствуют другие дрожжи, 
имеющие значения перекрестной реакции, превосходящие 1%.

Введение. Поликлональные антититела (ПАТ) к  антигенам 
микроорганизмов находят применение в научных исследованиях, 
направленных на выяснение локализации и динамики синтеза бак-
териальных биополимеров [1], в производстве продуктов питания 
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и биологически активных добавок [2–4], в здравоохранении (меди-
цинской диагностике) [5, 6]. 

Для использования ПАТ в  качестве реагентов необходимо 
произвести их первичную характеристику, включающую опре-
деление рабочего титра и  специфичности. Определение титра 
ПАТ позволяет сделать вывод об экономической целесообразно-
сти их использования, а определение специфичности ПАТ необ-
ходимо для понимания задач, для решения которых пригодны 
данные ПАТ. 

Дрожжевые грибы Saccharomyces cerevisiae и Debareomyces 
hansenii являются биотехнологически значимыми объектами. 
Дрожжи S.  cerevisiae традиционно используются в  виноделии, 
пивоварении и хлебопечении, а также в производстве кисломо-
лочных продуктов [7]. Клетки S.  cerevisiae применяют в  каче-
стве пищевой добавки, богатой полноценным белком, витами-
нами группы В и микроэлементами, особенно полезной для ве-
гетарианцев [8]. Экстракты и  аутолизаты клеток S.  cerevisiae 
используют в пищевой промышленности в качестве ароматиза-
торов и добавок, придающих продуктам водо- и жироудержива-
ющие свойства [9, 10]. Дрожжи S. cerevisiae являются промыш-
ленными продуцентами многих соединений: этанола, глицерола 
и аминокислот; эргостерина, используемого в качестве исходного 
продукта в производстве жирорастворимого витамина D2 [11, 12] 
и ряда ферментов, в частности инвертазы (β-фруктофуранозидазы, 
EC 3.2.1.26), гидролизующей сахарозу до глюкозы и фруктозы. 
Инвертаза находит применение в  тех отраслях пищевой про-
мышленности, в  которых фруктоза является более предпочти-
тельной, чем сахароза, в силу меньшей склонности к кристалли-
зации и более сладкого вкуса, например, при производстве ле-
денцов и джема [13]. 

Кроме того, дрожжи S.  cerevisiae широко используют для 
биодеградации отходов пищевой промышленности, результатом 
которой является получение обогащенных белком кормовых до-
бавок для сельскохозяйственных животных [12], производства 
генно-инженерных белков человека [14], а также в качестве мо-
дели для исследования клеток эукариот [15]. 
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Дрожжи D. hansenii традиционно используются в производ-
стве сыра [16], сырокопченых колбас и ветчины [17], а перспек-
тивы их использования в  технологии производства продуктов 
питания в  качестве источника ароматизаторов и  соединений 
с влаго- и жироудерживающими свойствами оцениваются очень 
высоко [18], в  частности, благодаря устойчивости D.  hansenii 
к ряду внешних факторов: высокой концентрации солей, высу-
шиванию, замораживанию и осмотическому давлению [19]. 

Дрожжи D. hansenii находят применение в качестве биомате-
риала, используемого в рецепторном элементе биосенсора, пред-
назначенного для оценки биохимического потребления кисло-
рода; данный показатель определяют при мониторинге органи-
ческих загрязнений поверхностных, грунтовых и  сточных вод 
[20]. Кроме того, D. hansenii позволяют осуществлять биореме-
диацию токсических веществ, являющихся результатом произ-
водственной деятельности человека, в частности, полихлориро-
ванных бифенилов [21] и алканов [22].

Многие штаммы S. cerevisiae обладают пробиотическими свой-
ствами и не уступают по степени их выраженности S. cerevisiae 
var. boulardii [23–25], общепризнанному пробиотику [26]. Иммуно-
модулирующие и противовоспалительные свойства S. cerevisiae, 
доказанные в исследованиях с использованием культур клеток 
кишечного эпителия [27] и экспериментальных животных [28, 29], 
позволили рекомендовать S. cerevisiae и  особенно S.  cerevisiae 
var. boulardii для профилактики и лечения инфекционных и вос-
палительных заболеваний кишечника человека [26, 30]. Дрожжи 
D. hansenii оказались эффективными при использовании в ры-
боводческих хозяйствах для стимуляции иммунной системы 
и модуляции состава кишечной микробиоты рыб [31, 32]. 

В составе клеточных стенок дрожжей идентифицированы 
вещества с  иммуномодулирующими свойствами, β-1-3-глюкан 
[33, 34], хитин [35] и  гликопротеиновый комплекс, известный 
как зимозан [36]; указанные вещества являются общими для 
S. cerevisiae и D. hansenii. 

Иммуномодулирующее и  противовоспалительное действие 
β-1-3-глюканов [30] сочетается с  антимутагенным и  антиокси-
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дантным действием, важным для профилактики злокачественных 
новообразований [37], а также способностью понижать уровень 
холестерина и ускорять заживление ран [38]. Клеточные стенки 
дрожжей используются в  фармацевтике в  качестве препарата 
для повышения иммунитета [30] и  в косметических целях для 
защиты от негативного воздействия УФ-облучения и усиления 
регенерации клеток кожи [39].

Указанные выше области практического использования 
S.  cerevisiae и  D.  hansenii объясняют актуальность получения 
и  характеристики ПАТ, специфичных к  антигенам, характер-
ным для представителей этих дрожжевых грибов.

Цель исследования – определение рабочего титра и характе-
ристика специфичности ПАТ кроликов, иммунизированных це-
лыми клетками S. cerevisiae БИМ Y-195 или D. hansenii БИМ Y-4 
(ПАТSc Y-195 и  ПАТDh Y-4 соответственно), а  также определе- 
ние динамики титра сыворотки иммунизированных животных 
(антисыворотки, Ас) в ходе процесса иммунизации. 

Материалы и методы.
Микроорганизмы. Использовали дрожжевые грибы S. cerevisiae 

БИМ Y-195 (Sc Y-195), S. cerevisiae БИМ Y-184 (Sc Y-184), S. cerevisiae 
БИМ Y-183 (Sc Y-183), S. cerevisiae БИМ Y-41 (Sc Y-41), Saccharomyces 
paradoxus БИМ Y-148 (Sp Y-148), Saccharomyces castelli БИМ 
Y-244 (Scas Y-244), Saccharomyces kluyveri БИМ Y-264 (Sk Y-264), 
D. hansenii БИМ Y-4 (Dh Y-4), D.  hansenii БИМ Y-3 (Dh Y-3), 
D. hansenii БИМ Y-21 (Dh Y-21), D. hansenii БИМ Y-15 (Dh Y-15), 
Debareomyces nepalensis БИМ Y-37 (Dn Y-37), Debareomyces 
castelli БИМ Y-67 (Dc Y-67), Kluyveromyces lactis БИМ Y-188 
(Kl Y-188), K. lactis БИМ Y-189 (Kl Y-189), K. lactis БИМ Y-194 
(Kl Y-194), Candida kefyr БИМ Y-204 (Ck Y-204), Candida sake 
БИМ Y-43 (Cs Y-43), Candida tropicals БИМ Y-213 (Ct Y-213), 
Pichia fermentans БИМ Y-123 (Pf Y-123), Pichia anomala БИМ Y-215 
(Pa ������������������������������������������������������Y�����������������������������������������������������-215) из научной коллекции типовых и промышленно цен-
ных непатогенных микроорганизмов Института микробиологии 
НАН Беларуси.

Получение клеток дрожжей для иммунизации. Дрожжевые 
грибы Sc  Y-195 и  Dh  Y-4 культивировали 3  сут на сусло-агаре 
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при 26 °С. Сусло-агар: cусло пивное неохмеленное 7°Б, агар-агар 
2%, рН 5,5–6,0. Клетки смывали с  сусло-агара 0,01 М натрий-
фосфатным буфером, рН 7,5 (буфер 1), осаждали центрифуги- 
рованием при 2000  g в  течение 20  мин, используя центрифу- 
гу «Beckman TJ-6» («Beckman», США), и  промывали трижды 
тем же буфером. Клетки суспендировали в  20%-ном этаноле 
и выдерживали на водяной бане при 90 °С в течение 1 ч. Пере-
носили суспензию в  ампулы (по 0,5 мл) и лиофилизовали. Со-
держимое одной из ампул с Sc Y-195 и одной из ампул с Dh Y-4 
использовали для подтверждения потери клетками жизнеспо-
собности.

Иммунизацию шестимесячных самцов-кроликов осуществля-
ли на 1, 14, 28, 60, 90-й дни с начала процедуры. Препарат для 
иммунизации одного животного представлял собой суспензию, 
содержащую 2  мг сухих клеток Sc Y-195 или Dh Y-4, 250 мкл 
стерильного раствора 0,9%-ного NaCl, 0,5 мл Bayol F («Serva», 
Германия) и 12 мкл бензилового спирта. Вводили приготовлен-
ные препараты животным подкожно в  область лопаток. Забор 
крови осуществляли на 40, 72, 100-й день (1-й, 2-й и 3-й забор 
соответственно). Кровь выдерживали при 37 °С в течение 30 мин 
и при 4 °С в течение 4 ч, а затем центрифугировали при 1000 g 
в течение 15 мин. Сыворотку хранили при −70 °С, называя в даль-
нейшем АсSc Y-195 или АсDh Y-4.

Получение бесклеточной фракции. Клетки 21 штамма дрожжей 
культивировали на сусло-агаре, смывали и трехкратно промыва-
ли буфером 1 как указано выше. Клетки суспендировали в 1 мл 
буфера 1 и разрушали ультразвуком с использованием дисперга-
тора «Branson Digital Sonifier 450» («Branson», США) в следующих 
условиях: 22 кГц, рабочий цикл 50%, 2 мин. Осаждали облом- 
ки клеточных стенок центрифугированием при 13 000 g в тече-
ние 30 мин, используя центрифугу «Eppendorf Mini Spin plus» 
(«����������������������������������������������������������Eppendorf������������������������������������������������� ������������������������������������������������AG����������������������������������������������», Германия). Отбирали супернатант (бесклеточ-
ную фракцию, БФ). Измеряли значение оптической плотности 
при длине волны 260 нм в кювете с длиной оптического пути 1 см 
(А260 нм, 1 см) каждого раствора БФ, используя спектрофотометр 
(«Carl Zeiss», Германия).
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Иммуноферментный анализ (ИФА). Иммобилизовали анти-
гены в лунках планшетов Greiner bio-one (Германия), используя 
буфер 1. Промывали лунки после иммобилизации и каждой ста-
дии анализа 0,02 М натрий-фосфатным буфером, рН 7,5, содержа-
щим 0,2 М NaCl (буфер 2); промывку проводили 3 раза по 300 мкл 
из расчета на лунку. В качестве инкубационного использовали 
буфер 2, содержащий 1 г/л бычьего сывороточного альбумина 
(буфер 3). Анализ проводили в дубликатах. 

Определение рабочего титра ПАТ и выбор оптимальной кон-
центрации БФ �����������������������������������������������Sc��������������������������������������������� ��������������������������������������������Y�������������������������������������������-195 и БФ ���������������������������������Dh������������������������������� ������������������������������Y�����������������������������-4 в растворе для иммобилиза-
ции. Иммобилизовали антигены Sc �������������������������    Y������������������������    -195 из раствора БФ ука-
занного штамма (БФSc Y-195) со значениями А260 нм, 1 см, равными 
0,05; 0,1; 0,2 и 0,4 ед. опт. п. (серии № 1 – № 4 соответственно), 
из расчета 100 мкл на лунку, при 4 °С в течение ночи. Готовили 
серию из четырех растворов АсSc Y-195 3-го забора со значениями 
титра в диапазоне 1/1000–1/1 024 000. Каждый раствор вносили 
в соответствующие лунки серий № 1 – № 4 из расчета 100 мкл 
на лунку; инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. Конъюгат анти-
тел барана против иммуноглобулинов кролика с  пероксидазой 
из корней хрена (sheep anti rabbit – horseradish peroxidase, ShAR-HRP) 
с предварительно подобранным титром 1/20 000 вносили во все 
лунки из расчета 100 мкл на лунку и инкубировали в течение 1 ч 
при 37 °С. Инициировали и останавливали ферментативную реак-
цию HRP как указано в работе [40], измеряли A450 с использова-
нием спектрофлуориметра «Infinite M200» («Tecan», Австрия). Ана-
логичным образом проводили эксперимент, используя БФDh Y-4 
вместо БФSc Y-195 и АсDh Y-4 (3-й забор) вместо АсSc Y-195.

Определение значений перекрестной реакции ПАТ, специфич-
ных к антигенам Sc Y-195 или Dh Y-4 (ПАТSc Y-195 или ПАТDh Y-4), 
с  антигенами других штаммов дрожжей. Иммобилизовали 
БФSc Y-195 из раствора со значением А260 нм, 1 см, равным 0,1 ед. 
опт. п., в  лунках 22 серий (по одной серии для каждого из 
21 штамма дрожжей и серии № 0 для пробы B0) в указанных вы-
ше условиях. 

Готовили 21 серию растворов, по 6 проб (В1–В6) в каждой се-
рии. Каждая проба содержала АсSc Y-195 (3-й забор) в титре 1/2 000 
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и определенное количество БФ одного из штаммов, соответству-
ющее указанным ниже значениям А260нм, 1см: штамм Sc Y-195 – 
0,06; 0,11; 0,23; 0,46; 0,91 и  1,82 ед. опт. п.; штаммы Dh Y-3, 
Dn Y-37, Sc Y-195, Sc Y-41, Sc Y-184, Dc Y-67, Pf Y-123, Sp Y-148, 
Sc Y-183, Ck Y-204, Kl Y-188, Kl Y-189, Kl Y-194, Pa Y-215, 
Scas Y-244, Sk Y-264 – 0,57; 1,14; 2,27; 4,55; 9,09 и 18,18 ед. опт. п.; 
штаммы Dh Y-4, Dh Y-15, Dh Y-21, Cs Y-43, Ct Y-213 – 0,28; 0,57; 
1,14; 2,27; 4,55 и 9,09 ед. опт. п. Кроме того, готовили одну общую 
пробу для всех штаммов, содержащую АсSc Y-195 (3-й забор) в тит- 
ре 1/2000 и буфер 3 вместо БФ (проба В0). 

Содержимое пробы В0 и проб В1–В6 серий № 1–21 вносили 
в соответствующие лунки в дублях (пробы серий № 1–21 в лун-
ки серий № 1–21 соответственно; пробу В0 в четыре лунки се- 
рии № 0) из расчета 100 мкл на лунку и инкубировали в течение 
1 ч при 37 °С. Промывали лунки как указано выше. Завершали 
ИФА как указано выше.

Аналогичным образом проводили эксперимент, используя для 
иммобилизации антигенов БФDh Y-4 вместо БФSc Y-195 и АсDh Y-4 
(2-й забор) в титре 1/2000 вместо АсSc Y-195 (3-й забор). Серия рас-
творов, содержащих БФDh Y-4, имела значения А260нм, 1см, равные 
0,06; 0,11; 0,23; 0,46; 0,91 и 1,82 ед. опт. п.; серия растворов, со-
держащих БФSc Y-195, имела значения А260нм, 1см, равные 0,57; 1,14; 
2,27; 4,55; 9,09 и 18,18 ед. опт. п. Растворы, содержащие БФ дру-
гих штаммов, использовали в концентрациях, указанных выше. 

Результаты и  обсуждение. В исследовании использовали 
штаммы дрожжевых грибов S. cerevisiae БИМ Y-195 и D. hansenii 
БИМ Y-4 и 19 штаммов дрожжевых грибов того же семейства, 
включая 3 других штамма S. cerevisiae, 3 штамма других видов 
рода Saccharomyces, 3 других штамма D. hansenii, 2 других вида 
рода Debareomyces, 3 штамма K. lactis, 3 представителя разных 
видов рода Candida и 2 представителя разных видов рода Pichia. 
Выбор микроорганизмов, являющихся дополнительными по отно-
шению к тем, которые использовались для иммунизации живот-
ных, объясняется необходимостью определения степени специ-
фичности ПАТ, т. е. их специфичности к антигенам определенного 
штамма, вида или рода. БФ каждого штамма, представляющую 
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собой совокупность цитоплазмы и компонентов клеточной стен-
ки, переходящих в раствор при разрушении клеток ультразвуком, 
использовали в качестве источника антигенов. Мерой концент- 
рации БФ служило значение показателя А 260 нм, 1 см, пропорцио-
нальное концентрации общих нуклеиновых кислот в  составе 
БФ, а  следовательно, пропорциональное числу клеток штамма, 
использованных для получения БФ [40].

Определение рабочего титра Ас кроликов, иммунизирован-
ных клетками штамма Sc Y-195 или штамма Dh Y-4, проводили 
в ходе прямого двухстадийного ИФА. Одновременно выбирали 
концентрации БФ штаммов Sc Y-195 и Dh Y�����������������������-4 в растворе для иммо-
билизации, обеспечивающие оптимальные количества антигенов 
указанных штаммов на твердой фазе.

Общеизвестно, что Ас с высоким титром ПАТ можно полу-
чить только в результате неоднократной иммунизации. В связи 
с этим использовали препараты АсSc Y-195 и АсDh Y-4 3-го забора 
(полученные после 4-й стадии иммунизации и  потенциально 
имеющие максимальный рабочий титр) в виде серии растворов 
с титром 1/1000–1/1 024 000. Выбор границ диапазона титра Ас 
обусловлен тем, что Ас с титром более чем 1/1 000 000 удается 
получать крайне редко, а Ас с титром ниже 1/1000 использовать 
нецелесообразно. Полученные результаты представляли в полу-
логарифмической системе координат в связи с широким диапа-
зоном титра Ас (рис. 1). Форма графиков свидетельствует о том, 
что зависимость значений А450 (т. е. количества ПАТ, находящих-
ся в составе иммунных комплексов с иммобилизованными анти-
генами) от концентрации Ас в пробе (т. е. титра Ас) наблюдается 
в относительно узком диапазоне, 1/1000–16 000, соответствующем 
диапазону рабочего титра АсSc Y-195 и АсDh Y-4 3-го забора. 

Кроме того, данные рис. 1 свидетельствуют о том, что кон-
центрации БФ штаммов Sc Y-195 и Dh Y�����������������������-4 в растворе для иммо-
билизации, равные 0,1 ед. опт. п., являются оптимальными для 
ИФА, так как позволяют получить те же результаты, что и концент- 
рации БФ, соответствующие значениям А260 нм, 1 см, равным 0,2, 
но при этом обеспечивают двукратную экономию соответству-
ющих препаратов БФ. Это важно для последующего проведения 
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 Рис. 1. Концентрационная зависимость связывания ПАТ кроликов, 
иммунизированных клетками Sc Y-195 (a) или Dh Y-4 (б), 

с иммобилизованными антигенами соответствующих штаммов. 
Источником антигенов служили растворы БФSc Y-195 (а) и БФDh Y-4 (б) 

со значениями A260 нм, 1 см, равными (0,05–0,4) ед. опт. п.
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конкурентного ИФА, в  котором необходимо использовать рас-
творы БФ со значениями А260 нм, 1 см, превышающими значения 
А260 нм, 1 см в  растворе для иммобилизации в  10–20 раз (для 
штаммов, используемых для иммунизации) и 100–200 раз (для 
других штаммов, потенциально содержащих антигены, иден-
тичные или подобные антигенам штаммов Sc Y-195 и Dh Y-4).

Определение динамики титра АсSc Y-195 и АсDh Y-4 в ходе про-
цедуры иммунизации. Известно, что для получения антител не-
обходима неоднократная инъекция антигена. В данной работе 
1-й забор крови осуществляли после 3-й стадии иммунизации, 
а 2-й и 3-й заборы – после 4-й и 5-й стадий иммунизации соот-
ветственно. В результате выполнения прямого двухстадийного 
ИФА сравнивали рабочий титр препаратов АсSc Y-195 и АсDh Y-4, 
полученных в результате 1-го, 2-го и 3-го заборов крови. Полу-
ченные данные представлены на рис. 2.

Значения х1 – х3 на графике (рис. 2, а) подчиняются пропор-
ции х3 < х2 < х1, т. е. одно и то же значение А450 в ИФА можно 
было получить, используя АсSc Y-195 3-го забора с более высоким 
титром (или более низкой концентрацией), чем АсSc Y-195 2-го за-
бора и тем более АсSc Y-195 1-го забора. Таким образом, рабочий 
титр Ас кролика, иммунизированного целыми клетками штамма 
Sc ����������������������������������������������������������Y���������������������������������������������������������-195, возрастал в ходе всей процедуры иммунизации; макси-
мальный рабочий титр имеет препарат АсSc Y-195, полученный 
в результате 3-го забора крови.

Значения х1–х3 на графике, представленном на рис. 2, б, под-
чиняются пропорции х2 < х1 < х3, т. е. рабочий титр Ас кролика, 
иммунизированного целыми клетками штамма Dh Y�����������-4, возрас-
тал в период между 1-м и 2-м забором крови, а затем снижался; 
максимальный рабочий титр имеет препарат АсDh Y-4, полученный 
в результате 2-го забора крови.

Приемлемый по меркам ИФА, но относительно невысокий ра-
бочий титр АсSc Y-195 и АсDh Y-4, а также отмеченные особенности 
динамики титра АсDh Y-4 указывают на возможность и необходи-
мость оптимизации схемы иммунизации животных, что является 
важным методическим указанием для специалистов в  области 
получения ПАТ, специфичных к антигенам микроорганизмов.
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Рис. 2. Связывание ПАТ, находящихся в составе Ас кроликов, 
иммунизированных клетками Sc Y-195 (а) или Dh Y-4 (б), 

с иммобилизованными антигенами дрожжей соответствующих штаммов. 
Использованы пробы Ас кролика, полученные в результате 1-го, 2-го 

и 3-го заборов крови, проведенных после 2-й, 3-й и 4-й стадий 
 иммунизации животных соответственно



360

Определение специфичности ПАТSc Y-195 и ПАТDh Y-4 проводи-
ли методом конкурентного ИФА. Показателем специфичности 
ПАТ являются значения их перекрестной реакции с антигенами 
родственных микроорганизмов. 

Как правило, антигены, находящиеся в жидкой фазе (АГжф) 
и те же антигены, адсорбированные на твердой фазе, представля-
ющей собой полистирол (АГтф), эффективно конкурируют за свя-
зывание со специфическими ПАТ (т. е. позволяют получить зна-
чения Вn/В0, ≥ 50%) при 5–10-кратном избытке АГжф по отноше-
нию к АГтф. В связи с этим иммобилизовали антигены штаммов 
Sc  Y-195 и  Dh Y-4 из растворов соответствующих препаратов 
БФ со значениями А260 нм, 1 см, равными 0,1, а в качестве источ- 
ника конкурирующих антигенов использовали серию раство- 

Рис. 3. Конкуренция антигенов Sc Y-195, иммобилизованных на твердой фазе, 
с находящимися в растворе антигенами Sc Y-183, Sc Y-184, Sc Y-41, Sp Y‑148, 
Sk Y-264, Cs Y-43, Ck Y-204, Ct Y-213 и Dh Y-3 за связывание с ПАТ кролика, 
иммунизированного клетками Sc Y-195: а и (х1–х6) – концентрации находя-
щихся в растворе антигенов Sc Y-195 (контроль) и антигенов других штаммов 
дрожжей, соответствующие значениям Bn/Bo, %, равным 50%. Погрешности 

находятся в диапазоне ±5%
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ров БФ того же штамма со значениями А260  нм,  1  см, равными 
(0,06–1,82) ед. опт. п.; при этом соотношение АГжф/АГтф состав-
ляло (0,6–18,2). Принимали во внимание, что БФ остальных 
штаммов дрожжевых грибов могут либо не содержать антигены, 
идентичные или подобные антигенам штаммов Sc Y-195 и Dh Y-4, 
либо содержать их в существенно более низкой концентрации. 
В связи с этим в жидкой фазе использовали препараты БФ осталь-
ных штаммов со значениями А260 нм, 1 см, равными 0,6–18,2 или 
0,3–9,1 ед. опт. п.; значения А260 нм, 1 см, равные 18,2 и 9,1 ед. опт. п., 
соответствовали соотношениям АГжф/АГтф, равным 182 и 91 соот-
ветственно. Использовали АсSc Y-195 3-го забора и АсDh Y-4 2-го за-
бора с титром 1/2000, находящимся в рабочем диапазоне и даю-
щем в ИФА значения А450 не ниже 1 ед. опт. п. (рис. 2). Данные, 

Рис. 4. Конкуренция антигенов Sc Y-195, иммобилизованных на твердой фазе, 
с находящимися в растворе антигенами Scas Y-244, Dh Y-15, Dn Y-37, Dc Y-67, 
Kl Y-188, Kl Y-189, Kl Y-194, Pa Y-215 и Pf Y-123 за связывание с ПАТ кролика, 
иммунизированного клетками Sc Y-195: а и (х1–х8) – концентрации находя-
щихся в растворе антигенов Sc Y-195 (контроль) и антигенов других штаммов 
дрожжей, соответствующие значениям Bn/Bo, %, равным 50%. Погрешности 

находятся в диапазоне ±5%
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полученные в результате выполнения конкурентного ИФА, пред-
ставлены на рис. 3–5. 

На графиках, представленных на рис. 3–5, через точку оси ОY, 
равную 50%, проводили линию А, параллельную оси ОХ. Затем 
определяли точки пересечения этой линии с каждой из кривых. 
Через полученные точки проводили линии, параллельные оси OY, 
и находили точки их пересечение с осью ОХ. Полученные точки 
обозначали а (для штамма, используемого для иммунизации) 
и х1, х2 и т. д. для других штаммов. Значения перекрестной реак-
ции (в процентах) рассчитывали как (а/хn) × 100. 

Рассчитанные значения перекрестной реакции ПАТ, специ-
фичных к антигенам штаммов Sc Y-195 или Dh Y-4, с антигенами 
других штаммов дрожжей представляли на рис. 6 и в табл. 1, 2. 

Рис. 5. Конкуренция антигенов Dh Y-4, иммобилизованных на твердой фазе, 
с находящимися в растворе антигенами Dh Y-15, Dh Y-21, Dc Y-67, Dn Y-37, 
Sc Y-195, Scas Y-244, Sk Y-264, Kl Y-188, Pf Y-123, Pa Y-215 и Ck ���������������Y��������������-204 за связы-
вание с ПАТ кролика, иммунизированного клетками Dh Y-4: а и (х1–х7) – кон-
центрации находящихся в растворе антигенов Dh Y‑4 (контроль) и антигенов 
других штаммов дрожжей, соответствующие значениям Bn/Bo, %, равным 

50%. Погрешности находятся в диапазоне ±5%
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Рис. 6. Значения перекрестной реакции ПАТ кроликов, иммунизированных 
клетками Sc Y-195 (ПАТSc Y-195) и Dh Y-4 (ПАТDh Y-4), с антигенами других 

штаммов дрожжей
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Экспериментальные точки, полученные в результате исследо-
вания конкуренции антигенов Sc Y-195 с антигенами штаммов 
Dh Y-21 и Dh Y-4 за связывание с ПАТSc Y-195 и конкуренции анти-
генов Dh Y-4 с антигенами штаммов Sc Y-184, Sc Y-183, Sc Y-148, 
Sc Y-41, Cs Y-43, Ct Y-213, Kl Y-194, Kl Y-189 и Dh ���������������Y��������������-3 за связыва-
ние с ПАТDh Y-4 (данные не представлены), имели значения Bn/B0 
в  диапазоне (100  ±  20)%, а  кривые, соответствующие данным 
штаммам, напоминали кривые, соответствующими штаммам 
Ck Y-204 (рис. 3), Dc Y-67 (рис. 4), Sc Y-195, Sk Y-264 и Ck Y-204 
(рис. 5). Кривые, соответствующие указанным штаммам, при их 
продлении либо не могли пересечь линию, проходящую параллель-

Т а б л и ц а  1.  Значения перекрестной реакции ПАТ, 
специфичных к антигенам Saccharomyces cerevisiae Y-195, 

с антигенами 20 штаммов дрожжевых грибов

Штамм Условное обозначение Перекрестная рекция, %

Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-195 Sc Y-195 100,0
Candida sake БИМ Y-43 Cs Y-43 250,0
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-184 Sc Y-184 66,7
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-41 Sc Y-41 52,6
Saccharomyces paradoxus БИМ Y-148 Sp Y-148 43,5
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-183 Sc Y-183 28,6
Pichia anomala БИМ Y-215 Pa Y-215 25,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-15 Dh Y-15 25,0
Pichia fermentans БИМ Y-123 Pf Y-123 20,0
Kluyveromyces lactis БИМ Y-194 Kl Y-194 20,0
Kluyveromyces lactis БИМ Y-188 Kl Y-188 16,7
Candida tropicals БИМ Y-213 Ct Y-213 11,1
Debareomyces nepalensis БИМ Y-37 Dn Y-37 5,0
Kluyveromyces lactis БИМ Y-189 Kl Y-189 2,5
Saccharomyces castelli БИМ Y-244 Scas Y-244 1,0
Saccharomyces kluyveri БИМ Y-264 Sk Y-264 <1,0
Candida kefyr БИМ Y-204 Ck Y-204 <1,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-4 Dh Y-4 <1,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-3 Dh Y-3 <1,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-21 Dh Y-21 <1,0
Debareomyces castelli БИМ Y-67 Dc Y-67 <0,1
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но оси ОХ через точку со значением Вn/В0, равным 50% (например, 
кривые, относящиеся к штаммам Sc Y-195, Sk Y-264 и Ck Y-204 
на рис. 5), либо могли пересечь указанную линию, однако при этом 
соответствующие значения х превышали значение а более чем 
в 100–1000 раз. Для таких штаммов значение перекрестной реак-
ции c ПАТSc Y-195 и ПАТDh Y-4 считали не превосходящим 1 и 0,1% 
соответственно (табл. 1, 2).

Очевидно, что ПАТSc Y‑195 и ПАТDh Y-4 являются продуктами 
иммунного ответа на разные антигены, поскольку перекрестная 
реакция ПАТSc Y‑195 с антигенами Dh Y-4 не превышает 1%, так 
же, как и перекрестная реакция ПАТDh Y-4 с антигенами Sc Y-195. 

Т а б л и ц а  2.  Значения перекрестной реакции ПАТ, 
специфичных к антигенам Debareomyces hansenii Y-4, 

с антигенами 20 штаммов дрожжевых грибов

Штамм Условное обозначение Перекрестная рекция, %

Debareomyces hansenii БИМ Y-4 Dh Y-4 100,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-21 Dh Y-21 50,0
Debareomyces hansenii БИМ Y-15 Dh Y-15 33,3
Pichia anomala БИМ Y-215 Pa Y-215 20,0
Debareomyces nepalensis БИМ Y-37 Dn Y-37 16,7
Saccharomyces castelli БИМ Y-244 Scas Y-244 11,1
Pichia fermentans БИМ Y-123 Pf Y-123 9,1
Debareomyces castelli БИМ Y-67 Dc Y-67 0,8
Kluyveromyces lactis БИМ Y-194 Kl Y-194 <0,1
Kluyveromyces lactis БИМ Y-188 Kl Y-188 <0,1
Kluyveromyces lactis БИМ Y-189 Kl Y-189 <0,1
Debareomyces hansenii БИМ Y-3 Dh Y-3 <0,1
Saccharomyces kluyveri БИМ Y-264 Sk Y-264 <0,1
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-195 Sc Y-195 <0,1
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-184 Sc Y-184 <0,1
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-41 Sc Y-41 <0,1
Saccharomyces cerevisiae БИМ Y-183 Sc Y-183 <0,1
Saccharomyces paradoxus БИМ Y-148 Sp Y-148 <0,1
Candida kefyr БИМ Y-204 Ck Y-204 <0,1
Candida sake БИМ Y-43 Cs Y-43 <0,1
Candida tropicals БИМ Y-213 Ct Y-213 <0,1
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Интересно, что только четыре микроорганизма (Pf Y-123, Pa Y-215, 
Dn Y-37 и Dh Y-15) имеют в своем составе антигены, общие для 
Sc  Y-195 и  Dh  Y-4, а три штамма дрожжей (Sk Y-264, Dh Y-3 
и Ck Y-204) не содержат антигенов, способных к взаимодействию 
с любым из двух типов ПАТ. Эти микроорганизмы могут быть 
использованы в качестве положительных и отрицательных конт- 
ролей при идентификации антигенов, специфичных к ПАТSc Y‑195 
и ПАТDh Y-4, что может являться предметом отдельного научно-
го исследования.

Заключение. Методами прямого и конкурентного ИФА опре-
делены основные свойства ПАТ, находящихся в составе Ас кроли-
ков, иммунизированных целыми клетками Sc Y-195 или Dh Y-4, 
и определена динамика титра АсSc Y‑195 и АсDh Y-4 в ходе иммуни-
зации. Максимальный рабочий титр, соответствующий диапазо-
ну 1/16 000–1/1000, имеет АсSc Y‑195 3-го забора и АсDh Y-4 2-го за-
бора. Перекрестные реакции ПАТSc  Y-195 с  антигенами Dh Y-4 
и ПАТDh Y-4 с антигенами ПАТSc Y‑195 составляют менее 1%.

Показано, что ПАТSc  Y-195 являются продуктами иммунно- 
го ответа на антигены, общие для различных групп дрожже- 
вых грибов и присутствующие в клетках представителей родов 
Saccharomyces, Kluyveromyces, Debareomyces, Candida и Pichia. 
ПАТSc Y-195 пригодны для количественного определения клеток 
любого из использованных в данном исследовании микроорга-
низмов при соблюдении двух условий: (1) значения перекрест-
ной реакции ПАТSc Y-195 c его антигенами составляют не менее 
10% (S. cerevisiae БИМ Y-195, Y-184, Y-41, Y-183, S. paradoxus 
БИМ Y-148, D. hansenii БИМ Y-15, K. lactis БИМ Y-194 и Y-188, 
C. sake БИМ Y-43, C. tropicals БИМ Y-213, P. fermentans БИМ Y-123 
и P. anomala БИМ ���������������������������������������������Y��������������������������������������������-215); (2) в анализируемом материале не при-
сутствуют другие дрожжи, имеющие значения перекрестной реак-
ции с ПАТSc Y-195, превосходящие 1%.

ПАТDh Y-4 имеют более узкую специфичность. Они являются 
продуктами иммунного ответа на антигены, присутствующие 
в составе клеток большинства представителей рода Debareomyces, 
использованных в  данной работе, в  том числе представителей 
других видов, а именно D. nepalensis БИМ �����������������������Y����������������������-37. Кроме того, анти-
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гены, способные к  перекрестной реакции с  ПАТDh Y-4, присут-
ствуют в  клетках двух представителей рода Pichia (а именно, 
P. anomala БИМ Y-215 и P. fermentans БИМ Y-123) и одного из пред-
ставителей рода Saccharomyces (Saccharomyces castelli БИМ Y-244), 
но отсутствуют в составе клеток подавляющего большинства пред-
ставителей рода Saccharomyces, а также всех тестируемых предста-
вителей родов Kluyveromyces и Candida. ПАТDh Y-4 пригодны для 
количественного определения клеток любого из использован-
ных в данном исследовании микроорганизмов при соблюдении 
двух условий: 1) значения перекрестной реакции ПАТDh Y-4 
c его антигенами составляют не менее 10% (D. hansenii БИМ Y-4, 
Y-21, Y-15, D. nepalensis БИМ Y-37, P. anomala БИМ Y-215, S. castelli 
БИМ Y-244); 2) в анализируемом материале не присутствуют другие 
дрожжи, имеющие значения перекрестной реакции с ПАТSc Y-195, 
превосходящие 1%.

Кроме того, ПАТ обоих типов могут быть использованы 
в научно-прикладных исследованиях специфичных к ним анти-
генов, присутствующих в  клетках любого из указанных выше 
дрожжевых грибов, имеющих значения перекрестной реакции 
10% и выше, например, для 1) определения локализации анти- 
генов в системе «клетка–среда», 2) изучения динамики их син-
теза и 3) выделения антигенов методом иммуноаффинной хро-
матографии. 

Установление химической природы и структуры антигенов, 
способных к образованию иммунных комплексов с ПАТSc Y-195 
и  ПАТDh Y-4, может являться предметом отдельного научного 
исследования. 

Авторы статьи выражают признательность фонду VISBY 
(Швеция) за финансовую поддержку международных проек- 
тов VISBY-01720; VISBY-01147 и VISBY-00474.
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Rabbit polyclonal antibodies, PAbSc Y-195 and PAbDh Y-4, were obtained 
 by immunization with the whole cells Saccharomyces cerevisiae BIM Y-195 
and Debaryomyces hansenii BIM Y-4, respectively. Both PAb have titre 1/1000–
1/16  000 in ELISA. Cross-reactions of PAbSc Y-195 with antigens of Dh  Y-4 
and PAbDh Y-4 with antigens of Sc  Y-195 are less than 1%. PAbSc Y-195 interact 
with antigens shared by yeasts of genera Saccharomyces, Kluyveromyces, Debareo-
myces, Candida и Pichia. PAbDh Y-4 are more specific than PAbSc Y-195 and interact 
with antigens of D. hansenii strains, D. nepalensis BIM Y-37, P. anomala BIM Y-215, 
P.  fermentans BIM Y-123 and only one strain of Saccharomyces (S.  castelli 
BIM Y-244). Kluyveromyces and  Candida yeasts do not contain antigens cross 
reacting with PAbDh Y-4. The PAbSc Y-195 and PAbDh Y-4 are suitable for use in ELISA 
test kits for detection of whole cells of yeast strains that have cross-reaction no less 
10% with the assumption that the analyzed media do not contain other yeasts 
exceeding 1% cross reaction value.
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НА РАЗВИТИЕ PENICILLIUM ADAMETZI И БИОСИНТЕЗ 
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Изучено влияние окислительного стресса на развитие Penicillium adametzii 
ЛФ F-2044.1 и���������������������������������������������������������� ���������������������������������������������������������образование внеклеточной глюкозооксидазы. Выявлено разно-
направленное действие окислительного стресса, определяемое используемой 
концентрацией стресс-фактора, условиями культивирования P. adametzii и ста-
дией его развития. Показано, что применение 3,6 ммоль пероксида водорода 
при глубинном культивировании продуцента приводит к повышению уровня 
образования глюкозооксидазы на 24% и продуцирующей способности мицелия 
на 84%. Определены концентрации стресс-фактора для стимуляции прорас-
тания спор P. adametzii. Установлено, что часовая обработка спор P. adametzii 
20 м�������������������������������������������������������������������моль��������������������������������������������������������������� пероксидом водорода обеспечивает получение активированного по-
севного материала, применение которого в технологии производства глюко-
зооксидазы дает возможность повысить уровни образования фермента и про-
дуцирующей способности мицелия на 36 и  56%. На основе обнаруженных 
эффектов действия окислительного стресса выявлен новый подход к улучше-
нию показателей микробиологического синтеза глюкозооксидазы грибом 
P. adametzii. Применение стресс-факторов, избирательное усиление или по-
давление действия их на клетки микроорганизмов может быть эффективным 
средством совершенствования процессов производства биологически актив-
ных соединений микроорганизмов.

Введение. Развитие биотехнологии ферментов, направленное 
на внедрение в  промышленность новых и  постоянное усовер-
шенствование существующих процессов микробного синтеза, 
обуславливает необходимость разработки подходов, обеспечива-
ющих повышения выхода целевого продукта. В последние годы 
внимание исследователей привлекает двойственная роль кислоро-
да в живых организмах, так называемый «парадокс кислорода» 
[1]. Практически для всех живых организмов кислород является 
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обязательным и незаменимым компонентом окружающей среды. 
Кислород играет ключевую роль в энергетике клеток, являясь тер-
минальным акцептором электронов в дыхательной цепи. Однако 
в процессе дыхания в результате неполного восстановления кис-
лорода образуются его активные формы (АФК), такие как супер- 
оксидный анион (O2

_), пероксид водорода (H2O2), гидроксильный 
радикал (OH•) и  гидроперекиси (ROOH) [2–4]. АФК являются 
факторами окислительного стресса, они токсичны для клет- 
ки, так как вызывают окисление липидов, белков и ДНК [5–8]. 
В низких концентрациях АФК способны участвовать в регуля-
ции различных клеточных функций у эукариот, таких как про-
лиферация, биосинтез гормонов, хемотаксис, апоптоз. Доказано, 
что АФК играют роль сигнальных молекул, необходимых для ци-
тодифференцировки грибов Neurospora crassa и миксомицетов 
Dictiostelium discoideum [9, 10].

Окислительный стресс может оказывать влияние на микро-
организмы на различных стадиях их развития. Так, при изуче-
нии влияния пероксида водорода на споруляцию нематодопато-
генного гриба Pochonia chlanidospora AS6.8 установлено, что 
обработка гриба на стадии вегетативного роста стресс-фактором 
приводит к 15-кратному увеличению споруляции [11]. В опреде-
ленных условиях воздействие стресс-факторов приводит к улуч-
шению ростовых характеристик микроорганизмов, стимуляции 
биосинтетических процессов. Так, для дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae показана целесообразность использования посевного ма-
териала, предобработанного Н2О2 [12, 13]. Предобработка обес- 
печивала увеличение удельной скорости роста дрожжей, выхода 
биомассы, сокращение лаг-фазы и времени сбраживания субстра-
та. Под действием стресса в клетках грибов может происходить 
изменение внутриклеточных сигналов, прямо или опосредованно 
действующих на экспрессию генов. Это может привести к изме-
нению ферментного аппарата, проявлением которого является 
биосинтез вторичных метаболитов. Поэтому использование аген-
тов окислительного стресса для стимулирования биосинтетиче-
ской активности микроорганизмов может рассматриваться как 
один из подходов при реализации биотехнологических процессов. 
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В связи с этим особый интерес представляет изучение влияния 
окислительного стресса на этапе онтогенетического анабиоза 
эукариотных микроорганизмов – грибов-продуцентов ферментов, 
их жизнедеятельность и биосинтез целевого продукта. С теоре-
тических позиций изучение свойств покоящихся клеток грибов, 
сохранение их жизнеспособности и активация прорастания свя-
заны с ключевыми проблемами биологии. С практической точки 
зрения такие исследования необходимы для усовершенствования 
биотехнологических производств и повышения биотехнологиче-
ского потенциала микроорганизмов – продуцентов ферментов.

Цель исследования – изучение влияния окислительного 
стресса на развитие промышленного продуцента глюкозоокси-
дазы Penicillium adametzii ЛФ F-2044.1 и биосинтез внеклеточ-
ного фермента грибом.

Материалы и  методы. В качестве объекта исследований 
использовали промышленный продуцент глюкозооксидазы – ми-
целиальный гриб P. adametzii ЛФ F-2044.1 (далее – P. adametzii). 
Гриб поддерживали на агаризованной среде Чапека [14].

Для световой микроскопии (×250 или ×400) споры P. adametzii 
выращивали на агаровых пластинках и готовили образцы по ме-
тоду Пидопличко [14], жизнеспособность спор определяли мето-
дом Коха [15].

Условия окислительного стресса были смоделированы пу-
тем введения перед посевом гриба 0,01–20 ммоль пероксида во-
дорода: 1) в питательную среду для глубинного культивирования 
Р. adametzii, 2) в  агаризованную среду Чапека для его поверх-
ностного выращивания. Для изучения влияния кратковременно-
го действия окислительного стресса на развитие P.  аdametzii 
споровую суспензию гриба (5 × 106 спор/мл) инкубировали в те-
чение 1 или 3 ч с 1–60 ммоль H2O2, затем обработанные споры 
высевали в среду для глубинного культивирования продуцента.

Глубинное культивирование P. adametzii проводили в колбах 
Эрленмейера объемом 250 мл с 50 мл питательной среды на ка-
чалке (180–200 об/мин) в течение 96 ч при 24–26 °С. Питатель-
ная среда содержала (%): глюкоза – 6,0; KNO3 – 0,8; KH2PO4 – 
0,1; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0,05; KCl – 0,05; FeSO4 ⋅ 7Н2О – 0,00005; 
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MnSO4 ⋅ 5Н2О – 0,00017; экстракт солодовых ростков – 2,0, исход-
ный рН среды – 5,0. Экстракт солодовых ростков получали по ме-
тоду Фертман и Гирс [16].

В качестве посевного материала использовали водную су-
спензию спор гриба в количестве 0,97–1,5 × 106 спор на 1 мл пи-
тательной среды. Подсчет спор проводили в камере Горяева [15].

По окончании культивирования биомассу грибов отделяли 
фильтрованием, отмывали дистиллированной водой и ее коли-
чество определяли весовым методом. Фильтрат культуральной 
жидкости использовали для исследований.

Активность внеклеточной глюкозооксидазы определяли спект- 
рофотометрическим методом Ciucu и Patroescu [17] в  модифи- 
кации Markwell и  соавт. [18], основанном на энзиматическом 
превращении бензохинона в гидрохинон и измерении скорости 
образования гидрохинона при 290 нм. За единицу активности 
глюкозооксидазы принимали такое количество фермента, кото-
рое катализирует превращение 1 ммоль бензохинона в гидрохи-
нон за 1 мин при 25 °С. Активность фермента выражали в ед/мл 
культуральной жидкости, ед/мг сухой биомассы (продуцирую-
щая способность) и в процентах к контролю.

Приведенные в работе результаты экспериментов представ-
ляют собой усредненные величины 3–5 опытов. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использованием программы 
Microsoft Excel, рассчитывая средние величины и  их довери-
тельные интервалы для уровней вероятности 95%.

Результаты и обсуждение. Стрессовые воздействия любого 
характера на микроорганизмы могут привести к изменению их 
физиолого-морфологических и биохимических свойств, в целом 
изменяя их метаболические процессы, что отражается на био-
синтезе целевых продуктов. Фактор окислительного стресса – 
пероксид водорода – относительно стабильно производится клет-
ками как побочный продукт аэробного метаболизма и легко про-
никает через биологические мембраны, участвует как во внутри- 
клеточной, так и межклеточной сигнализации [9]. Установлено, 
что Н2О2 влияет на активность генов у Aspergillus nidulans, вызы-
вает дифференцировку склероциев у Sclerotinia rolfsii и переход 
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к  гифальному росту, способствует проявлению патогенности 
у Ustilago maydis, а также активирует каротиногенез у Neurospora 
crassa [2]. Выявлено прекращение роста грибов родов Fusarium 
и Verticillium в условиях окислительного стресса [19]. В то же вре-
мя некоторые грибы могут нормально развиваться в присутствии 
во внешней среде Н2О2 в концентрации до 1% (0,26 моль) [2].

Следует особо обратить внимание на то, что синтез глюкозо-
оксидаз грибами-продуцентами в условиях глубинного культиви-
рования происходит при наличии в питательной среде избыточ-
ных концентраций глюкозы (6–8%) [20–23]. В ходе ферментаций 
грибные внеклеточные глюкозооксидазы в среде культивирова-
ния окисляют источник углерода – глюкозу, поэтому в  среде 
в процессе выращивания продуцентов обнаруживается пероксид 
водорода как продукт реакции катализа глюкозы.

Оптимальным источником углерода для образования внекле-
точной глюкозооксидазы P. adametzii является глюкоза в  кон-
центрации 6% [24]. При этом максимальное количество Н2О2 
(0,126 ммоль) обнаруживается в среде на третьи сутки культиви-
рования продуцента фермента.

В опытах условия окислительного стресса моделировали вве-
дением в  питательную среду 0,01–20 ммоль Н2О2 при посеве 
P. adametzii. Результаты влияния окислительного стресса на рост 
P. adametzii и биосинтез глюкозооксидазы приведены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1.  Влияние пероксида водорода на рост P. adametzii 
и на биосинтез глюкозооксидазы

Концентрация Н2О2, 
ммоль рН

Биомасса Глюкозооксидаза

мг/мл % ед/мл % ед/мг %

Контроль 3,25 15,6 ± 0,62 100 6,7 ± 0,27 100 0,43 ± 0,022 100
0,01 3,32 15,0 ± 0,60 96 6,6 ± 0,26 99 0,44 ± 0,022 102
0,1 3,24 11,2 ± 0,45 72 7,0 ± 0,28 105 0,63 ± 0,032 147
0,9 3,21 10,7 ± 0,43 69 7,2 ± 0,29 107 0,67 ± 0,034 156
1,8 3,34 10,6 ± 0,42 68 7,6 ± 0,30 113 0,72 ± 0,036 167
3,6 3,32 10,5 ± 0,42 67 8,3 ± 0,33 124 0,79 ± 0,040 184
5,6 3,35 7,6 ± 0,30 49 5,9 ± 0,24 88 0,78 ± 0,039 181
10,2 3,74 0,2 ± 0,01 1 0,04 ± 0,002 1 0,18 ± 0,009 42
20,0 4,51 0 0 0
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Выявлено влияние стресс-фактора на развитие P. adametzii: 
при наличии в среде 0,1–5,6 ммоль пероксида водорода уровень 
образования биомассы снижается на 4–51%, при 10 ммоль – гриб 
практически не растет.

Что касается продуцирования внеклеточной глюкозоокси- 
дазы, то максимальное количество фермента (8,3  ±  0,33 ед/мл, 
или 124% по отношению к контролю) образуется в присутствии 
в среде 3,6 ммоль Н2О2. Дальнейшее увеличение концентрации 
стрессора приводит к  уменьшению уровня синтеза фермента. 
В вариантах опыта при наличии в  среде 0,01–5,6 ммоль Н2О2 
отмечено повышение продуцирующей способности мицелия 
P. adametzii на 2–84%.

Развитие P. adametzii в условиях окислительного стресса было 
также проанализировано при выращивании гриба на агаризован-
ной среде Чапека со стресс-фактором. При оценке влияния пе-
роксида водорода (0,01–20 ммоль) на развитие P. adametzii выяв-
лена зависимость эффекта от используемой концентрации Н2О2 
в среде выращивания.

Установлено, что в стрессовых условиях, вызываемых Н2О2 
в концентрации 1–3,6 ммоль, происходит стимуляция прораста-
ния спор P. adametzii (сокращение процесса на 2–3 ч), а повыше-
ние концентрации стрессора с 5,6 до 10,2 ммоль приводит к сни-
жению их всхожести (рис. 1). 

В условиях окислительного стресса, создаваемого введением 
в среду культивирования гриба 3,6 ммоль Н2О2, у прорастающих 
спор отмечено наличие большого количества ростовых трубок 
(рис. 1, б). Использование стресс-фактора в концентрации 10,2 ммоль 
приводит к значительному снижению количества прорастающих 
спор, эти споры прорастали в виде единичных удлиненных рос- 
товых трубок (рис. 1, г). Полное ингибирование развития куль-
туры установлено при дополнении среды 20 ммоль пероксида 
водорода, через 24 ч не обнаружено прорастающих спор гриба.

Спорам отводится важная роль в  биотехнологиях грибных 
производств, в том числе и в технологиях производства фермент-
ных препаратов, так как они используются в качестве посевного 
материала. В основе получения активного спорового посевного 
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материала лежит активация выхода спор грибов-продуцентов 
ферментов из состояния покоя, а также их прорастания.

Известно, что стрессоры могут использоваться в биотехно-
логии производства биологически активных метаболитов микро-
организмов на этапе получения активированного посевного мате-
риала. Так, установлено, что предварительная обработка агентом 
окислительного стресса (Н2О2) культуры Endomycopsis fibuligera 

Рис. 1. Прорастание спор P. adametzii на агаризованной среде Чапека через 24 ч 
выращивания без пероксида водорода (контроль, а) и при его использовании 

в концентрациях: 3,6 ммоль (б), 5,6 ммоль (в), 10,2 ммоль (г), 20 ммоль (д)



379

на стадии приготовления посевного материала позволяет повы-
сить степень утилизации углеводных компонентов соевой мелассы 
до 93,5% на стадии ферментации, а использование инокулята, 
подверженного многократному воздействию стрессора – сокра-
тить на 6–8 ч продолжительность основного процесса фермен-
тации, повысить на 24% выход биомассы и  получить целевой 
продукт – дрожжевую биомассу, содержащую 48,6% истинного 
белка [25]. Для дрожжей Saccharomyces cerevisiae показана це-
лесообразность использования посевного материала, предобрабо-
танного Н2О2, обеспечивающего увеличение удельной скорости 
роста культуры на 15–25%, выхода биомассы на 15–25%, сокра-
щение лаг-фазы более чем в 2 раза [13].

Исследование влияния кратковременной (1 и 3 ч) обработки 
Н2О2 (1–60 ммоль) спор P. adametzii на развитие культуры по- 
казало, что время обработки не влияет на скорость их прорас- 
тания. При определении выживаемости спор установлено, что 
повышение жизнеспособности (на 25–29%) обеспечивает часо-
вая обработка 1–3,6 ммоль Н2О2, а снижение данного показателя 
(на 14–23%) наблюдалось при трехчасовом воздействии на спо-
ры стрессора в концентрации 40–60 ммоль.

При последующем исследовании влияния полученного в усло-
виях окислительного стресса посевного материала на образова-
ние фермента грибом показано, что независимо от времени обра-
ботки и концентрации пероксида водорода ферментации во всех 
случаях проходили при изменении значений рН среды с 5,2 до 
3,3–3,6 (табл. 2).

К окончанию процесса культивирования гриб накапливал 
11,8–13,9 мг/мл биомассы. Установлено влияние обработка спор 
стрессором на образование глюкозооксидазы грибом. Так, повы-
шенный (на 13–36%) уровень синтеза фермента наблюдался при 
использовании в качестве посевного материала спор, обработан-
ных 20 ммоль Н2О2 в течение 3 ч и 10–40 ммоль раствором стресс-
фактора в течение 1 ч. Максимальный уровень образования фер-
мента (9,4 ед/мл) получен при использовании в качестве посев-
ного материала спор 1 ч обработки 20 ммоль пероксидом водоро- 
да. Этот же вариант опыта был лучшим и по продуцирующей 
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способности мицелия гриба (0,79 ед/мг), что на 56% выше, чем 
в контроле.

Учитывая тот факт, что обработка грибного спорового мате-
риала стресс-фактором может привести к  возникновению раз-
личных морфологических вариантов культур, проведен сравни-
тельный анализ вариабельности P. adametzii до и после обработ-
ки Н2О2. При рассеве исходной споровой суспензии P. adametzii 
обнаруживалось четыре типа колоний. Колонии отличались по 
морфологическим признакам: первый (Ра1), доминирующий тип 
колоний представлял собой белые, круглые, выпуклые, пушис- 
тые колонии с зеленой серединой и белым краем, диаметр – 35 мм, 
скорость роста 6,5 мм/сут; второй тип (Ра2) – колонии белые, 
опушенные, диаметр – 38 мм, скорость роста 11 мм/сут; тре- 
тий тип (Ра3) – колонии белые, круглые, выпуклые, пушистые, 
с вкраплениями желтого экссудата, диаметр – 22 мм, скорость 
роста 3,5 мм/сут; четвертый тип (Ра4) – колонии зеленые, круг- 

Т а б л и ц а  2.  Влияние кратковременной обработки спор P. adametzii 
Н2О2 на рост гриба и образование им глюкозооксидазы

Время 
обработки 

спор, ч

Концентрация Н2О2, 
используемого для 
обработки, ммоль

Конечный 
pH

Биомасса, 
мг/мл

Глюкозооксидаза

ед/мл % ед/мг %

1

1 3,3 13,2 ± 0,53 6,87 ± 0,27 100 0,52 ± 0,021 102
5 3,4 12,3 ± 0,49 6,79 ± 0,27 98 0,55 ± 0,022 108
10 3,3 11,8 ± 0,59 8,60 ± 0,43 125 0,73 ± 0,037 144
20 3,6 11,9 ± 0,36 9,40 ± 0,28 136 0,79 ± 0,024 156
40 3,5 12,1 ± 0,48 8,60 ± 0,34 125 0,71 ± 0,028 140
60 3,6 12,2 ± 0,49 6,53 ± 0,26 95 0,54 ± 0,022 101

3

1 3,4 13,1 ± 0,66 6,84 ± 0,34 99 0,52 ± 0,026 103
5 3,3 13,9 ± 0,42 6,97 ± 0,21 101 0,50 ± 0,015 99
10 3,4 13,6 ± 0,54 6,93 ± 0,28 100 0,51 ± 0,020 101
20 3,4 12,4 ± 0,50 7,83 ± 0,31 113 0,63 ± 0,025 124
40 3,4 12,6 ± 0,63 7,27 ± 0,36 105 0,58 ± 0,029 114
60 3,5 12,1 ± 0,36 5,80 ± 0,17 84 0,47 ± 0,014 92

Контроль 3,4 13,6 ± 0,54 6,90 ± 0,21 100 0,51 ± 0,020 100

П р и м е ч а н и е.  Конечная концентрация пероксида водорода в среде – 
3,2 ммоль.



381

лые, опушенные, с  белым центром и  краем, диаметр – 30 мм, 
скорость роста 7,0 мм/сут (рис. 2).

Варианты гриба практически не отличаются по уровню обра-
зования глюкозооксидазы и  по продуцирующей способности 
мицелия. Дальнейший анализ изменчивости четырех вариан- 
тов P. adametzii на агаризованной среде Чапека показал, что 
P. adametzii Pa1, Pa2, Pa4 расщепляются на аналогичные морфо-
логические варианты, а Pa3 – морфологически стабилен. Третий 
вариант гриба характеризуется отсутствием спорообразования 
и низкой скоростью роста.

После кратковременной обработки спор P. adametzii 1–20 ммоль 
Н2О2 количество морфологических вариантов гриба увеличи-
лось до 6. Обработка спор гриба стрессором в  более высоких 
концентрациях приводила к  уменьшению выявляемых вариан-
тов культуры, так при использовании 60 ммоль Н2О2 образуется 
только вариант P. adametzii – В6. Характеристика отобранных ва-
риантов гриба, различающихся по морфологии и скорости роста 
колоний, приведена в табл. 3.

Отобранные морфологические варианты P. adametzii были 
проверены на способность к синтезу глюкозооксидазы (рис. 3). 
Установлено, что все варианты гриба, полученные из спор, обра-
ботанных Н2О2, характеризовались повышенным уровнем образо-
вания фермента на 5,3–22,9% и продуцирующей способности ми-
целия – на 9,6–38,1%.

Заключение. Таким образом, в результате выполненных иссле-
дований определено влияние окислительного стресса на развитие 
промышленного продуцента глюкозооксидазы P. adametzii и био-
синтез внеклеточного фермента грибом. Выявлен разнонаправ-

Рис. 2. Морфологические варианты P. adametzii
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ленный эффект действия окислительного стресса, зависящий от 
используемой концентрации стресс-фактора, условий культиви-
рования P. adametzii и стадии его развития. В условиях окисли-
тельного стресса, индуцируемого действием пероксида водоро-
да в концентрации 3,6 ммоль при глубинном культивировании 
продуцента, установлено повышение уровня образования глю-

Т а б л и ц а  3.  Морфологическая характеристика вариантов 
P. adametzii, полученных после обработки спор Н2О2

P. adametzii Описание колоний Колонии

Вариант В1 Серые, круглые, пушистые, край светло-серый, 
18 мм в диаметре; скорость роста 2,6 мм/сут

Вариант В2

Светло-зеленые, круглые, выпуклые, пушистые, 
середина желтоватая с  желтым экссудатом, край 
белый, 25 мм в диаметре. Наблюдается задержка 
спорообразования; скорость роста 3,6 мм/сут

Вариант В3

Серо-зеленые, круглые, выпуклые, пушистые, се-
редина зеленая, с вкраплениями желтого экссуда-
та, край белый, 19 мм в диаметре; скорость роста 
2,7 мм/сут

Вариант В4

Серо-зеленые, круглые, выпуклые, пушистые, се-
редина с  ярко выраженным желтым экссудатом, 
край белый, 21 мм в  диаметре; скорость роста 
3,0 мм/сут

Вариант В5
Белые, круглые, выпуклые, бархатистые, середи-
на желтоватая, край белый, 23 мм в диаметре; ско-
рость роста 3,2 мм/сут

Вариант В6
Темно-серые, круглые, выпуклые, пушистые, се-
редина темно-серая, край белый, 19 мм в  диаме-
тре; скорость роста 2,7 мм/сут
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козооксидазы на 24% и продуцирующей способности мицелия – 
на 84%. Показано, что стимуляция прорастания спор P. adametzii 
происходит в условиях окислительного стресса, создаваемого вве-
дением в среду 1,0–3,6 ммоль пероксида водорода. Анализ исполь-
зования окислительного стресса на этапе получения активиро-
ванного посевного материала P. adametzii показал, что максималь-
ные уровни образования фермента и продуцирующей способности 
мицелия (повышение на 36 и 56%) обеспечивает использование 
спорового посевного материала, обработанного 20 ммоль Н2О2 
в течение 1 ч. На основе обнаруженных эффектов действия окис-
лительного стресса выявлен новый подход к улучшению пока- 
зателей микробиологического синтеза глюкозооксидазы грибом 
P. adametzii. Применение стресс-факторов, избирательное уси-
ление или подавление действия их на клетки микроорганизмов 
может быть эффективным средством совершенствования про-
цессов управляемого культивирования микроорганизмов в  ла-
бораторных и  промышленных условиях. Стрессовые факторы 
могут быть использованы в биотехнологии для создания и усо-
вершенствования технологий получения практически ценных 
биологически активных соединений мицелиальных грибов.

Рис. 3. Образование глюкозооксидазы морфологическими вариантами 
P. adametzii (%): А – по уровню образования фермента в среде; 

Б – по продуцирующей способности мицелия
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EFFECT OF OXIDATION STRESS ON DEVELOPMENT 
OF PENICILLIUM ADAMETZII AND BIOSYNTHESIS 

OF EXTRACELLULAR GLUCOSE OXIDASE

Institute of Microbiology, National Academy of Sciences, 
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The effect of oxidation stress on development of Penicillium adametzii LF F-2044.1 
and production of extracellular glucose oxidase was investigated. Omnidirectional 
action of oxidative stress determined by applied stress factor concentration, cultural 
conditions and growth phase of P. adametzii was revealed. It was found that supply 
of 3.6 mmol hydrogen peroxide into submerged fungal culture raised level of glucose 
oxidase synthesis by 24% and promoted productive capacity of the mycelium by 84%. 
Stress factor concentrations stimulating spore germination of P. adametzii were 
defined. It was shown that 1 hour treatment of P. adametzii with 20 mmol hydrogen 
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peroxide resulted in production of activated inoculum allowing in the course of glucose 
oxidase biosynthesis process to increase enzyme generation level and mycelium 
productive capacity by 36 and 56%, respectively.

New approach based on detected oxidation stress effects was formulated to upgrade 
parameters of glucose oxidase microbial synthesis. Application of stress factors 
with selective augmentation or attenuation of their impact on microbial cells may prove 
an effective instrument for perfection of biotechnologies aimed at manufacturing 
biologically active agents.
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И В УСЛОВИЯХ ЭТАНОЛЬНОГО СТРЕССА 
1Институт микробиологии НАН Беларуси, Минск, Беларусь, 

irmorz@gmail.com, microbio@mbio.bas-net.by 
2Институт химии новых материалов НАН Беларуси,  

Минск, Беларусь, yan47@mail.ru

Изучено влияние одно- и  многоатомных спиртов на рост Рenicillium 
piceum БИМ F-371 Д и образование каталазы. Показано, что этанол в 7,6 раза 
повышает продуцирующую способность мицелия гриба и в  4,5 раза – уро-
вень синтеза фермента. Методом ультрафильтрационного концентрирова- 
ния получены образцы каталаз Р. piceum БИМ F-371Д, выращенного на пита-
тельных средах без этанола (КАТ) и в его присутствии (КАТэ). Установлено, 
что КАТэ отличается в  4,1–4,9 раза большей начальной скоростью реакции 
и в 2,6–3,4 раза более высокой эффективностью разложения Н2О2, а также опе-
рационной стабильностью и удельной активностью, превышающей в 1,5–19,2 раза 
аналогичный показатель для каталаз из других источников. Сульфат аммо-
ния (3,0 М) является эффективным стабилизатором полученных каталаз. Пред-
полагается, что положительное влияние этанола на образование грибной ката-
лазы и ее свойства включает индукцию биосинтеза фермента активными фор-
мами кислорода, а также совместное воздействие этанола (или изопропанола) 
и глюкозы на четвертичную структуру фермента и ассоциацию его молекул.
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Введение. Каталаза (КФ 1.11.1.6), катализирующая метабо-
лически важную реакцию разложения пероксида водорода [1, 2], 
принадлежит к числу практически значимых ферментов [3–12]. 
Перспективно применение каталазы для детоксикации остаточ-
ных количеств Н2О2, используемого в различных промышленных 
технологических процессах [3, 4, 11, 12]. Пероксид водорода, 
применяемый при отбеливании хлопкосодержащих материалов, 
затрудняет последующее крашение и получение тканей со ста-
бильной окраской. Включение каталазы в технологический про-
цесс повышает качество продукции, позволяет снизить расход 
воды на промывку тканей и экономит энергию [3, 12]. В пищевой 
промышленности каталазу используют для детоксикации оста-
точных количеств пероксида водорода после холодной стерилиза-
ции различных продуктов, напитков и упаковочных материалов 
[4, 5]. Перспективным является применение каталазы в медици-
не для очистки биологических жидкостей от О2– и Н2О2, особенно 
при радиотерапии больных [6, 7]. Фермент можно использовать 
в биосенсорах для количественного определения Н2О2 и этано- 
ла [8, 10]. Практическая значимость каталазы вызывает неосла-
бевающий интерес исследователей к данному ферменту. Поиск 
перспективных продуцентов каталазы, оптимизация условий био-
синтеза фермента и  разработка простых способов его выделе-
ния являются актуальными практическими задачами [12–16].

Ранее нами отобран продуцент внеклеточной каталазы – ми-
целиальный гриб Penicillium piceum F-648 [14]. Методом адапта-
ционной селекции к Н2О2 получен вариант P. piceum F-648 А3, 
характеризующийся повышенным уровнем синтеза каталазы по 
сравнению с исходным штаммом [17, 18]. Оптимальные условия 
выращивания P. piceum F-648 и P. piceum F-648 А3 не отличают-
ся [15]. Внеклеточные каталазы в  культуральной жидкости 
P. piceum F-648 и P. piceum F-648 А3 представлены по крайней 
мере двумя типами ассоциатов, различающихся каталитической 
активностью [18]. Одни ассоциаты эффективно катализируют раз-
ложение Н2О2 при концентрациях <30 ммоль, другие – при более 
высоких (30–70 ммоль). У P. piceum F-648 А3, как и у исходной 
культуры, преобладает внеклеточная каталаза с меньшим срод-
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ством к Н2О2. Известно, что спирты существенно влияют на обра-
зование каталаз микроорганизмами [12, 13, 19], к примеру, эта-
нол повышал выход каталазы P. piceum F-648 А3 [15, 20].

Цель исследования – сравнение эффективности биосинтеза 
внеклеточной каталазы грибом при культивировании на средах, 
различающихся спиртовой добавкой, а также кинетическая ха-
рактеристика полученных образцов фермента.

Материалы и методы. В работе использовали мицелиальный 
гриб Penicillium piceum БИМ F-371 Д (P. piceum F-648 А3), храня-
щийся в научной коллекции типовых и промышленно ценных не-
патогенных микроорганизмов Института микробиологии НАН Бе-
ларуси. Продуцент культивировали в течение 96 ч при 27 °С на ка-
чалке (180–200 об/мин) в колбах Эрленмейера объемом 250 мл, 
содержавших 50 мл питательной среды 1 или 2. Среда 1 включа-
ла (%): глюкозу – 6,0; KNO3 – 0,8; MgSO4 ⋅ 7Н2О – 0,05; KCl – 0,05; 
KH2PO4 – 0,1; FeSO4 ⋅ 7H2O – 0,001; экстракт солодовых ростков – 
2,0. Среда 2 дополнительно содержала спиртовую добавку: одно-
атомный первичный спирт – метанол, этанол, изопропанол, бута-
нол (0,05–5 об.%) или многоатомный спирт – глицерин (2–4 об.%), 
маннит и сорбит (2–4 мас.%). 

В качестве посевного материала использовали споровую су-
спензию P. piceum БИМ F-371 Д, которую вносили в количестве 
(9,0–9,7) × 106 спор на 1 мл питательной среды. По окончании куль-
тивирования грибную биомассу отделяли фильтрованием. Филь-
траты культуральной жидкости (КЖ), полученные при выращи-
вании гриба на среде 1 и среде 2 с 4 об.% этанола (КАТ и КАТэ 
соответственно), центрифугировали при 6000 g в течение 10 мин 
и супернатант использовали для анализа. Образцы КАТ и КАТэ 
содержали соответственно 20–23 и 30–38 мкг/мл белка. Концент- 
рацию белка в образцах каталазы определяли по методу [21]. 

Фильтраты КАТ и  КАТэ концентрировали на мембранном 
фильтре (мембрана ПА-20 с номинальным молекулярно-массовым 
пределом задерживания 50 кДа; «МИФИЛ», Беларусь) до содержа-
ния 260–290 мкг/мл белка. Полученный концентрат один раз про-
мывали дистиллированной водой (1 : 3). В итоге получены образ-
цы кКАТ и кКАТэ.
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Активность каталазы определяли титрометрическим мето-
дом [22]. За единицу активности принимали количество фермен-
та, расщепляющее за 1 мин 1 мкмоль Н2О2 (0,034 мкг) и выража-
ли в ед/мл фильтрата КЖ, а также в ед/мг биомассы (продуциру-
ющая способность мицелия гриба).

Кинетическую характеристику каталитической активности 
и операционной стабильности образцов каталаз проводили при 
30 °С в 10 мМ фосфатном буфере (рН 7,0). За расходованием Н2О2 
следили спектрофотометрически на приборе «Ultrospec-2100» 
(«Amersham Pharmacia Biotech», Швеция) по уменьшению по-
глощения света при 245  нм. Каталазную активность образцов 
характеризовали начальными скоростями расходования Н2О2 
(v0, моль ⋅ с−1), используя при расчетах молярный коэффициент 
поглощения Н2О2, равный 34,6  моль−1 ⋅см−1. Из зависимости 
в обратных координатах начальной скорости расходования Н2О2 
от начальной концентрации Н2О2 в реакционной среде вычисля-
ли максимальную скорость каталазной реакции (Vмакс, моль ⋅ с−1) 
и константу Михаэлиса (KM, М). Удельную активность каталазы 
(ФЕ) выражали в ед/мг белка. За единицу активности принима-
ли количество фермента, катализирующее разложение 1 мкмоль 
Н2О2 за 1 мин. Эффективную константу скорости инактивации 
каталазы в  ходе разложения Н2О2 (kин, c−1), характеризующую 
операционную стабильность фермента, определяли графически 
[23]. Для этого строили линейные анаморфозы кинетических кри-
вых расходования Н2О2 в координатах 1/ln ([H2O2]0 / [H2O2]t) от 
1/t, где t – время. Отрезок, отсекаемый на оси абсцисс, равен kин.

Каталитическую активность каталаз в присутствии сульфата 
аммония (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 и 3,0 моль) определяли сразу после 
его добавления в фильтрат КАТ или КАТэ и через 22 сут хране-
ния образцов при 5 °С. Активность ферментов характеризовали 
v0 разложения 50  ммоль Н2О2 в  присутствии 0,3  мкг/мл белка 
КАТ или КАТэ в 10 мМ фосфатном буфере (рН 7,0) при 30 °С, 
регистрируя изменения поглощения света при 245 нм.

В опытах по изучению влияния 3-амино-1,2,4-триазола (АТ) 
на остаточную активность КАТэ использовали ее непромытый 
концентрат, чтобы сохранить в нем глюкозу, необходимую для 
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получения Н2О2 с помощью глюкозооксидазы. К разбавленному 
в 20 раз концентрату КАТэ в 50 мМ фосфатном буфере (рН 7,0), до-
бавляли 20–120 ммоль АТ и полученные растворы инкубировали 
при 40 °С, отбирая аликвоты в начале, через 1 и 24 ч для опреде-
ления остаточной активности фермента титрометрическим ме-
тодом [22]. Остаточную активность КАТэ оценивали в % по отно-
шению к активности фермента в растворе, не содержавшем АТ.

Влияние АТ на активность КАТ и КАТэ сравнивали также 
в 10 мМ фосфатном буфере (рН 7,0), содержащем 50 ммоль Н2О2, 
1–40 ммоль АТ и 0,2 мкг/мл белка. За расходованием Н2О2 при 
30  °С следили спектрофотометрически по уменьшению погло-
щения света при 245 нм. Каталазную активность образцов ха-
рактеризовали v0 расходования Н2О2.

Результаты и обсуждение. Результаты исследования синте-
за внеклеточной каталазы P. piceum БИМ F-371 Д при наличии 
спиртов в питательной среде приведены в табл. 1. 

Многоатомные спирты незначительно повышают накопле-
ние биомассы грибом, снижают на 3–14% уровень образования 
фермента и  продуцирующую способность мицелия (табл. 1). 
Также в их присутствии увеличивается синтез белка, не прояв-
ляющего каталазную активность. 

Одноатомные первичные спирты существенно влияют на рост 
P. piceum БИМ F-371 Д и биосинтез каталазы (табл. 1). Метанол 
и, в  большей степени, бутанол подавляют как рост гриба, так 
и синтез фермента. Добавление в питательную среду изопропа-
нола (1–2 об.%) хотя и  приводит к  снижению накопления био-
массы грибом (в 1,7 раза), но существенно повышает содержа- 
ние белка (в 1,3–1,8 раза) и уровень накопления каталазы в КЖ 
(в 2,2–4,0 раза) (табл. 1). Внесение этанола также угнетает рост 
P. piceum БИМ ��������������������������������������������������F�������������������������������������������������-371 Д (в 1,2–1,7 раза), но способствует увеличе-
нию его биосинтетической способности (в 1,2–4,5 раза) и увели-
чению в 1,1–2,2 содержания белка в КЖ (рис. 1). Максимальный 
уровень образования каталазы грибом обнаружен в присутствии 
4 об.% этанола в среде, при этом продуцирующая способность 
мицелия гриба возросла в 7,6 раза. Таким образом, действие спир-
тов на рост P. piceum БИМ F-371 Д и синтез каталазы определяется 
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длиной их углеводородной цепи. Наиболее эффективны первич-
ные спирты с 2–3 углеродными атомами, количество гидроксиль-
ных групп в спирте и их положение являются менее существен-
ным фактором. 

В табл. 2 приведены кинетические характеристики образцов 
каталазы кКАТ и кКАТэ в зависимости от степени ультрафильт- 
рационного концентрирования соответствующего фильтрата КЖ. 

Во всех случаях каталитическую активность кКАТ и кКАТэ 
определяли при одной и той же концентрации белка в реакцион-
ной среде – 0,3 мкг/мл. Если судить по изменению величины Км, 
то с увеличением степени концентрирования фильтрата КЖ повы-
шалось сродство кКАТэ к Н2О2 (табл. 2). В случае кКАТ наблю-
дается обратный эффект. В то же время с увеличением содержания 

Т а б л и ц а  1.  Влияние спиртов на рост P. piceum БИМ F-371 Д 
и образование внеклеточной каталазы

Спирт Концентрация 
спирта, об.%

Конечный рН 
среды

Биомасса, 
мг/мл

Белок, 
мкг/мл

Каталаза

ед/мл ед/мг

Контроль 0 3,5 10,8 23,3 109,5 10,2
Метанол 0,05 3,5 9,9 21,1 86,2 8,7

0,1 3,5 9,2 20,0 78,6 8,6
1 3,3 8,3 17,1 62,3 7,5
2 3,3 6,2 12,9 45,3 7,3
4 3,0 1,7 11,0 19,1 1,4

Изопропанол 0,1 3,3 7,2 24,5 138,3 19,2
1 3,7 6,4 31,0 240,1 37,5
2 3,8 6,2 41,3 443,4 71,5
3 3,5 2,9 27,0 119,4 41,2
4 3,4 0,2 11,8 0,9 4,5

Бутанол 1 3,4 9,7 20,4 42,5 4,4
2 4,1 0,3 16,7 0 0

Глицерин 2 3,9 10,2 26,9 100,2 9,8
4 3,7 10,8 29,7 105,9 9,8

Сорбит 2 3,5 11,0 30,8 106,1 9,6
4 3,7 11,2 28,4 104,2 9,3

Маннит 2 3,5 10,7 31,2 105,7 9,8
4 3,6 11,4 27,7 99,8 8,8
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Рис. 1. Влияние этанола на рост P. piceum БИМ F-371Д и образование внекле-
точной каталазы: 1, а – каталаза, ед/мл; 2, а – продуцирующая способность 

мицелия, ед/мг; 1, б – биомасса, мг/мл; 2, б– белок, мкг/мл

Т а б л и ц а  2.  Кинетические характеристики образцов КАТ и КАТэ, 
полученных ультрафильтрационным концентрированием 

фильтратов КЖ 

Белок концентрата, мг/мл Км, ммоль (Vмакс/Км) × 103, с−1 [Каталаза] × 104, 
ед/мг белка kин × 103, с−1

кКАТ

0,020 130 2,6 5,7 2,8
0,075 160 5,2 16,7 2,0
0,264 230 8,0 36,5 1,9

кКАТэ

0,029 220 8,2 28,4 1,1
0,053 160 8,5 23,6 1,2
0,095 110 10,9 24,0 1,3
0,284 130 15,6 39,6 1,1
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белка в образцах возрастает каталитическая эффективность ка-
талаз, характеризуемая отношением Vмакс/Км. Высокоочищенные 
каталазы из разных источников характеризуются величиной удель-
ной активности в диапазоне (2,07–27,4) × 104 ед/мг белка [2]. Этот 
показатель каталаз P. vitale, A. niger и печени быка составляет 
3,0 × 104, 2,14 × 104, 9,18 × 104 ед/мг белка [2, 24]. Следует отме-
тить, что удельная активность кКАТэ и кКАТ больше, чем у вы-
шеназванных каталаз (табл. 2).

В результате изучения влияния концентрации белка КАТ 
и  КАТэ на начальную скорость разложения Н2О2 (рис. 2, 1, 2) 
установлено, что v0 КАТэ (2) в 4,1–4,9 раза выше, чем аналогич-
ный показатель для КАТ (1). 

Рис. 2. Зависимость начальной скорости разложения 50 мМ Н2О2 
от концентрации белка: 1 – КАТ; 2 – КАТэ; 3 – кКАТ; 4 – кКАТэ
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Ход зависимостей является сходным для концентрированных 
(3, 4) и неконцентрированных (1, 2) образцов фермента. Однако 
на зависимостях 1 и  2 хорошо выражены ступеньки, которые, 
по-видимому, указывают на то, что образцы КАТ и  КАТэ со- 
держат по крайней мере две формы каталазы, отличающиеся 
степенью ассоциации фермента. В присутствии 0,5 мкг/мл бел-
ка кКАТ (3) v0 разложения Н2О2 возрастает в 4,5 раза, а в слу- 
чае кКАТэ (4) – в 1,9 раза по сравнению с КАТ (1) и КАТэ (2). 
Можно предположить, что при ультрафильтрации изменяется 
содержание низко- и  высокоассоциированной каталазы подоб- 
но тому, как это показано для киназы фосфорилазы [25]. Пе- 
реход низкоассоциированной КАТ в  высокоассоциированную 
кКАТ благоприятно сказывается на ее каталитической актив- 
ности, подтверждая эффективность выбранного нами способа 
очистки фермента.

Эффективность разложения Н2О2 исследуемыми каталазами 
возрастает с  увеличением концентрации белка в  реакционной 
среде (рис. 3, б).

КАТэ (2) и  кКАТэ (4) характеризуются большей эффектив- 
ностью разложения Н2О2, чем КАТ (1) и кКАТ (2). Величины Км 
для КАТ (рис. 3, а, 1) и кКАТ (3) существенно различаются лишь 
при высокой концентрации белка в реакционной среде, что ха-
рактерно и для других каталаз [2]. В то же время кКАТэ (4) имеет 
явно большее сродство к Н2О2, чем КАТэ (2). Ранее показано [16, 18], 
что при разложении Н2О2 каталазой P. piceum F-648 величины 
Kм и  kкат изменялись нелинейно в  зависимости от содержания 
белка в  среде. Удельная активность и  Kм фермента достигали 
максимальной величины при концентрациях белка в реакцион-
ной среде ∼3,0  ×  10–7 г/мл. В данном исследовании для КАТ 
P. piceum БИМ F-371 Д на графике зависимости Км от концент- 
рации белка обнаружено хорошо выраженное плечо при содер-
жании белка ∼(2,0–4,0) × 10–7 г/мл и максимум величины Км при 
∼9,0 × 10–7 г/мл (рис. 3, а, 1). По-видимому, при изменении со-
держания белка в среде КАТ формирует две формы ассоциатов, 
отличающихся сродством к Н2О2. В случае КАТэ (рис. 3, а, 2) 
таких форм явно больше.
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В процессе разложения Н2О2 каталаза быстро теряет свою 
активность [16, 18, 20, 23]. Активные формы кислорода (НО• и 2HO •), 
которые образуются при гомолитическом распаде пероксидного 
комплекса, разрушают каталазу. Для количественной характерис- 
тики операционной стабильности образцов каталазы использова-
ли эффективную константу скорости инактивации [23]. На рис. 4, а 
представлены анаморфозы кинетических кривых разложения Н2О2, 
катализируемого КАТэ. Зависимости имеют излом. Участок до 
излома характеризует каталитический процесс в  отсутствие 
инактивации фермента кислородсодержащими радикалами. Как 
правило, его длительность составляет ∼ 1 мин и зависит от кон-
центрации каталазы и  Н2О2 [16, 18, 20, 23]. После излома сни- 
жение активности каталазы характеризуется эффективной kин 
(рис. 4, б, в), величина которой зависит от концентрации белка 

Рис. 3. Влияние концентрации белка на величину Км (а) и отношение Vмакс/Км (б) 
при разложении 50 ммоль Н2О2 в присутствии КАТ (1), КАТэ (2), кКАТ (3) 

и кКАТэ (4)



396

и используемого образца. Операционная стабильность КАТэ су-
щественно выше, чем КАТ (ср. 1 и  2, рис.  4, б). Однако после 
концентрирования фильтратов КЖ образцы кКАТ и кКАТэ ха-
рактеризуются сходной операционной стабильностью (рис. 4, в). 
Можно предположить, что в процессе концентрирования филь-
тратов КЖ нивелируются различия, обусловленные условиями 
выращивания гриба, и формируются ассоциаты каталазы, в ко-
торых фермент разрушается в  одинаковой степени активными 
формами кислорода. 

В случае КАТ (1), КАТэ (2) и кКАТ (3) численное значение 
kин возрастает с увеличением концентрации Н2О2 (рис. 5). Вели-
чина kин кКАТэ (4) остается постоянной практически во всем 

Рис. 4. Анаморфозы кинетических кривых разложения 50 ммоль Н2О2 в присут-
ствии 0,4 × 10–7 (1) и 18,9 × 10–7 (2) г/мл белка КАТэ (а) и влияние концентра-
ции белка на эффективную константу скорости инактивации каталазы при 
разложении 50 ммоль Н2О2: 1, б – КАТ; 2, б – КАТэ; 1, в – кКАТ; 2, в – кКАТэ
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диапазоне концентраций Н2О2. При всех концентрациях Н2О2 
величины kин для КАТэ (2) существенно меньше по сравнению 
с этой характеристикой для КАТ (1). Например, в присутствии 
40 ммоль Н2О2 операционная стабильность КАТ в 3,9 раза ниже, 
чем КАТэ. 

Сульфат аммония используют для стабилизации каталазы 
при ее хранении. Эта соль в концентрациях до 3,0 моль практи-
чески не влияет на активность КАТ сразу после ее растворения 
в образце (рис. 6, 1). Через 22 сут активность КАТ уменьшается 
в ∼ 1,2 раза в образцах, содержавших 0,5–2,0 моль соли. В присут-
ствии 3,0 моль (NH4)2SO4 обнаруживается активирование КАТ 
после 22 сут выдерживания фильтрата КЖ в солевом растворе (2). 

Рис. 5. Влияние концентрации Н2О2 на эффективную константу скорости 
инактивации каталазы при разложении Н2О2 в присутствии КАТ (1), 

КАТэ (2), кКАТ (3) и кКАТэ (4)
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Отмечается также повышение операционной стабильности КАТ, 
хранившейся в 3,0 М растворе этой соли. 

В отличие от КАТ, сульфат аммония (0,5–3,0 М) активирует 
КАТэ (рис. 6, 3). Через 22 сут при всех концентрациях соли на-
блюдается уменьшение активности КАТэ. При хранении КАТэ 
(NH4)2SO4 в концентрации < 1,0 моль отрицательно влияет на ее 
активность (4). В то же время при большем содержании этой со-
ли активность КАТэ сохраняется лучше. 

Можно предположить, что каталаза, синтезируемая в  при-
сутствии этанола, будет более эффективно взаимодействовать 
не только с ее субстратом, но и ингибитором. АТ является спе- 
цифическим ингибитором монофункциональных гемовых ката-
лаз [1]. Он ковалентно связывается в активном центре фермента. 
Место связывания АТ находится в  непосредственной близости 

Рис. 6. Влияние сульфата аммония на активность КАТ (1, 2) и КАТэ (3, 4) сразу 
после растворения соли в фильтрате КЖ (1 и 3) и через 22 сут хранения (2 и 4)
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от His61, участвующего в каталитическом акте. АТ оказывает не-
медленное обратимое, а также медленно развивающееся необрати-
мое ингибирование каталазы. АТ ингибирует каталазу на стадии 
формирования промежуточного соединения 1 – после связыва-
ния Н2О2 в  активном центре фермента [1]. Вещества, окисляе-
мые соединением 1, например этанол, предохраняют каталазу 
от ингибирования, но не могут восстановить активность в слу-
чае имевшего место угнетения.

Для выяснения характера влияния АТ на активность КАТэ 
использован непромытый ультрафильтрат, содержащий 528 ед/мл 
КАТэ и 0,27 ед/мл глюкозооксидазы. Концентрат содержал ре-
дуцирующие вещества в  количестве 7,2 мг/мл, определенные 
методом [26]. С увеличением концентрации АТ и времени инку-
бации возрастает степень ингибирования КАТэ (рис. 7, а). 

Рис. 7. Влияние АТ на активность концентрата КАТэ (а); время инкубации: 
1 – 0 ч, 2 – 1 ч, 3 – 24  ч) и  зависимость начальной скорости разложения 
50 ммоль Н2О2 КАТ (1) и КАТэ (2) от концентрации АТ в реакционной среде (б)
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Остаточная активность фермента, определенная титрометри-
ческим методом, через 1 и 24 ч инкубации с АТ (100–120 ммоль) 
составляет 37,5 и 3,0–3,5% соответственно. Активность катала-
зы подавляется на 50% за 1 ч при использовании ∼ 70 ммоль АТ, 
а за 24 ч – ∼ 20 ммоль данного ингибитора. Однако при малых 
концентрациях АТ (рис. 7, а, 2, 3) и при небольшом времени инку-
бирования (1) эффективность отрицательного воздействия АТ 
на КАТэ является минимальной, что свидетельствует о наличии 
этанола в активном центре фермента. 

С использованием спектрофотометрического способа опре-
деления каталазной активности показано, что АТ при малой 
концентрации активирует КАТ и КАТэ (рис. 7, б). В наибольшей 
степени АТ влияет на активность КАТэ (2). Однако его большие 
концентрации ингибируют оба фермента, хотя в  случае КАТэ 
степень ингибирования меньше. Если сравнивать v0 в  отсут-
ствие АТ и при его концентрации, равной 40 ммоль, то в случае 
КАТэ и КАТ v0 уменьшается в 1,4 и 2,1 раза соответственно. Как 
активирующее, так и ингибирующее влияние АТ на КАТэ хоро-
шо выражены (рис. 7, б, 2). Экстраполируя правые ветви зави- 
симостей на рис. 7, б до их пересечения с осью абсцисс, можно 
оценить предельные концентрации АТ, приводящие к полному 
ингибированию активности ферментов. Для КАТэ и КАТ это до-
стигается при концентрациях АТ, равных ∼ 77 и 71 ммоль соот-
ветственно. Близость этих величин указывает на то, что АТ инги-
бирует КАТэ и КАТ по одному и тому же механизму. 

Таким образом, этанол и  изопропанол существенно увели- 
чивают выход внеклеточной каталазы P.  piceum БИМ F-371 Д 
(табл. 1, рис. 2). В то же время в случае Aspergillus niger G-IV-10 
лучшие результаты получены в среде с 4 об.% метанола: увели-
чивается в 2,0–2,1 раза содержание белка и внеклеточной ката-
лазы [13]. Введение 1% этанола в  среду, содержащую 2% дек-
стрина, повышает в 1,2 раза синтез каталазы грибом Thermoascus 
aurantiacus WSH 03–01 [12]. 

Этанол оказывает многостороннее воздействие на клетки 
[19, 27–28]. В его присутствии мембраны клетки изменяют ли-
пидный состав, организацию и проницаемость [27]. Нарушается 
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транспорт через плазматическую мембрану не только ионов, но 
и метаболитов [27, 28]. Этанол способен подавлять биосинтез мо-
лекул, денатурировать белки цитоплазмы, снижать активность 
гликолитических ферментов [19, 27, 28]. Первичное действие 
этанола выражается увеличением анионной и протонной прони-
цаемости цитоплазматической мембраны клетки, что сопровож- 
дается ее деэнергизацией и  снижением внутриклеточного рН 
[19]. Действие этанола может быть связано с нарушением мито-
хондриальной цепи переноса электронов и, как следствие, уве-
личением образования активных форм кислорода, что приводит 
к  окислительному повреждению белков, липидов и  ДНК [19]. 
Вследствие воздействия этанола на клетки дрожжей Yarrowia 
lipolytica снижается уровень внутриклеточного цАМФ, что кор-
релирует с  увеличением активности каталазы, супероксиддис-
мутазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, глутатионредуктазы 
и НАД+-зависимой алкогольдегидрогеназы [19]. Следовательно, 
одной из возможных причин увеличения синтеза внеклеточной 
каталазы P.  piceum БИМ F-371 Д в  присутствии оптимальной 
концентрации этанола может быть внутриклеточное образова-
ние активных форм кислорода, что ведет к индукции защитных 
генов гриба [1]. В результате гриб активирует синтез каталазы, 
чтобы снизить концентрацию этанола и Н2О2 во внутри- и вне-
клеточной среде (см. рис. 1). 

Кроме белков, в КЖ P. piceum БИМ ����������������������F���������������������-371 Д в большой кон-
центрации присутствуют окрашенные метаболиты ароматиче-
ской природы [29, 30], поглощающие в УФ-области при 275–280 
и ∼ 320 нм. Добавка этанола в питательную среду вызывает изме-
нение водной активности [31], так как этот спирт проявляет хао-
тропные свойства [31–35]. По-видимому, он способен разрых-
лять молекулы белков КЖ и увеличивать растворимость арома-
тических метаболитов в ней. Комплексное воздействие этанола 
и  этих метаболитов на конформацию внеклеточной каталазы 
P. piceum БИМ ������������������������������������������������F�����������������������������������������������-371 Д отражается на ее активности и операцион-
ной стабильности, что и обнаружено в процессе сравнительной 
характеристики КАТ и КАТэ (см. рис. 2–5). Судя по полученным 
данным, только этанол и  изопропанол могут быть ключевым 
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фактором этого многостороннего влияния на внеклеточную ка-
талазу P.  piceum БИМ F-371 Д. АТ при малых концентрациях 
и минимальном времени контакта с КАТ и КАТэ воздействует 
на них неспецифически, подобно низкомолекулярным метабо-
литам КЖ (рис. 7). Более высокое активирующее влияние АТ на 
КАТэ является следствием неспособности этого ингибитора про-
никнуть в активный центр фермента, так как этому препятствует 
этанол, образующий фермент-субстратный комплекс с  катала-
зой [1]. Активный центр КАТэ и КАТ становится доступным для 
АТ лишь при его высокой концентрации в среде и большом вре-
мени взаимодействия ингибитора с каталазами.

Активность каталазы зависит от ее четвертичной структуры 
и степени ассоциации молекул фермента [1], на что могут влиять 
и хаотропные, и космотропные компоненты питательной среды. 
К последним относится глюкоза, концентрация которой в пита-
тельной среде составляет 6%. Глюкоза может стабилизировать 
как белки, так и агломераты гидрофобных ароматических соеди-
нений КЖ. Зависимость активности грибной каталазы от среды 
культивирования может быть обусловлена противоположным 
влиянием этанола и глюкозы на взаимодействие между субъеди-
ницами и молекулами фермента. Оптимальным для активности 
и стабильности внеклеточной каталазы P. piceum БИМ F-371 Д 
является 4 об.% этанола и 6 мас.% глюкозы. Этанол как мягкий 
хаотропный реагент [31, 32], с  одной стороны, разрыхляет мо- 
лекулу каталазы и  увеличивает растворимость ароматических 
соединений КЖ, а с другой – нарушает взаимодействие между 
ее молекулами и водой, что в итоге ведет к изменению ассоциа-
ции фермента [33, 34]. В то же время глюкоза, являющаяся эффек-
тивным неионным космотропным соединением, стабилизирует 
водородные связи между молекулами объемной воды и  укреп- 
ляет межмолекулярные взаимодействия между белками [33, 34]. 
Этому способствует и то, что внеклеточные каталазы грибов ро-
да Penicillium и Aspergillus являются гликопротеинами [36]. По-
видимому, КАТэ менее ассоциирована и более доступна для Н2О2, 
чем КАТ, что и  обуславливает ее высокую каталазную актив-
ность (см. рис. 2, 1 и 2; рис. 3, а) и операционную стабильность 
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(см. рис. 4, б). В процессе ультрафильтрации из фильтрата КЖ 
удаляются этанол и глюкоза, и, как следствие, существенно умень-
шается разница в  активности и  стабильности кКАТ и  кКАТэ 
(см. рис. 2, 3 и 4; рис. 4, в). 

Сульфат аммония является сильным ионным космотропным 
соединением [33–35], которое стимулирует ассоциацию субъеди-
ниц олигомерных белков [33, 34]. Эта соль при концентрации, 
равной 1  моль, эффективно увеличивает стабильность глюко- 
зооксидазы [37]. Сочетание космотропного эффекта глюкозы 
и 3,0 моль сульфата аммония обеспечивает высокую активность 
КАТ в процессе хранения ее разбавленного образца (см. рис. 6, 2). 
В то же время этанол вместе с присутствующими в КЖ P. piceum 
БИМ �����������������������������������������������������F����������������������������������������������������-371 Д низкомолекулярными ароматическими соединения-
ми [29, 30] ослабляют эффекты глюкозы и (NH4)2SO4, что в наи-
большей степени проявилось в присутствии сравнительно малой 
концентрации соли (см. рис. 6, 4). Вероятно, по мере возрастания 
концентрации сульфата аммония влияние ароматических метабо-
литов КЖ на ассоциацию КАТэ уменьшается за счет их высалива-
ния из раствора, но хаотропные эффекты этанола остаются неиз-
менными. Поэтому даже при наличии в КЖ P. piceum БИМ F-371 Д 
высокой концентрации этой соли активность КАТэ через 22 сут 
меньше, чем КАТ. 

Заключение. В условиях этанольного стресса активируется 
образование внеклеточной каталазы P. piceum БИМ ��������������F�������������-371 Д и уве-
личивается продуцирующая способность мицелия в 4,5 и 7,6 раза 
соответственно. Внеклеточная каталаза, синтезируемая грибом 
в  присутствии этанола, отличается высокой каталитической 
активностью и операционной стабильностью. Установлено, что 
сульфат аммония может обеспечить длительное хранение ката-
лаз P.  piceum БИМ ���������������������������������������    F��������������������������������������    -371 Д. Показана эффективность ультра-
фильтрационного концентрирования для получения частично 
очищенных препаратов каталаз, отличающихся высокой эффек-
тивностью разложения Н2О2 и удельной активностью. 
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Effect of mono- and polyalcohols on growth of Penicillium piceum BIM F-371 D 
and catalase production was studied. It was shown that ethanol raised productive 
capacity of fungal mycelium and catalase generation level by 7.6 and 4.5 times, 
respectively. Catalase specimens from Р. piceum BIM F-371 D grown on nutrient media 
without ethanol (CАТ) and in its presence (CАТe) were obtained by ultrafiltration 



407

concentration technique. It was found that CАТe is characterized by elevated initial 
rate (4.1–4.9 times) and increased efficiency (2.6–3.4 times) of H2O2 decomposition, 
operational stability and specific activity exceeding that in catalases from other sources 
by 1.5–19.2 times. Ammonium sulfate (3.0 mol) proved most effective catalase- 
stabilizing agent. It was assumed that positive ethanol impact on fungal catalase 
synthesis and its properties implies induction of enzyme biosynthesis by active oxygen 
species and concerted action of ethanol (or isopropanol) and glucose on quarternary 
structure of catalase and association of its molecules.
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Исследованы культурально-морфологические свойства новых штаммов 
гриба веселка обыкновенная (Phallus impudicus). Максимальная линейная ско-
рость роста при их выращивании на агаризованных питательных средах соста-
вила 1,15–1,2 мм/сут, ростовой коэффициент – 10,8. Исследована возможность 
выращивания P. impudicus на жидких питательных средах при поверхност-
ном и  глубинном способах культивирования. Показано, что оптимальными 
условиями для выращивания мицелия P. impudicus являются: температура – 
22–24 °С, исходный уровень рН – 4,0–6,0. 

Введение. Перспективным направлением развития современ-
ной микологии и биотехнологии является использование съедобных 
и лекарственных грибов для получения биологически активных 
соединений [1]. 
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Веселка обыкновенная (Phallus impudicus) – один из интерес-
ных и малоизученных грибов, используемых в народной медици-
не стран Северной и Восточной Европы. Веселка растет в хвой-
ных и лиственных лесах, в парках, садах, на богатых гумусом 
почвах, однако встречается в  природе очень редко, занесена 
в Красную книгу Республики Беларусь как вид грибов, количе-
ство которых сокращается.

Гриб съедобен в  молодом возрасте. В  народной медицине 
применяются настойки из плодовых тел веселки при подагре, 
ревматизме, некоторых заболеваниях желудка, как вспомога-
тельное средство в  лечении онкологических заболеваний. На-
ружно настойка веселки используется для лечения заболеваний 
кожи: трофических язв, пролежней, укусов, ран, опухолей. Ве-
селка также применялась как противопаразитарное средство [2]. 

До недавнего времени научные исследования данного гриба 
практически не проводились. В  литературе имеются немного-
численные данные о  биохимическом составе P.  impudicus [3]. 
Изучен углеводный состав мицелия, основным компонентом ко-
торого является глюкоза (47,0%), а  также обнаружены значи-
тельные количества маннозы (24,0%) и  галактозы (18,4%) [4]. 
P. impudicus образует полисахарид Pl-2 (глюкоманнан) [5].

На разных стадиях развития гриба P. impudicus выявлено 
59 различных летучих соединений, среди которых преобла- 
дали: диметилтрисульфид, цис- и  транс-β-оцимены, 2-фенил- 
ацетальдегид и 2-фенилэтанол. В наибольшей степени сильный 
неприятный запах зрелых плодовых тел веселки определяли 
диметилолигосульфиды, которые отсутствовали у грибов на ста-
дии яйца [6].

P. impudicus может использоваться как профилактическое 
средство перед эпидемиями гриппа, при простудных заболева-
ниях [2]. Показано, что P. impudicus обладает антиоксидантной 
активностью [3, 4].

В опытах на лабораторных животных сотрудниками НАН Бе-
ларуси проведены исследования по применению P. impudicus 
при ожогах и индуцированном гепатите, показано гипогликеми-
ческое и  иммуностимулирующее действие [7, 8]. Установлено, 
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что употребление водного экстракта веселки обыкновенной ока-
зывало противоопухолевое и радиопротекторное действие [9, 10]. 

Таким образом, P. impudicus обладает иммуностимулирующи-
ми, гипогликемическими, противоопухолевыми и противолуче-
выми свойствами, оказывает ранозаживляющее действие и может 
служить источником для создания лечебно-профилактических 
препаратов [10].

Преимущество применения веселки перед грибами восточ-
ной медицины – приуроченность к  отечественным экологиче-
ским условиям, возможность постоянного пополнения коллекции 
новыми природными изолятами для внедрения в  искусствен-
ную культуру лучших из них по спектру биологически актив-
ных веществ. 

Поскольку гриб P. impudicus в природе встречается очень ред-
ко и сбор дикорастущих грибов из-за неблагоприятной экологиче-
ской ситуации ограничен, актуальным является получение био-
массы мицелия с помощью биотехнологических методов. Иссле-
дование физиолого-биохимических особенностей P. impudicus 
при искусственном культивировании позволит в дальнейшем раз-
работать биотехнологию получения биомассы и полисахаридов 
для создания новых лечебно-профилактических препаратов.

Цель исследования – выделение в чистую культуру штаммов 
гриба P. impudicus, изучение культурально-морфологических 
свойств и отбор активно растущих штаммов, изучение влияния 
условий культивирования на рост гриба и образование им поли-
сахаридов. 

Материалы и методы. В работе использовали штаммы гри-
ба веселка обыкновенная (P. impudicus), выделенные из плодо-
вых тел, собранных в лесах Гродненской и Минской областей. 
Для выделения чистых культур P. impudicus использовали пло-
довые тела, находящиеся в стадии яйца. 

Культуры гриба поддерживали на скошенном сусло-агаре (4Б).
Для изучения культурально-морфологических свойств, опре-

деления радиальной скорости роста и ростового коэффициента 
штаммы P. impudicus выращивали в чашках Петри (диаметр 9 см) 
на сусло-агаре (СА), глюкозо-пептонном агаре (ГПДА) и карто-
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фельно-глюкозном агаре (КГА) при различных температурах [12]. 
Влияние температуры на рост гриба изучали при его выращива-
нии на ГПДА.

Культивирование на жидких средах осуществляли на пив-
ном сусле 8 °Б, полусинтетической глюкозо-пептонной среде [12]. 
Количество инокулюма – 10%. Поверхностное культивирование 
грибного мицелия проводили в колбах Эрленмейера или в мат- 
расах в  стационарных условиях. Глубинное культивирование 
осуществляли в колбах Эрленмейера на качалке (120 об/мин).

Грибной мицелий отделяли от культуральной жидкости фильт- 
рованием через плотную ткань, высушивали при температуре 
60 °С и далее использовали для последующих анализов.

Белок в мицелии определяли по Кьельдалю [13], эндополиса-
хариды – по [14], экзополисахариды – по [15], общие углеводы – 
по [16], липиды – по [17].

Статистическая обработка результатов проводилась с исполь-
зованием статистических функций Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение. Проведено изучение культураль-
но-морфологических свойств пяти новых штаммов, выделенных 
тканевым методом из собранных в  лесах Гродненской и  Мин-
ской областей плодовых тел гриба P. impudicus. 

Рост штаммов P. impudicus исследован на трех вариантах ага-
ризованных сред. Сначала рост колоний исследуемых штаммов 
грибов был неравномерным: колонии состояли из отдельных опу-
шенных участков неправильной формы. Затем эти участки сраста-
лись с образованием плотных, опушенных колоний белого цвета 
с концентрическими кругами, высоким ватообразным мицелием, 
выпуклым центром и ровным или слегка волнистым краем. Ре-
верзум колоний цвета среды. Мицелий обладал приятным гриб-
ным запахом. 

В отличие от других ранее исследованных видов грибов [18] 
колонии у P. impudicus росли быстрее на ГПДА, чем на СА. Не-
смотря на то что колонии были высокими и плотными, дорастание 
их до края чашки Петри наблюдалось только после 50 сут культи-
вирования. Линейная скорость роста составила 0,46–1,2 мм/сут, 
ростовой коэффициент (РК) – 6,0–10,8 (табл. 1). Таким образом, 
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в соответствии с [12] исследуемые штаммы P. impudicus можно 
отнести к медленнорастущим.

Наиболее активным ростом отличались штаммы 4 и 5, мак-
симальная линейная скорость роста у которых при 24 °С соста-
вила 1,15–1,2 мм/сут, РК – 10,8.

Т а б л и ц а  1.  Линейный рост, РК и скорость роста (Кr) штаммов 
гриба P. impudicus на агаризованных питательных средах при 25 °С

Штамм Среда 10 сут 20 сут 30 сут 40 сут 50 сут Kr, мм/сут РК

1
СА 7,3 ± 1,5 14,0 ± 1,0 20,3 ± 1,8 28,7 ± 1,5 34,3 ± 2,0 0,67 8,2

КГА 7,2 ± 2,5 18,3 ± 3,2 28,6 ± 2,3 36,7 ± 4,3 39,4 ± 2,0 1,03 9,4
ГПА 8,5 ± 1,7 20,7 ± 4,0 32,6 ± 2,6 40,7 ± 5,1 45,0 ± 1,3 1,1 10,8

2
СА 6,3 ± 0,5 14,5 ± 3,2 28,3 ± 3,6 35,6 ± 3,1 41,6 ± 2,8 0,75 10,0

КГА 5,3 ± 0,5 16,3 ± 4,4 26,6 ± 2,8 35,0 ± 2,5 40,3 ± 1,9 0,97 9,6
ГПА 8,6 ± 1,4 19,2 ± 3,2 37,0 ± 3,3 42,0 ± 0,5 45 ± 0,4 1,14 10,8

3
СА 7,6 ± 1,4 11,3 ± 1,1 16,4 ± 2,1 18,0 ± 2,1 18,5 ± 2,8 0,46 4,4

КГА 6,1 ± 1,6 15,4 ± 3,1 22,3 ± 2,8 25,6 ± 2,3 30,5 ± 2,8 0,78 7,3
ГПА 7,0 ± 1,1 18,5 ± 2,3 28,3 ± 2,0 33,0 ± 2,9 39,3 ± 3,1 1,0 9,3

4
СА 5,5 ± 1,2 14,3 ± 3,2 18,2 ± 2,6 22,5 ± 1,9 26,4 ± 2,1 0,77 6,2

КГА 6,3 ± 1,3 17,6 ± 3,2 27,3 ± 2,5 31,2 ± 3,6 39,3 ± 2,1 1,0 9,4
ГПА 7,0 ± 1,7 19,6 ± 1,5 30,2 ± 1,6 38,3 ± 2,2 45,0 ± 0,2 1,15 10,8

5
СА 5,0 ± 0,5 13,3 ± 0,4 18,8 ± 1,3 22,5 ± 1,1 39,1 ± 1,1 0,76 9,3

КГА 6,3 ± 0,5 18,8 ± 0,4 27,5 ± 1,6 35,1 ± 1,8 41,0 ± 4,1 1,1 9,8
ГПА 7,3 ± 0,6 21,0 ± 1,7 28,9 ± 1,9 38,7 ± 2,2 45,0 ± 0,7 1,2 10,8

Исследование влияния температуры культивирования по- 
казало, что оптимальная температура для роста исследуемых 
штаммов P. impudicus – 22–24 °С. Низкая температура культиви-
рования (18–20 °С) оказалась более предпочтительной для этих 
грибов, чем более высокая (26–28 °С). При + 4 ± 1 °С вегетатив-
ный мицелий рос очень слабо. При 30 °С и выше мицелиальный 
рост прекращался.

При микроскопировании вегетативного мицелия штаммов 
P. impudicus наблюдались септированные, разветвленные, пере-
плетающиеся в  разных направлениях гифы, а  также слияния 
гиф, осуществляющиеся с  помощью анастомозов. Встречались 
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крупные, вздутые, часто неправильной формы клетки, в которых 
находились сферические кристаллы. На мицелии присутствовали 
пряжки, представляющие собой небольшие, дугообразной формы 
выросты, расположенные против поперечной перегородки гифы. 

Выявленные морфологические структуры (пряжки) сохраня-
лись на мицелии и при выращивании грибов глубинным спосо-
бом, что важно для оценки ее физиологического состояния.

Вегетативный мицелий P. impudicus в  течение 6–8 недель 
обрастал твердофазный субстрат на основе зерна ячменя и со-
ломы. Через 8–10 недель наблюдалось образование примордиев 
(зачатков плодовых тел), однако самих плодовых тел получено 
не было.

Для отбора штаммов – продуцентов полисахаридов исследо-
ван рост 5 штаммов P. impudicus при глубинном культивирова-
нии на пивном сусле 8 °Б в колбах Эрленмейера при температу-
ре 24–26 °С. Наиболее активнорастущими оказались штаммы 
P. impudicus 4 и 5, образующие на 30-е сутки 4,8–5,0 г/л биомассы, 
содержащей 8,6–9,4% эндополисахаридов и 2,8–3,0 г/л экзополи-
сахаридов.

Также проведено исследование роста штаммов P. impudicus 4 
и 5 на жидкой глюкозо-пептонной питательной среде при поверх-
ностном и глубинном культивировании. 

При поверхностном культивировании в матрасах или колбах 
в стационарных условиях мицелий гриба P. impudicus рос на по-
верхности питательной среды в виде пленки. Сначала появлялись 
отдельные опушенные кусочки, затем образовывалась сплошная 
толстая пленка, а  прилегающая к  пленке культуральная жид-
кость становилась желеобразной из-за наличия экзополисахари-
дов. При культивировании гриба в течение 60 сут было получе-
но 10–15 г/л его биомассы, при этом в культуральной жидкости 
накопилось 3,4–5,3 г/л экзополисахаридов.

При глубинном культивировании в колбах на качалке в усло-
виях перемешивания мицелий P. impudicus рос в  виде пеллет 
различного диаметра (1–5 мм). Иногда наблюдался рост в виде 
комков мицелия. Для получения 5,0–5,6 г/л биомассы потребо-
валось около 30 сут.
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Биохимический состав мицелия штаммов P. impudicus 4 и 5, 
полученного при поверхностном и глубинном культивировании 
представлен в табл. 2. Высокие значения углеводов и эндополи-
сахаридов в поверхностном мицелии, вероятно, объясняются тем, 
что с поверхностной пленкой произошла ассоциация экзополи-
сахаридов.

Т а б л и ц а  2.  Влияние способа культивирования 
на биохимический состав мицелия штаммов P. impudicus 4 и 5

Штамм Общие углеводы, % Эндополисахариды, % Истинный  
белок, % Липиды, %

Поверхностное культивирование
P. impudicus 4 66,0 14,9 9,7 2,0
P. impudicus 5 65,0 17,7 6,2 1,8

Глубинное культивирование
P. impudicus 4 52,0 8,5 10,2 2,5
P. impudicus 5 55,0 9,0 9,5 2,3

Таким образом, в связи с длительным ростом гриба P. impudicus 
при глубинном культивировании, сопровождаемым энергозатра-
тами, его выращивание может быть целесообразным в стацио-
нарных условиях. 

Исследовано влияние исходного рН на рост штаммов P. �����i����mpu-
dicus 4 и  5 и  образование ими полисахаридов в  диапазоне на-
чальных значений рН от 3 до 9. В процессе роста грибов наблю-
далось снижение рН до 3,1–3,7. Для роста P. impudicus, как и для 
многих грибов, более благоприятным оказался слабокислый 
рН (4,0–6,0). В этом варианте опыта количество биомассы соста-
вило 5,3–5,6 г/л, содержание в ней полисахаридов – 10,4–12,6%, 
а количество внеклеточных полисахаридов – 3,4–4,3 г/л.

Заключение. Таким образом, из плодовых тел гриба веселка 
обыкновенная (P. impudicus) выделено 5 новых штаммов. Иссле-
дованы их культурально-морфологические свойства при росте 
на агаризованных питательных средах. Максимальная линейная 
скорость роста при 22–24 °С составила 1,15–1,2 мм/сут, ростовой 
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коэффициент – 10,8. Для получения биомассы и  полисахари- 
дов отобраны 2 штамма. В поверхностном мицелии содержа-
лось 65–66% общих углеводов, 14,9–17,7% эндополисахаридов, 
6,2–9,7% истинного белка, 1,8–2,0% липидов. В глубинном мице-
лии содержалось 52–55% общих углеводов, 8,5–9,0% эндополиса-
харидов, 9,5–10,2% истинного белка, 2,3–2,5% липидов. Показано, 
что оптимальными условиями культивирования для P. impudicus 
в колбах являются температура 22–24 °С, исходный рН 4,0–6,0.
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БИОТЕХНОЛОГИИ ДЛЯ КОНТРОЛЯ 
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УДК 579.66; 602.6

И. А. ГОНЧАРОВА, А. А. КОСТЕНЕВИЧ, 
А. А. АРАШКОВА, А. М. ТРИГУБОВИЧ 

ВЫЯВЛЕНИЕ ОППОРТУНИСТИЧЕСКИХ 
МИКРОМИЦЕТОВ В ПОМЕЩЕНИЯХ 

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

Предложен способ первичного анализа микобиоты помещений для выяв-
ления колоний оппортунистических грибов. Образцы налетов, взятые стериль-
ными ватными палочками с  поверхности заплесневевших или запыленных 
материалов, высевают в чашки Петри с питательной средой четырьмя диамет- 
ральными штрихами. Грибы, образующие по штрихам сплошные полосы, 
присутствуют в помещении в опасном для здоровья количестве. Чтобы оце-
нить их способность развиваться в условиях, имитирующих организм челове-
ка, изоляты высевают газоном на модифицированную среду Чапека–Докса 
с пониженным содержанием глюкозы, заменой неорганического азота на глу-
таминовую кислоту, начальный рН 7,4. Критерием оценки потенциальной опас-
ности гриба может служить соотношение плотности биомассы газона при тем-
пературе тела человека и внешней среде, 37 и 28 °С соответственно.

Введение. Потенциально патогенными (оппортунистическими) 
называют грибы, которые, с одной стороны, могут длительно со-
храняться и развиваться во внешней среде, а с другой – вызывать 
заболевания человека. Распространение оппортунистических гри-
бов в среде обитания человека преимущественно оценивают по их 
присутствию во «внутренней среде» (indoor environment), т. е. в по-
мещениях [1]. Грибы, развивающиеся в жилых и общественных 
помещениях, не являясь по своей природе болезнетворными, мо-
гут в организме человека вызывать микогенные аллергии в ви- 
де астматического бронхита, бронхиальной астмы, крапивницы, 
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а также приобретать паразитарные свойства [2]. Оппортунистиче-
ские грибы могут быть причиной так называемых вторичных ми-
козов, которые могут развиваться у людей, уже имеющих серьезное 
первичное заболевание. Наиболее подвержены вторичным микозам 
люди, страдающие различными формами иммунодефицита. Подав- 
ляющее большинство потенциальных возбудителей вторичных ми- 
козов, попав в организм здоровых людей, не находит подходящих 
для себя условий или не выдерживает защитных реакций организ-
ма человека. Однако у лиц с ослабленным иммунитетом возмож-
ность возникновения грибной инфекции существенно выше [3].

Ранее считалось, что плесневые грибы не обладают достаточ-
ным набором агрессивных свойств для инвазии. Однако в послед-
ние время наметилась тенденция неуклонного роста количества 
все новых видов плесневых грибов, выделяемых в микробиоло-
гических посевах, наряду с  общепризнанными возбудителями 
грибковых инфекций [4]. 

Важнейшими среди мицелиальных грибов, возбудителей вто-
ричных микозов, являются грибы, способные развиваться в ши-
роком интервале температур, и обладающие термотолерантными 
свойствами. Способность микромицетов расти при 37 °C и физио-
логическом рН относится к факторам вирулентности, обеспечи-
вающим инвазию грибов в глубокие ткани организма человека [5].

Одним из ключевых аспектов проблемы оценки плесневой 
опасности остается вопрос об уровне патогенности грибных 
изолятов для человека. 

Цель исследования – подбор условий микологического ана-
лиза проб для выявления степени опасности плесневых грибов 
как возбудителей микозов. 

Материалы и  методы. Объектами исследований служили 
микроскопические мицелиальные грибы, выделенные из очагов 
плесневого поражения строительных материалов в помещениях 
различного назначения. 

При поверхностном культивировании посев осуществляли 
в центр чашки Петри уколом спор или трехсуточными пеллета-
ми глубинного мицелия на среду Чапека–Докса с 1% глюкозы. 
Инкубирование проводили при 20, 30, 40 и 45 °С.
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Глубинное культивирование проводили на среде Чапека–
Докса и ее модификациях в колбах Эрленмейера на лотковой ка-
чалке при температуре 24 °С.

Культуральную жидкость выпаривали с помощью роторного 
вакуумного испарителя и после этанольной экстракции опреде-
ляли содержание аминокислот на автоматическом анализаторе 
аминокислот ААА-881 «Микротехна».

Ростовую активность культур на агаризованной среде оцени-
вали по коэффициенту радиальной скорости роста (Кr). Коэффи-
циент радиальной скорости роста определяли по формуле 

Кr = (a − b) /n,

где Кr – коэффициент радиальной скорости роста, мм/сут; a – ра-
диус колонии в конце периода линейного роста, мм; b – радиус 
колонии в начале периода линейного роста, мм; n – продолжи-
тельность линейного роста, сут.

Выход биомассы поверхностной культуры оценивали после 
отделения семисуточной газонной культуры от агаризованной 
среды путем трехминутного кипячения в большом объеме воды 
и  горячего фильтрования. Плотность газонной культуры рас-
считывали как отношение сухого веса биомассы к площади по-
верхности питательной среды. 

Результаты и  обсуждение. В работе были использованы 
штаммы микроскопических мицелиальных грибов, выделенных 
из очагов плесневого поражения строительных материалов жи-
лых и общественных помещений. Контаминированность микро-
мицетами жилых помещений, как правило, была значительно 
выше, что, возможно, связано не только с соблюдением в обще-
ственных зданиях санитарных правил, их регулярной уборкой, 
меньшим количеством мебели, но также с тем, что анализ содер-
жания грибов в  жилых помещениях проводили, чаще всего, 
в связи с появлением у жильцов проблем со здоровьем. Образцы 
налетов, взятые стерильными ватными палочками с поверхно-
сти заплесневевших или запыленных материалов, высевали в чаш-
ки Петри с питательной средой четырьмя диаметральными штри-
хами. Грибы, образующие по штрихам сплошные полосы, опре-
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деляли в  качестве агентов плесневого поражения. Из 140 
изолятов для исследования были отобраны штаммы с ярко выра-
женной повреждающей активностью. 

Возможность развития потенциально патогенных грибов иссле-
довали с учетом температурного фактора. Считается, что именно 
по температурным требованиям наиболее четко выявляются 
группы микроскопических грибов, проявляющие свойства пато-
генных [3]. 

Исследование влияния температуры культивирования на рост 
отобранных культур на среде Чапека–Докса с пониженным содер-
жанием глюкозы (1%) показало, что интервал температур актив-
ного роста зависит не только от видовых и штаммовых особен-
ностей, но и метаболической активности посевного материала. 
При использовании в качестве инокулюма глубинного мицелия 
по сравнению со спорами повышается не только ростовая актив-
ность, но и устойчивость грибов к повышенным температурам. 
Представители родов Chaetomium, Paecilomyces и  Penicillium 
при посеве мицелием проявили способность к росту при 40 °С, 
а Aspergillus – даже при 45 °С (табл. 1). 

Для дальнейших исследований были отобраны наиболее 
и наименее термотолерантные культуры – Aspergillus niger GB-35 
и Penicillium chrysogenum LK-140 соответственно.

Т а б л и ц а  1.  Влияние температуры культивирования 
на радиальную скорость роста (Кr, мм/сут) колоний микромицетов 

при инокулировани среды Чапека–Докса спорами (С) 
или глубинным мицелием (М)

Культура
20 °С 30 °С 40 °С 45 °С

С М С М С М С М

Aspergillus niger GB-35 4,2 4,5 7,8 8,0 5,3 5,5 0,8 2,0
Aspergillus flavus EP-9 4,0 4,8 6,0 6,8 3,3 3,7 – 1,6
Aspergillus terreus EP-41 3,6 4,2 5,9 6,1 3,0 3,0 – 0,8
Chaetomium globosum GB-85 3,2 3,5 3,3 3,8 – 1,9 – –
Paecilomyces variotii LK-131 4,3 4,6 5,7 5,8 – 1,3 – –
Penicillium chrysogenum LK-140 3,5 5,1 4,1 5,4 – – – –
Penicillium funiculosum MV-76 3,8 4,6 3,2 4,7 1,0 2,1 – –
Penicillium verruculosum BW-88 3,6 3,8 3,5 3,9 – 0,5 – –
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Среди основных низкомолекулярных грибных экзометаболи-
тов особое место занимают аминокислоты [6, 7]. В культураль-
ной жидкости A. niger и P. chrysogenum был выявлен достаточно 
широкий спектр продуцируемых аминокислот – аланин, арги-
нин, аспарагиновая кислота, валин, глицин, глутаминовая кис-
лота, лизин, пролин и треонин. Количество глутаминовой кисло-
ты значительно превышало содержание других аминокислот, 
достигая 3,8 и 4,0 мг/л у P. chrysogenum и A. niger соответственно 
(рис. 1). 

При изучении влияния состава питательной среды на рост 
мицелиальных грибов многие авторы отмечают важную роль 
различных ростовых факторов. В организме человека доля глу-
таминовой кислоты, обладающей основной интегрирующей ро-
лью в азотистом обмене, составляет 25% от общего количества 
всех аминокислот. В связи с этим использование глутаминовой 
кислоты в качестве источника азота может относиться к факто-
рам патогенности микромицетов [8].

Рис. 1. Содержание свободных аминокислот в культуральной жидкости 
Aspergillus niger и Penicillium chrysogenum после 4 сут культивирования 

на среде Чапека–Докса
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Рис. 2. Выход биомассы Aspergillus niger и Penicillium chrysogenum 
на среде Чапека–Докса с глутаминовой кислотой (ГК): 1 – 1% глюкозы; 

2 – 1% ГК; 3 – 0,5% глюкозы + 0,5% ГК; 4 – 1% ГК без NaNO3; 
5 – 0,5% глюкозы + 0,5% ГК без NaNO3

Известно, что в присутствии аминокислот устойчивость мик- 
роорганизмов к неблагоприятным факторам внешней среды зна-
чительно выше, чем на минимальной среде. Содержание в среде 
0,5% глутаминовой кислоты позволило снизить содержание глю-
козы в 4 раза и полностью исключить источник минерального 
азота (рис. 2).

Среди плесневых грибов в широких температурных грани-
цах наиболее активно способны расти виды, известные как аген-
ты биоповреждения, уровень контаминации помещений которы-
ми определяет частоту возникновения микозов и  микогенных 
аллергий [9]. Плесневые грибы обладают высокой скоростью 
роста, способностью к быстрому формированию гиф. Это может 
способствовать быстрой инвазии гриба и  рассматриваться как 
важный фактор патогенности [4].

С целью выяснения, насколько выделенные агенты биопо- 
вреждения могут представлять потенциальную опасность для 
здоровья человека, проявляя патогенные свойства, была прове-
рена способность развиваться на агаризованной среде Чапека–
Докса с 0,5%-ным содержанием глюкозы и глутаминовой кисло-
ты без NaNO3 при 37 °С.
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 При сравнении скорости роста и плотности биомассы, обра-
зуемой на единице площади субстрата при 37 °С, было установ-
лено, что A.  niger, обладающий наибольшей скоростью роста 
(6,1 мм/сут) при данной температуре, незначительно отличался 
по выходу биомассы от A. flavus, скорость роста которого была 
ниже в 1,7 раза. Этот факт дает основание предполагать, что уро-
вень распространения мицелия на субстрате в  данном случае 
не является исчерпывающим показателем роста, поскольку коло-
ния, достигшая большого диаметра, имеет тонкую пленчатую 
структуру. Так при достаточно высоких скоростях роста предста-
вители рода Penicillium характеризовались низкой плотностью ко-
лоний при 37 °С, снизившейся по сравнению с 28 °С на 83,0–93,3%, 
что свидетельствует о их низкой термотолерантности (табл. 2).

Т а б л и ц а  2.  Скорость роста колоний и выход биомассы 
газонной культуры микромицетов на модифицированной среде 

Чапека–Докса с 1%-ным содержанием глюкозы 
и заменой неорганического азота на глутаминовую кислоту

Культура
28 °С 37 °С

Кr, мм/сут Биомасса, мг/см2 Кr, мм/сут Биомасса, мг/см2

Aspergillus niger 7,2 ± 0,42 0,53 ± 0,09 6,1 ± 0,25 0,47 ± 0,06
A. flavus 6,1 ± 0,27 0,28 ± 0,03 3,6 ± 0,21 0,46 ± 0,08
A. terreus 5,4 ± 0,30 0,40 ± 0,05 3,7 ± 0,19 0,35 ± 0,05
Chaetomium globosum 2,5 ± 0,24 0,18 ± 0,02 0,8 ± 0,16 0,13 ± 0,04
Paecilomyces variotii 5,7 ± 0,35 0,36 ± 0,06 4,9 ± 0,27 0,27 ± 0,06
Penicillium chrysogenum 4,5 ± 0,26 0,62 ± 0,11 1,2 ± 0,15 0,05 ± 0,01
P. funiculosum 3,2 ± 0,31 0,47 ± 0,08 2,0 ± 0,16 0,08 ± 0,02
P. verruculosum 2,9 ± 0,21 0,45 ± 0,07 1,8 ± 0,26 0,03 ± 0,01

В отличие от коллекционных культур у  грибов, непосред-
ственно выделенных из очагов плесневого поражения и не под-
вергавшихся пересевам, разница в  плотности биомассы при 
культивировании при разных температурах была более ярко вы-
раженной (табл. 3). 

На основании этого предлагается использовать соотношение 
плотности биомассы при температуре 37 и 28 °С в качестве коли-
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чественного показателя патогенности вновь выделенных микро-
мицетов. При сравнительном анализе изолятов родов Alternaria, 
Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium, Stachybotrys было установле-
но, что наиболее высоким данный показатель был у представите-
лей рода Aspergillus: у A. versicolor он составил 0,46, у A. calidoustus 
и A. flavus – 0,79 и 0,80 соответственно. Тот факт, что данные виды 
рода Aspergillus входят в список грибов, обнаруживаемых в по-
лостных образованиях в  легких у  больных туберкулезом [10], 
подтверждает правомочность использования описанного показа-
теля для оценки опасности микромицетов для здоровья людей.

Т а б л и ц а  3.  Выход биомассы газонной культуры микромицетов 
на модифицированной среде Чапека–Докса с 1%-ным содержанием 

 глюкозы и заменой неорганического азота на глутаминовую кислоту

Культура Температура, °С Биомасса, мг/см2 Ко = В37 /В28

Alternaria sp. М1 28 3,30 ± 0,24 0
37 0

Aspergillus сalidoustus М65 28 1,14 ± 0,17 0,76
37 0,94 ± 0,08

Aspergillus flavus М10 28 1,52 ± 0,10 0,80
37 1,22 ± 0,06

Aspergillus puniceus М94 28 2,46 ± 0,15 0
37 0

Aspergillus sp. М2 28 1,92 ± 0,07 1,16
37 2,23 ± 0,10

Aspergillus versicolor М13 28 1,46 ± 0,09 0,46
37 0,68 ± 0,05

Paecilomyces lilacinus М112 28 2,46 ± 0,12 0
37 0

Penicillium sp. М3 28 1,09 ± 0,10 0,15
37 0,02 ± 0,01

Penicillium sp. М75 28 1,05 ± 0,11 0,03
37 0,03 ± 0,01

Penicillium sp. М76 28 1,22 ± 0,10 0,05
37 0,06 ± 0,01

Stachybotrys chartarum М113 28 1,56 ± 0,12 0
37 0
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Заключение. Таким образом, соотношение плотности био-
массы микромицетов при культивировании на агаризованной 
среде Чапека–Докса с 0,5%-ным содержанием глюкозы и глута-
миновой кислоты при 37 и  28  °С отражает степень опасности 
микромицетов для здоровья людей. Предложенный количествен-
ный показатель может служить коэффициентом оппортунистич-
ности микроскопических грибов – агентов биоповреждения.
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Методом накопительной культуры получены микроорганизмы, активно по-
требляющие аммонийный азот. В качестве наиболее перспективных микроорга-
низмов отобраны штаммы Rhodococcus sp. ДД, Bacillus sp. ДК-18, Bacillus sp. ДК-21, 
Pseudomonas sp. ДДК-11 и Pseudomonas sp. ГПД-7. Исследование деструктивной 
активности показало, что модельная сточная вода с концентрацией аммонийно-
го азота 6 мг/л очищается культурой Rhodococcus sp. ДД на 85%, Bacillus sp. 
ДК-18 – на 79%, Bacillus sp. ДК-21 – на 76%, Pseudomonas sp. ДДК-11 – на 81%, 
Pseudomonas sp. ГПД-7 – на 74% за 4 ч, а при концентрации аммонийного азота 
36 мг/л эффективность его удаления за 24 ч исследуемыми микроорганизмами со-
ставила в вариантах с Rhodococcus sp. ДД – 93%, Bacillus sp. ДК-18 – 95%, Bacillus sp. 
ДДК-11 – 89%, Pseudomonas sp. ДК-21 – 91%, Pseudomonas sp. ГПД-7 – 88%.



426

Введение. Качество воды поверхностных источников ухуд-
шается главным образом из-за их постоянного загрязнения веще-
ствами антропогенного происхождения: нефтепродуктами, по-
верхностно-активными веществами, органическими и  биоген-
ными элементами и пр., что связано с недостаточной глубиной 
очистки сточных вод на биологических очистных сооружениях. 
Это является свидетельством того, что технология и  сооруже-
ния, запроектированные в  1960–70-х гг., не справляются с  со-
временной антропогенной нагрузкой. Бурное развитие промыш-
ленности привело к изменению состава хозяйственно-бытовых 
сточных вод, в которых с каждым днем увеличивается содержа-
ние биогенных элементов – азота и  фосфора [1]. В  городских 
сточных водах количество соединений азота достигает 30–60 мг/л, 
в некоторых промышленных сточных водах оно может превы-
шать 1000 мг/л. В состав этих соединений входят трудноокисля-
емые органические и неорганические, токсичные для микроорга-
низмов азотсодержащие соединения.

Соединения азота, поступающие со сточными водами в во-
доемы, вызывают массовое развитие планктона, водорослей, на-
рушение кислородного режима и нормальной жизнедеятельности 
гидробионтов, а также создают дополнительные трудности при 
очистке воды, используемой для хозяйственно-питьевых и произ-
водственных целей.

Аммиак в водоеме оказывает токсичное влияние на рыб. Нит- 
риты в питьевой воде, прошедшей водоподготовку из таких во-
доемов, являются причиной возникновения онкологических забо-
леваний, а нитраты – метгемоглобинемии у детей. Накопление 
соединений азота в оборотной воде приводит к биологическому 
обрастанию трубопроводов и технологического оборудования.

В сточных водах азот находится в основном в виде минераль-
ных (солей аммония, нитратов, нитритов) и органических соеди-
нений (аминокислот, белков, нуклеиновых кислот). Азотсодержа-
щие вещества в бытовых сточных водах, поступающих на очист-
ные сооружения, на 80–90% состоят из аммиака и мочевины [2, 3]. 

Перед сооружениями биологической очистки сточных вод 
ставится задача глубокого удаления всех форм азотсодержащих 
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веществ, что осуществляется в сложных многостадийных про-
цессах, которые требуют обеспечения различных условий сре-
ды. Использование автотрофных микроорганизмов Nitrosomonas 
и Nitrobacter для эффективного удаления аммонийного азота тре-
бует кардинальной перестройки очистных сооружений и значи-
тельного повышения эксплуатационных затрат, связанных с не-
обходимостью поддержания уровня pH в  зонах нитрификации 
и денитрификации. Возможно использование гетеротрофных 
микроорганизмов, способных активно утилизировать аммоний-
ный азот, потребляя его как источник азота. Некоторое количе-
ство аммония подвергается окислению в процессе гетеротроф-
ной нитрификации [4, 5]. Актуальной представляется интенси-
фикация процесса очистки сточных вод путем обогащения ее 
специализированными микроорганизмами – деструкторами аммо-
нийного азота.

Цель исследования – получение микроорганизмов-деструк-
торов с  целью создания микробного препарата для локальной 
очистки сточных вод от аммонийного азота.

Материалы и методы.
Объекты исследования:
культуры, выделенные методом накопительной культуры;
образцы сточных вод на всех стадиях очистки на БОС УП 

«Несвижское ЖКХ»;
модельная сточная вода с фиксированным содержанием аммо-

нийного азота.
Источниками для создания накопительной культуры служили: 
почва, длительное время подвергавшаяся загрязнению в есте-

ственных условиях продуктами выбросов предприятия органи-
ческого синтеза;

почва, отобранная на территории биологических очистных 
сооружений;

активный ил биологических очистных сооружений.
Образцы почвы растирали в фарфоровой ступе; 1 г получив-

шейся массы разводили в  100  мл стерильной воды и  помеща- 
ли на качалку на 30  сут. Затем 0,1  мл полученной почвенной 
суспензии высевали на минеральные агаризованные среды Е-8 
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с  содержанием (NH4)2HPO4 в  концентрации 2–8  г/л. На среды 
такого же состава высевали активный ил биологических очист-
ных сооружений.

Для культивирования бактерий, активно потребляющих аммо-
нийный азот, использовали стандартные полноценные среды 
(МПА, МСА), а также синтетическую жидкую среду Е-8. Куль-
тивирование в жидкой среде проводили в колбах Эрленмейера 
объемом 500 мл на орбитальном шейкере «Infors HT» («Ecotron», 
Швейцария), обеспечивающем 160 об/мин при 30  °С в  течение 
72 ч. Концентрация аммонийного азота в  среде культивирова-
ния создавалась на уровне 6,0 мг/л – ПДК для сброса в водоемы, 
а также 12,0, 24,0 и 36,0 мг/л – в концентрации, наиболее часто 
встречающейся на БОС УП «Несвижское ЖКХ».

Принадлежность исследуемых микроорганизмов к  опреде-
ленному роду устанавливали на основании сопоставления ре-
зультатов исследования морфолого-культуральных и  физиоло-
го-биохимических свойств с данными, приведенными в опреде-
лителе Берджи [6, 7].

Концентрацию ионов аммония в среде для культивирования 
определяли фотометрическим методом с реактивом Несслера [8].

Содержание ионов аммония 4NH+  в  мг/дм3 вычисляли по 
формуле

X = C × 1000/V,

где С – содержание ионов аммония, найденное по калибровоч-
ному графику, мг; V – объем пробы, взятой для анализа, см3.

Результаты и обсуждение. Методом накопительной культу-
ры выделено 10 штаммов микроорганизмов, использующих аммо-
нийный азот в качестве единственного источника азота. Из них 
отобраны штаммы, наиболее активно утилизирующие аммоний-
ный азот: ДД, ДК-18, ДДК-11, ДК-21 и ГПД-7 (табл. 1).

Были изучены культурально-морфологические и физиолого-
биохимические особенности данных штаммов.

Штамм ДДК-11. Морфологические особенности штамма: коло-
нии при культивировании на плотных полноценных питательных 
средах (МСА, МПА) прозрачные, с оттенком красного, диамет- 
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ром 2–3 мм, круглые, с ровным краем, выпуклые, гладкие, пас- 
тообразные. Штрих прозрачный, пастообразный. 

Клетки одиночные, палочковидные, грамотрицательные, по- 
движны, жгутики расположены полярно. Размер клеток 0,6 × 1,7 мкм.

При выращивании культуры в  жидкой среде образование 
осадка не наблюдается.

Физиолого-биохимические особенности штамма: аэробные 
микроорганизмы, дающие отрицательный тест Хью–Лейфсона. 
Оксидазный тест положительный. Каталазный тест положитель-
ный. Желатин не гидролизует. Крахмал не гидролизует. Опти-
мум рН для роста 6,0–8,0. Способен к росту в присутствии 3% NaCl. 
Температурный оптимум находится в пределах 28 ± 2 °С.

Вышеуказанные особенности позволили отнести штамм ДДК-11 
к роду Pseudomonas.

Штамм ГПД-7. Морфологические особенности штамма: коло-
нии на среде МСА и МПА прозрачные с оттенком желтого, плос- 
кие, слегка выпуклые, круглые, гладкие, цельные, светопрони-
цаемые. Штрих прозрачный.

Клетки одиночные, палочковидные, грамотрицательные, по- 
движны, жгутики расположены полярно. Размер клеток 0,9 × 2 мкм 

Т а б л и ц а  1.  Рост штаммов микроорганизмов, выделенных методом 
накопительной культуры, на среде Е-8 с повышенным содержанием 

аммонийного азота

Штамм

КОЕ/мл

Концентрация аммонийного азота, мг/л

12 24 36

ДД 4,1 × 108 1,0 × 106 7,6 × 105

ДД-6 8,2 × 103 2,3 × 102 1,8 × 101

ДА 5,3 × 104 7,8 × 103 3,2 × 102

ДК-18 4,6 × 108 1,3 × 106 1,2 × 105

ДДК-11 3,1 × 108 4,5 × 106 8,9 × 105

Д-1 3,3 × 104 3,1 × 103 4,3 × 102

ДК-21 1,4 × 108 1,0 × 107 2,0 × 105

ГПД-7 5,4 × 108 9,9 × 106 4,5 × 105

ДБ 9,6 × 103 1,9 × 102 1,7 × 101

ДР-5 2,9 × 103 7,4 × 102 9,1 × 101
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(палочки прямые), грамотрицательные подвижные аэробные па-
лочки.

При выращивании культуры в  жидкой среде образование 
осадка не наблюдается. 

Физиолого-биохимические особенности штамма: аэробный 
штамм, дающий отрицательный тест Хью–Лейфсона. Не растет 
в среде с показателем ����������������������������������������pH�������������������������������������� ниже 4,5. Растет в температурном диа-
пазоне от 4 до 30 °С, оптимум 28 ± 2 °С. Оптимум рН для роста 
6,0–8,0. Способен к росту в присутствии 3% NaCl. Оксидазный 
тест отрицательный. Каталазный тест положительный. В допол-
нительных факторах роста микроорганизм не нуждается.

Описанные особенности дали основание отнести штамм ГПД-7 
к роду Pseudomonas.

Штамм ДД. Морфологические особенности штамма: коло-
нии при культивировании на плотных полноценных питатель-
ных средах (МСА, МПА) красные, диаметром 2–3 мм, круглые, 
с ровным краем, выпуклые, гладкие, пастообразные. Штрих крас-
ный, пастообразный. 

Грамположительные клетки образуют на ранней стадии раз-
вития рудиментарный мицелий, который в  дальнейшем распа-
дается на фрагменты, превращающиеся в результате ряда после-
довательных делений в палочки, а затем в кокки. Неподвижны. 
Жгутики, споры, капсулы и чехлы не обнаружены.

При выращивании культуры в  жидкой среде наблюдается 
образование красного осадка. 

Физиолого-биохимические особенности штамма: оксидаза 
и гидролитические ферменты отсутствуют (желатин не разжи-
жает, крахмал не гидролизует, казеин не разлагает). Анаэробное 
окисление глюкозы не выявлено. Кислотоустойчив. Обнаружены 
каталаза и  уреаза. Окисляет глюкозу, фруктозу, рибозу, глице-
рин, но не использует галактозу, лактозу, сорбит, маннит, дуль-
цит. Усваивает натриевые соли органических кислот: лимонной, 
пропионовой, бензойной, уксусной, глюконовой, но не молочной 
и  щавелевой. Оптимальными условиями для роста являются 
pH 7,0 и температура 30 ± 2 °С.
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Вышеуказанные особенности позволили отнести штамм ДД 
к роду Rhodococcus.

Штамм ДК-21. Морфологические особенности штамма: коло-
нии при культивировании на плотных полноценных питатель-
ных средах (МСА, МПА) бежевые, диаметром 3–3,5 мм, круг- 
лые, с ровным краем, выпуклые, гладкие, пастообразные. Штрих 
бежевый, пастообразный. 

Клетки с закругленными концами. Размер 0,9 × 2,7 мкм. Пря-
мые грамположительные спорообразующие палочки. Подвижны.

При выращивании культуры в  жидкой среде наблюдается 
образование осадка бежевого цвета.

Физиолого-биохимические особенности штамма: аэробы. Тест 
Фогес-Проскауэра положительный. Эндоспоры овальные, высо-
коустойчивы к неблагоприятным воздействиям (колебания тем-
пературы и рН). Температурный оптимум находится в пределах 
28 ± 2 °С, однако способен расти при температурах от 5 до 43 °С 
и в  широком разбросе значений рН. Каталазный тест положи-
тельный. Растет при концентрации NaCl до 5%.

Описанные особенности дали основание отнести штамм ДК-
21 к роду Bacillus. 

Штамм ДК-18. Морфологические особенности штамма: ко-
лонии при культивировании на плотных полноценных пита-
тельных средах (МСА, МПА) бежевые, диаметром 3 мм, круг- 
лые, с неровным краем, выпуклые, слегка шероховатые, пасто- 
образные. Штрих бежевый, пастообразный. 

Клетки с закругленными концами. Размер 1,3 × 3,2 мкм. Пря-
мые грамположительные спорообразующие палочки. Подвижны. 

При выращивании культуры в  жидкой среде наблюдается 
образование осадка бежевого цвета.

Физиолого-биохимические особенности штамма: аэробы. Эндо-
споры овальные, высокоустойчивы к неблагоприятным воздей-
ствиям (колебания температуры и  рН). Тест Фогес-Проскауэра 
положительный. Температурный оптимум находится в пределах 
28 ± 2 °С. Каталазный тест положительный. Растет при концент- 
рации NaCl до 5%.
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Вышеуказанные особенности позволили отнести штамм ДК-
18 к роду Bacillus.

Нами были отобраны и  исследованы по некоторым норма-
тивным химическим показателям образцы производственных 
сточных вод, поступающих на биологические очистные соору-
жения УП «Несвижское ЖКХ». Значения рН и  концентрации 
аммонийного азота из различных мест отбора проб приведены 
в табл. 2. 

Т а б л и ц а  2.  Значения рН и концентрации аммонийного азота 
производственных сточных вод на очистном сооружении 

УП «Несвижское ЖКХ», среднее значение за 8 мес. 
(август 2013 г. – март 2014 г.)

Место отбора пробы рН Концентрация аммонийного азота, мг/л

После песколовок 7,00 32,0
После первичного отстойника 6,95 36,0
После аэротенка 7,15 18,0
После вторичного отстойника 7,20 13,6

Средняя (за 8 мес.) максимальная концентрация аммонийно-
го азота в исследуемых образцах составила 36,0 мг/л.

В условиях периодического культивирования отобранных 
штаммов микроорганизмов в модельной сточной воде, содержа-
щей 6 мг/л аммонийного азота, исследована его деструкция. Уста-
новлено, что модельная сточная вода очищается от аммонийного 
азота со следующей эффективностью: культурой Rhodococcus sp. ДД 
на 85%, Bacillus sp. ДК-18 – на 79%, Bacillus sp. ДК-21 – на 76%, 
Pseudomonas sp. ДДК-11 – на 81%, Pseudomonas sp. ГПД-7 – на 74% 
за 4 ч (табл. 3).

Использование выделенных микроорганизмов для очистки 
производственной сточной воды БОС УП «Несвижское ЖКХ» 
при концентрации аммонийного азота в  ней 36 мг/л показало, 
что эффективность его удаления за 24 ч исследуемыми микро-
организмами составила в вариантах с: Rhodococcus sp. ДД – 93%, 
Bacillus sp. ДК-18 – 95%, Bacillus sp. ДК-21 – 89%, Pseudomonas sp. 
ДДК-11 – 91%, Pseudomonas sp. ГПД-7 – 88% (табл. 4).
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Т а б л и ц а  3.  Эффективность очистки модельной сточной воды, 
содержащей 6 мг/л NH4 

Штамм  
микроорганизма-деструктора

Эффективность очистки, %

1 ч 2 ч 3 ч 4 ч

Rhodococcus sp. ДД 28 54 73 85
Bacillus sp. ДК-18 22 47 64 79
Bacillus sp. ДДК-11 14 32 59 76
Pseudomonas sp. ДК-21 27 44 69 81
Pseudomonas sp. ГПД-7 19 36 59 74

Т а б л и ц а  4.  Эффективность очистки сточной воды, 
поступающей на БОС УП «Несвижское ЖКХ», 

микроорганизмами – деструкторами аммонийного азота

Штамм  
микроорганизма-деструктора

Эффективность очистки, %

6 ч 12 ч 18 ч 24 ч

Rhodococcus sp. ДД 34 55 79 93
Bacillus sp. ДК-18 29 49 74 95
Bacillus sp. ДК-21 21 51,5 72 89
Pseudomonas sp. ДДК-11 32,5 48 82 91
Pseudomonas sp. ГПД-7 22 38 68,5 88

На основании токсикологического заключения Республиканско-
го научно-практического центра гигиены для токсикологических 
исследований выделенные нами культуры Rhodococcus sp. ДД, 
Bacillus sp. ДК-18, Bacillus sp. ДК-21 относятся к  IV классу, 
а культуры Pseudomonas sp. ДДК-11 и Pseudomonas sp. ГПД-7 – 
к  III классу опасности, что свидетельствует о том, что данные 
микроорганизмы не обладают токсигенными и  токсическими 
свойствами. Это дает основание для использования их в дальней-
ших исследованиях с целью разработки микробного препарата 
для интенсификации очистки сточных вод от аммонийного азота.

Заключение. Методом накопительной культуры получены мик- 
роорганизмы, активно потребляющие аммонийный азот. В качестве 
наиболее перспективных отобраны штаммы Rhodococcus sp. ДД, 
Bacillus sp. ДК-18, Bacillus sp. ДК-21, Pseudomonas sp. ДДК-11 
и Pseudomonas sp. ГПД-7.
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Исследована деструкция аммонийного азота данными микро-
организмами в  модельной и нативной сточной воде, поступа- 
ющей на БОС УП «Несвижское ЖКХ». Установлено, что мо-
дельная сточная вода, содержащая 6,0 мг/л аммонийного азота, 
очищается от аммонийного азота культурой Rhodococcus sp. ДД 
на 85%, Bacillus sp. ДК-18 – на 79%, Bacillus sp. ДК-21 – на 76%, 
Pseudomonas sp. ДДК-11 – на 81%, Pseudomonas sp. ГПД-7 – на 74% 
за 4 ч. В сточной воде биологического очистного сооружения 
УП «Несвижское ЖКХ» при концентрации аммонийного азота 
36,0 г/л эффективность его удаления за 24 ч исследуемыми мик- 
роорганизмами составила в  вариантах с Rhodococcus sp. ДД – 
93%, Bacillus sp. ДК-18 – 95%, Bacillus sp. ДДК-11 – 89%, Pseudo-
monas sp. ДК-21 – 91%, Pseudomonas sp. ГПД-7 – 88%. 
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Microorganisms actively consuming ammonium nitrogen were screened 
by enrichment culture technique. Strains Rhodococcus sp. DD, Bacillus sp. DK-18, 
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Bacillus sp. DK-21, Pseudomonas sp. DDK-11 and Pseudomonas sp. GPD-7 were 
selected as the most promising variants. Studies on degrading activity demonstrated 
that decontamination of model wastewater containing ammonium nitrogen concentration 
6 mg/l by cultures Rhodococcus sp. DD, Bacillus sp. DK-18, Bacillus sp. DK-21, 
Pseudomonas sp. DDK-11 and Pseudomonas sp. GPD-7 reached 85, 79, 76, 81, 74%, 
respectively, where as at ammonium nitrogen level 36 mg/l microbial disposal efficiency 
by 24 h of treatment equaled 93% for Rhodococcus sp. DD, 95% for Bacillus sp. DK-18, 
89% Bacillus sp. DK-21, 91% for Pseudomonas sp. DDK-11, 88% for Pseudomonas 
sp. GPD-7.
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Приведены результаты изучения регенерации абсорбента, содержащего 
триэтиламин, с использованием штамма Rh. qingshengii БИМ В-823Д. Показа-
но, что раствор с исходным содержанием токсиканта 2147,0�������������������� �������������������мг/л полностью очи-
щается исследуемой культурой, его концентрация снижается с возрастающей 
скоростью – в первые сутки на 253 мг/л, во вторые – на 723 мг/л, в третьи – 
на 737 мг/л. На четвертые сутки триэтиламин в растворе не обнаруживается. 
Содержание в  нем аммония и  нитрата не достигает значений, приводящих 
к ингибированию процесса деструкции. 

Штамм Rh. qingshengii БИМ В-823Д характеризуется высокой деструк-
тивной активностью в отношении триэтиламина, способностью к утилизации 
аммония, нитрита и нитрата, что позволяет использовать его для разработки 
эффективной технологии регенерации абсорбционных растворов, содержа-
щих токсикант. 

Введение. Интенсивное развитие промышленного производ-
ства сопровождается ростом выбросов в атмосферу летучих орга-
нических соединений, оказывающих неблагоприятное воздей-
ствие на окружающую среду и  здоровье людей. Современная 
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мировая практика литейного производства основана на широком 
использовании в изготовлении форм и стержней cold-box-���������amin����� про-
цесса, в котором отверждение песчано-смоляной смеси происхо-
дит при продувке газообразными катализаторами – третичными 
аминами [1]. В��������������������������������������������� ��������������������������������������������литейных цехах на участках заливки, охлажде-
ния и выбивки форм триэтиламин (ТЭА) интенсивно выделяется 
в воздух рабочей зоны, что является основной причиной хрони-
ческих заболеваний персонала. Условия труда в  рабочей зоне 
большинства машиностроительных заводов мира определяются 
эффективностью очистки воздуха от данного вещества.

Большинство микроорганизмов в составе активного ила, обес- 
печивающего биологическую очистку сточных вод, не осущест-
вляют деструкцию ТЭА, что приводит к  транзиту токсиканта 
в  природные водоемы. Такие трудно разлагаемые соединения, 
как третичные амины, попадая в окружающую среду, в ряде слу-
чаев создают критическую нагрузку на природные системы – 
растительные, животные объекты и  человека в  частности. Ряд 
бактерий осуществляют трансформацию ТЭА с  образованием 
диэтиламина (ДЭА), взаимодействие которого с нитрит ионом при-
водит к образованию диэтилнитрозамина – высокотоксичного ве-
щества, обладающего мутагенным и канцерогенным эффектом. 
В данном случае биологическая очистка с использованием актив-
ного ила может приводить к  значительному ухудшению каче-
ства воды. Это обусловливает необходимость предотвращения 
поступления ТЭА в общий сток предприятия путем разработки 
эффективной технологии локальной очистки абсорбентов, со-
держащих ТЭА [3, 4].

Локальная очистка природных и производственных сред от 
токсичных ксенобиотиков, таких как третичные амины, с  по- 
мощью микроорганизмов считается наиболее эффективной как 
с экономической, так и экологической точки зрения. Сотрудниками 
УП «Промышленные экологические системы» разработана тех-
нология очистки воздушных потоков от широкого спектра лету-
чих органических соединений, включая ТЭА. Технология осно-
вана на использовании абсорбционно-биохимических установок 
(АБХУ), представляющих собой локальные очистные сооруже-
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ния, в которых применяется оборотное водоснабжение, исклю-
чающее образование сточных вод. Интенсивность очистки абсорб-
ционного раствора, образующегося в результате водной сорбции 
загрязняющих газов, определяется активностью микроорганизмов-
деструкторов, иммобилизованных на волокнистом носителе в био-
реакторе, являющемся конструктивным элементом АБХУ [1]. 

Для повышения эффективности технологии очистки нами 
из природной среды выделен штамм – деструктор ТЭА Rhodococcus 
qingshengii БИМ В-823Д, способный осуществлять полную ми-
нерализацию ксенобиотика [6]. Поскольку массовая доля азота 
в молекуле ТЭА высока (13,9%), он поступает в клетки бактерий 
в результате деструкции в концентрациях, превышающих их по-
требности. Аммоний, не использованный клеткой, может выде-
ляться в среду культивирования, что подтверждается результа-
тами анализа состава абсорбционных растворов.

Образование аммония в высоких концентрациях при микроб-
ной очистке абсорбентов от ТЭА может привести к  снижению 
скорости деструкции и даже полному ингибированию процесса, 
вызванному либо снижением метаболической активности микро-
организмов, либо их гибелью из-за осмотического шока. Опти-
мальным для очистки абсорбционных растворов является био-
химический процесс, приводящий к образованию газообразных 
продуктов. 

Микроорганизмы рода Rhodococcus, как и подавляющее боль-
шинство гетеротрофных микроорганизмов, способны потреб- 
лять аммоний в качестве источника азота, однако это происхо-
дит при наличии в среде источника углерода. В рассматривае-
мом случае утилизация наблюдается при отсутствии источника 
углерода в модельном растворе. В минеральной среде аммоний 
(в виде аммиака) потребляют автотрофные нитрификаторы, спо-
собные ассимилировать диоксид углерода. Снижение концентра-
ции аммония в минеральной среде под действием гетеротрофных 
микроорганизмов (гетеротрофная нитрификация), не связано с его 
потреблением. При гетеротрофной нитрификации не происхо-
дит использования клетками энергии, освобождающейся в ходе 
окисления соединения азота [7].
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Прежние представления о незначительном вкладе гетеротроф-
ной нитрификации в окисление азота в сточных водах, основан-
ные на низкой скорости процесса по сравнению с автотрофной 
нитрификацией, на практике не подтверждаются. Было выявле-
но, что многие гетеротрофные нитрификаторы одновременно осу-
ществляют процесс денитрификации, при котором накопления 
нитритов не происходит или оно незначительно из-за их расхо-
дования при денитрификации. Реальная интенсивность гетеро-
трофной нитрификации может быть значительно выше измеряе-
мой по учету конечного продукта [7]. 

Таким образом, способность интенсивно утилизировать аммо-
ний, наряду с высокой деструктивной активностью в отношении 
ТЭА, является важнейшим технологическим признаком микро-
организмов, используемых в АБХУ. 

Цель исследования – определение эффективности исполь-
зования штамма Rh. qingshengii БИМ В-823Д для регенерации 
абсорбционного раствора, содержащего ТЭА.

Материалы и  методы. Посевной материал штамма 
Rh. qingshengii БИМ В-823Д выращивали в колбах Эрленмейера 
объемом 500 мл с 250 мл жидкой среды следующего состава (г/л): 
NaH2PO4 × 2H2O – 1,6; KH2PO4 – 0,7; MgSO4 × 7H2O – 0,8; ТЭА – 
6,0 (рH 7,0). Культуру вносили петлей с косяков, посевной материал 
инкубировали на орбитальном шейкере «Infors HT» («Ecotron», 
Швейцария) с аэрацией (160 об/мин) при 28 °С в течение 96 ч. 
Клетки дважды промывали и  ресуспендировали в  фосфатном 
буфере (рН 7,0) до достижения ОП600 = 1,0. Бактериальный рост 
контролировали путем измерения ОП600 на спектрофотометре 
UV-2401 PC («Shimadzu», Япония).

Очистку абсорбционного раствора, полученного из биореакто-
ра АБХУ, функционирующей в литейном цеху ОАО «Гомельский 
завод литья и нормалей», от ТЭА клетками штамма Rh. qingshengii 
БИМ В-823Д проводили в  периодических условиях в  колбах 
Эрленмейера объемом 500 мл. В колбы вносили 247,5 мл раство-
ра и 2,5 мл культуры с титром 1 × 109 КОЕ/мл. Конечный титр 
клеток в полученном растворе составлял 1 × 107 КОЕ/мл. Состав 
абсорбента (мг/л): ТЭА – 2147,0; 4NH+  – 2,3; 3NO−  – 0,9 (рН 8,8). 
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Концентрация токсиканта после внесения культуры составила 
2125,5 мг/л.

Об эффективности утилизации ТЭА клетками штамма 
Rh. qingshengii БИМ В-823Д судили по интенсивности снижения 
концентрации токсиканта. Анализируемые образцы подверга- 
ли воздействию ультразвука на дезинтеграторе «Sonifier-450» 
(«Branson», США) при следующих режимах: мощность – 0,05 кВт, 
температура – 4 °С, продолжительность – 600 импульсов по 0,5 с. 
Клеточный экстракт центрифугировали 15 мин при 15������������� ������������000��������� ��������g�������. Оста-
точное содержание ТЭА в супернатанте определяли на жидкост-
ном хроматографе «Agilent 1200» с масс-детектором «Agilent 6410 
Triple Quad». Разделение компонентов в анализируемых образцах 
проводили на колонке «Zorbax XDB C18» (4,6 × 50 мм; 1,8 мкм) 
при температуре 25 °С. Объем инжекции составлял 0,002 см3. По- 
движные фазы: А – 0,1% водный раствор трифторуксусной кисло-
ты, фаза В – ацетонитрил. Использовали изократический режим 
элюирования 2% фазы В. Скорость течения элюента – 0,5 см3/мин. 
Интерфейс ионизации – электроспрей Agilent G1948B API-ES 
в режиме положительных ионов. Для проведения анализа исполь-
зовали режимы полного сканирования (MS2-Scan) в диапазоне 
масс от 30 до 200 Дa. Параметры работы детектора: температура 
осушающего газа – 300 °C, скорость потока осушающего газа – 
10 дм3/мин, давление на распылителе – 30 psi, напряжение на ка-
пилляре – 4000 В, напряжение на фрагменторе – 60 В. Анализ 
хроматограмм проводили с использованием программного обес- 
печения Agilent MassHunter Workstation Software version B.01.03 
(«Agilent Technologies Inc.», США).

Анализ содержания ионов в  образцах абсорбента проводи- 
ли методом капиллярного электрофореза с  использованием 
Agilent 3D Capillary Electrophoresis System. Для количественного 
определения иона аммония использовали кварцевый наплавлен-
ный капилляр без покрытия (����������������������������������Agilent��������������������������� № ������������������������G�����������������������1600-62232) с эффектив-
ной длиной 72 см, внутренним диаметром 50 мкм и увеличен-
ным оптическим путем. Ведущий электролит: готовый буферный 
раствор для анализа катионов (Agilent №  5064-8203). Условия 
электрофореза: температура капилляра 20 °C, напряжение – 30 кВ, 



440

продолжительность кондиционирования капилляра перед инжек-
цией рабочим буфером – 6 мин, продолжительность инжекции – 
4 с при давлении 50 мБар, замена буферного раствора проводилась 
через 1 ч работы. Измерительная длина волны 350 нм (ширина 
полосы 80 нм), контрольная длина волны 245 нм (ширина поло-
сы 10 нм). Для построения калибровочных кривых были исполь-
зованы растворы с концентрацией катионов 20 и 50 мг/л, приготов-
ленные из готового стандартного раствора (Agilent № 5064-8205).

Анализ содержания нитрита и  нитрата в  образцах прово- 
дили с  использованием кварцевого наплавленного капилляра 
без покрытия (Agilent №  G1600-64211) с  эффективной длиной 
104 см, внутренним диаметром 50 мкм. Ведущий электролит: 
готовый буферный раствор для анализа неорганических анио-
нов (Agilent № 8500-6797). Условия электрофореза как при опре-
делении содержания иона аммония. Для построения калибро-
вочных кривых были использованы растворы с концентрацией 
анионов 5 и 10 мг/л, приготовленные из готового стандартного 
раствора (Agilent № 5062-8524).

Приведенные в работе экспериментальные данные представ-
ляют собой средние величины пяти опытов. Для расчетов исполь-
зовалась компьютерная программа Microsoft Excel 2010.

Результаты и обсуждение. Выделенный нами ранее штамм 
Rh.  qingshengii БИМ В-823Д является активным деструктором 
ТЭА [6]. Использование данной культуры позволяет полностью 
очищать модельные растворы, содержащие токсикант в  кон- 
центрации 100,0; 1000,0 и 10 000,0 мг/л за 5, 20 и 72 ч соответ-
ственно. Высокая деструктивная активность штамма Rh. qingshengii 
БИМ В-823Д в отношении ТЭА обосновывает возможность исполь-
зования его для разработки технологии очистки сточных вод 
и абсорбционных растворов от данного соединения.

Показано, что культура Rh. qingshengii БИМ В-823Д исполь-
зует ксенобиотик в качестве единственного источника азота. Источ-
ником данного биогенного элемента является аммоний, образуе-
мый при полной минерализации молекулы ТЭА. При периоди-
ческом культивировании штамма Rh.  qingshengii БИМ В-823Д 
в модельном растворе, содержащем ксенобиотик в концентрации 
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100 мг/л, накопление аммония незначительное (рис. 1). Его кон-
центрация снижается после полной утилизации ТЭА, что, ве- 
роятно, связано с утилизацией аммония клетками исследуемого 
штамма. Образование нитрита и нитрата при утилизации аммо-
ния незначительно (менее 0,1 мг/л). Через 48 ч культивирования 
они выявлены в растворе в следовых количествах. Таким обра-
зом, способность штамма Rh. qingshengii БИМ В-823Д утилизи-
ровать аммоний и  нитрат позволяет использовать его для раз- 
работки технологии очистки абсорбента от ТЭА в  локальных 
очистных сооружениях, функционирующих по принципу обо-
ротного водоснабжения, таких как АБХУ, которые являются наи-
более эффективными системами биологической очистки возду-
ха от ксенобиотика.

Эксплуатация установок, предназначенных для очистки воз-
духа рабочей зоны литейных цехов, сопряжена с постоянным по-
ступлением ТЭА в абсорбент АБХУ. Если скорость поступления 

Рис. 1. Образование и утилизация аммония штаммом Rh. qingshengii БИМ В-823Д 
в процессе деструкции ТЭА
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ксенобиотика в раствор преобладает над скоростью утилизации 
его микроорганизмами, он накапливается в абсорбенте. В нерабо-
чее время, когда АБХУ продолжает функционировать при отсут-
ствии поступления ТЭА в абсорбент, он эффективно очищается. 
В условиях интенсивного поступления токсиканта в абсорбент 
или низкой метаболической активности микроорганизмов-деструк- 
торов либо при сочетании этих факторов полная очистка абсор-
бента может не происходить.

В лабораторных условиях проведена оценка эффективности 
регенерации абсорбента культурой Rh. qingshengii БИМ В-823Д 
(рис. 2).

Полученные результаты свидетельствуют о высокой эффек-
тивности применения штамма Rh. qingshengii БИМ В-823Д для 

Рис. 2. Динамика деструкции ТЭА, образования и утилизации аммония 
штаммом Rh. qingshengii БИМ В-823Д в нативном абсорбционном растворе
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регенерации абсорбента АБХУ. Так, концентрация токсиканта 
снижалась в растворе с возрастающей скоростью – в первые сут-
ки на 253 мг/л, во вторые – на 723 мг/л, в третьи – на 737 мг/л, 
на четвертые сутки амин уже не выявляется. Содержание в очи-
щаемом абсорбенте аммония и нитрата не достигало значений, 
приводящих к ингибированию процесса деструкции. 

Таким образом, штамм Rh.  qingshengii БИМ В-823Д может 
быть использован для разработки эффективной технологии очист-
ки абсорбционных растворов от ТЭА. 

Заключение. Показано, что раствор с исходным содержанием 
ТЭА 2147,0 мг/л полностью очищается штаммом Rh. qingshengii 
БИМ В-823Д, его концентрация снижается с  возрастающей 
скоростью – в первые сутки на 253 мг/л, во вторые – на 723 мг/л, 
на третьи – на 737 мг/л. На четвертые сутки ТЭА в  растворе 
не обнаруживается. Содержание в абсорбенте аммония, нитрита 
и нитрата не достигает значений, приводящих к ингибированию 
процесса деструкции. 

Сочетание высокой деструктивной активности в отношении 
ТЭА и способности к утилизации аммония, нитрита и нитрата 
позволяет использовать штамм Rh. qingshengii БИМ В-823Д для 
разработки эффективной технологии регенерации абсорбцион-
ных растворов, содержащих токсикант.
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microbiosmu@mail.ru

The paper describes studies on regeneration of absorbent containing triethylamine 
using strain Rhodococcus qingshengii BIM B-823D. It was shown that the solution 
with initial concentration of the pollutant 2147 mg/l was totally detoxified by the tested 
culture, and triethylamine level declined at increasing rate – 253 mg/l by the first day 
of treatment, 723 mg/l by the second day, 737 mg/l by the third day. The pollutant 
was not detected in the solution on day 4. Organic catabolic products were not revealed 
in the absorbent in the course of degradation process. Ammonium and nitrogen 
concentrations did not reach value resulting in inhibition of decomposition.

Summing up, strain Rh. qingshengii BIM B-823D distinguished by elevated 
triethylamine degrading activity and capacity to utilize ammonium, nitrite and nitrate 
may be used to elaborate efficient technologies for regeneration of absorption solutions 
containing the pollutant. 
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В результате скрининга отобраны бактерии, проявляющие наиболее вы-
сокую антагонистическую активность в  отношении патогенной и  условно- 
патогенной микрофлоры, а также штаммы микроорганизмов, использующих 
аммонийную, нитратную, нитритную формы азота и обладающие фосфатмо-
билизующей активностью. На их основе сформированы консорциумы (компо-
зиции) бактерий, проведены исследования по оценке эффективности антими-
кробного действия, проанализирована способность утилизировать биогенные 
элементы, оказывать влияние на развитие фитопланктона в  прудах и  водо- 
емах различного назначения. Выявлена наиболее активная композиция бак-
терий, перспективная в качестве основы биопрепарата для обеззараживания 
и очистки воды в прудах и водоемах.

Введение. Природный водоем представляет собой биологи-
чески сбалансированную экологическую систему, настроенную 
на самоочищение и самовосстановление. Это естественное состоя-
ние биологического баланса водоема (гидрохимический режим) 
может быть нарушено в  результате как естественного старе- 
ния водоема, так и антропогенного и техногенного воздействия 
на водоем [1–3]. Интенсивное загрязнение водоема органически-
ми веществами и питательными (биогенными) элементами мо-
жет происходить в результате прямого внесения ядохимикатов 
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при обработке водоемов для борьбы с вредителями; поступления 
в водоемы воды, стекающей с поверхности обработанных сельско-
хозяйственных угодий; при сбросе в водоемы отходов предприятий-
производителей. Сбросные воды увеличивают содержание в при-
нимающих водоемах и водотоках органических и взвешенных ве-
ществ, неорганических форм азота и фосфора, растворенных солей, 
что, в свою очередь, ведет к закономерному увеличению продук-
тивности автотрофных сообществ и повышению трофности водных 
объектов. Избыток в водоеме органических веществ и питатель-
ных элементов приводит сначала к нарушению биологического 
равновесия и снижению эффективности биологического самоочи-
щения водоема, а затем к изменению трофического статуса эко-
системы. Эвтрофирование водоема может стать причиной полной 
утраты его водохозяйственного и биогеоценотического значения.

Вода может также являться фактором передачи возбудителей 
многих бактериальных и вирусных болезней. При эвтрофирова-
нии водоемов значение данного фактора возрастает, поскольку 
при этом меняются микробные ценозы и генетические свойства 
возбудителей инфекционных болезней людей. Среди различных 
заболеваний, передающихся водным путем, особое значение имеет 
группа кишечных инфекций бактериальной и вирусной этиоло-
гии. Поэтому для рыбохозяйственной деятельности проблема 
улучшения качества воды в  рыбоводных прудах имеет перво-
степенное значение. 

Для очистки природных и сточных вод используются механи-
ческие, химические (коагуляция и  флокуляция), физико-хими-
ческие (флотация и адсорбция) и биологические методы, а также 
совместное их применение (многоступенчатая обработка вод). Хи-
мический метод является довольно затратным и не всегда эффек-
тивным, поскольку сами реагенты могут не полностью удаляться 
из сбросной воды и негативно влиять на природные воды. В связи 
с этим большую популярность приобретает биологический метод 
очистки [4–7]. За рубежом разработаны биопрепараты, предна-
значенные для обеззараживания и очистки воды в прудах и во-
доемах: «Микрозим ПОНД ТРИТ» («Водные технологии», Россия), 
«Понд Трит  Bio-Green PD» («Bio-Green-Planet Inc», США) [8], 
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«BIOFORCE» серии «Aqua» (Тайланд, США) [9]. На российском 
и белорусском рынках представлены микробные препараты серии 
«Micropan» производства итальянской компании «Eurovix» [10]. 
Однако отечественных препаратов для очистки водоемов в Бе-
ларуси нет, в связи с чем актуальность проведения работ по их 
созданию не вызывает сомнения. 

Цель исследования – создание консорциума бактерий, пер-
спективного в качестве основы комплексного препарата, способ-
ного очищать воду от органических загрязнений и подавлять раз-
витие патогенной микрофлоры.

Материалы и методы. В работе использованы бактерии ро-
дов Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia, Rhodococcus 
из рабочих коллекций лабораторий Института микробиологии 
НАН Беларуси, характеризующиеся выраженной антагонистиче-
ской, ферментативной, фосфатмобилизующей активностью и спо- 
собностью утилизировать неорганические формы азота.

Глубинное культивирование исследуемых штаммов прово-
дили при 30 °С в течение 2–3 сут в колбах Эрленмейера на ка-
чалке (180–200 об/мин), на питательной среде Мейнелла с мелас-
сой в качестве источника углерода. 

Титр спор определяли после нагревания разведений культу-
ральной жидкости (КЖ) при 80 °С в течение 10–15 мин [11]. Процесс 
спорообразования контролировали также микроскопированием. 
В работе использовали микроскопы «Биолам» и «Nikon E-200». 
Споры окрашивали по методу Шефера–Фултона [12]. 

Антагонистическую активность бактерий определяли метода-
ми точечного тестирования, штрихов и лунок [11]. Результаты оце-
нивали по образованию зон задержки роста тест-культур после 
18–24 ч инкубирования в термостате при температуре 28–30 °С. 
В качестве тест-объектов использовали условно-патогенные бак-
терии Escherichia coli А-20, Staphylococcus sp. 

Изучение фосфатмобилизирующей способности микроорга-
низмов проводили на агаризованной среде, предложенной Г. С. Му-
ромцевым [13]. Результаты учитывали на 2-е и 10-е сутки. О спо-
собности культур растворять фосфаты судили по образованию 
зон просветления вокруг колоний активных микроорганизмов.
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Способность микроорганизмов утилизировать органические 
и минеральные формы азота определяли по наличию роста или 
признаков их развития на синтетических средах, из состава кото-
рых исключали все источники азота, кроме испытуемого. К основ-
ному составу синтетической среды при выявлении аммонифика-
торов добавляли пептон (5 г/л), денитрификаторов – NaNO3 (1,0 г/л), 
нитрифицирующих бактерий – NH4Cl (1,0 г/л) и CaCO3 (5,0 г/л), 
рН 7,1–7,2. В качестве контроля использовали среды того же со-
става без азота (отрицательный контроль) и среду с сульфатом 
аммония (1,5 г/л) в  качестве источника азота (положительный 
контроль). 

Для определения интенсивности выделения аммиака при вы-
ращивании культур на МПБ применяли реактив Несслера [14]. 

При проведении качественной реакции на нитраты и нитри-
ты на фарфоровую пластину наносили каплю концентрирован-
ной серной кислоты, помещали в нее несколько кристаллов ди-
фениламина и после его растворения добавляли каплю исследу-
емой КЖ. При наличии нитрат-ионов жидкость окрашивается 
в темно-синий цвет.

Изучение способности микробных композиций утилизиро-
вать биогенные элементы в  воде из рекреационных водоемов 
и озер проводили на образцах из озера Обстерно (Витебская обл.), 
Комсомольского озера (г. Минск) и пруда в районе д. Щемыслица. 
Образцы воды отбирали в прибрежной зоне исследуемых источ-
ников на глубине 0,5 м, фильтровали через мельничное сито 
с диаметром отверстий 100 мкм для удаления крупных форм зоо-
планктона и колониальных видов водорослей. 

Содержание растворенных форм азота (ионы 4NH+  и 4NH+ ) 
и фосфора (ион 3

4PO −) в пробах воды определяли фотометрически 
с использованием мультифотометра (HANNA Instrument, HI 93 000). 

Деструкцию легкоокисляемого органического вещества оце-
нивали по БПК1 и БПК5. Содержание кислорода, аммонийного, 
нитратного азота и минерального фосфора определяли общепри-
нятыми методиками [15].

Полученные результаты подвергали статистической обработ-
ке с помощью программы �������������������������������������Microsoft���������������������������� ���������������������������Excel���������������������� 2003. При статистиче-



449

ской обработке результатов экспериментов проводили определе-
ние средних арифметических и  их доверительных интервалов 
для уровня вероятности 95% [16].

Результаты и  обсуждение. В ходе скрининга штаммов- 
антагонистов из рабочей коллекции лаборатории средств био- 
логического контроля установлено, что 80–90% исследованных 
культур обеспечивают зону задержки роста представителей ки-
шечной и  стафилококко-стрептококковой групп условно-пато-
генных бактерий в  диапазоне 22–34 мм. Наиболее активные 
штаммы спорообразующих бактерий (B. subtilis 50, B. subtilis 54 
и B. subtilis М-22) были отобраны для дальнейшей работы по соз-
данию консорциумов биопрепарата (табл. 1). 

Т а б л и ц а  1.  Антагонистическая активность 
штаммов микроорганизмов (метод лунок)

Штамм
Диаметр зоны подавления роста тест-культуры, мм Титр

Escherichia coli А-20 Staphylococcus sp. КОЕ/мл спор/мл

B. subtilis 50 25,0 ± 2,0 32,0 ± 2,0 2,5 × 109 1,2 × 109

B. subtilis 53 22,0 ± 1,0 24,0 ± 3,0 1,4 × 109 1,1 × 109

B. subtilis 54 25,0 ± 2,0 27,0 ± 2,0 3,1 × 109 2,0 × 109

B. subtilis 46 22,0 ± 2,0 25,0 ± 1,0 2,0 × 109 1,2 × 109

B. subtilis 355 20,0 ± 1,0 30,0 ± 1,0 1,8 × 109 9,8 × 108

B. subtilis М-22 26,0 ± 2,0 34,0 ± 1,0 2,8 × 109 1,1 × 109

Enterobacter sp. 22,0 ± 2,0 30,0 ± 2,0 4,8 × 109 –
P. aurantiaca 9 12,0 ± 1,0 11,0 ± 2,0 4,1 × 109 –

Проверка штаммов микроорганизмов из рабочих коллекций 
лабораторий института на способность использовать различные 
формы азота показала, что большинство исследованных культур 
активно растет на питательных средах с органическим источни-
ком азота, в то время как утилизировать преимущественно аммо-
нийную форму азота могут штаммы Enterobacter cloacae 64Ф, 
Bacillus coagulans 1710, Bacillus sp. X+, Bacillus. subtilis 54, а нитрат-
ную и аммонийную формы – Rhodococcus sp. 1НГ, Pseudomonas 
putida 1И, Pseudomonas aurantiaca 9 (табл. 2).
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