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Фитогормоны – это группа разнообразных по строению низкомолекулярных органических ве-
ществ, которые выполняют функции регуляции всех процессов жизнедеятельности растений. Хо-
рошо известно, что способностью синтезировать фитогормоны обладают многие микроорганизмы,
вступающие во взаимодействия с растениями. Однако полезные и патогенные микроорганизмы
могут деструктировать, трансформировать, утилизировать в качестве источника питания и влиять
на концентрацию фитогормонов в растениях. В данном обзоре обсуждаются вопросы распростра-
нения этих свойств у почвенных и ассоциированных с растениями бактерий и грибов, а также био-
химические пути микробной деструкции и трансформации основных классов фитогормонов. Пред-
ставлен анализ информации о взаимодействии микроорганизмов с растениями, обусловленных мо-
дуляцией содержания фитогормонов, и роли данных явлений в образовании симбиотических
растительно-микробных систем.

Ключевые слова: ауксины, биоконтроль, гиббереллины, жасмонаты, микробно-растительные взаи-
модействия, салициловая кислота, симбиоз, фитогормоны, фитопатогены, цитокинины, этилен
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Фитогормонами называют вырабатываемые рас-
тениями низкомолекулярные органические веще-
ства, которые выполняют регуляторные функции
всех процессов их жизнедеятельности [1–3]. К ос-
новным группам фитогормонов относят ауксины,
гиббереллины, цитокинины, абсцизовую кислоту,
этилен, салициловую кислоту и жасмонаты. Спо-
собностью синтезировать фитогормоны обладают
также многие микроорганизмы, вступающие во вза-
имодействия с растениями. С одной стороны, на-
коплен большой экспериментальный материал о
важной роли фитогормонов симбиотических бак-
терий и грибов в стимуляции роста [4–6] и устой-
чивости растений к стрессам [7, 8]. С другой сто-
роны, в литературе обсуждаются способность фи-
топатогенов продуцировать фитогормоны и
механизмы участия этого свойства в патогенезе
[9, 10]. Однако полезные и патогенные микроор-
ганизмы способны не только синтезировать фи-
тогормоны, но и влиять на их содержание в среде
и растениях за счет деструкции, трансформации и
использования этих веществ в качестве источни-
ка питания. Фитопатогены ингибируют биосин-
тез фитогормонов в растениях и нарушают их вза-
имодействие и сигнальные пути с помощью раз-

нообразных токсинов и эффекторов [11, 12].
Информация об этих процессах в литературе
представлена недостаточно и их значение в рас-
тительно-микробных взаимодействиях в основ-
ном остается на уровне теоретических предполо-
жений и гипотез. Интригующими остаются вопро-
сы о том, почему способностью утилизировать
фитогормоны обладают как полезные, так и фито-
патогенные микроорганизмы и каким образом эти
микроорганизмы используют данное свойство в
образовании мутуалистических симбиосистем и
патосистем. В данном обзоре представлен анализ
литературы о способности полезных и фитопато-
генных микроорганизмов утилизировать и транс-
формировать основные классы фитогормонов и
таким образом влиять на концентрацию фитогор-
монов и рост растений.

Ауксины. Ауксинами является группа биологи-
чески активных производных индола, а именно
индолил-3-уксусная (ИУК), 3-(3-индолил)-про-
пионовая, индолил-3-масляная и 4-хлориндо-
лил-3-уксусная кислоты, при этом наиболее ак-
тивным и важным является ИУК [2]. Ауксины иг-
рают ключевую роль в онтогенезе и физиологии
растений: стимулируют работу ионных каналов,
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растяжение клеток и закладку боковых корней,
контролируют фото- и гравитропические реак-
ции, а также обеспечивают взаимодействие от-
дельных органов растений [1, 3, 13]. Способность
к биосинтезу ауксинов широко распространена
среди присутствующих в почве и ассоциирован-
ных с растениями микроорганизмов, в том числе
ассоциативных, клубеньковых и эндофитных
бактерий, микоризных и эндофитных грибов, а
также разнообразных фитопатогенов [4, 14–16].
Функциональное значение микробного синтеза
ауксинов в первую очередь рассматривается в
рамках растительно-микробных взаимодействий,
хотя обсуждается также роль ИУК во взаимодей-
ствии микроорганизмов с животными и ее роль
как коммуникативного сигнала в бактериальных
популяциях [16, 17].

Микроорганизмы, способные утилизировать
или трансформировать ИУК, относятся к разно-
образной группе аэробных и анаэробных биоде-
структоров индола и других гетероциклических
ароматических соединений. Краткая информа-
ция об этих микроорганизмах суммирована в не-
давнем обстоятельном обзоре на эту тему [17].
Впервые предположение об участии почвенных
микроорганизмов в деградации ИУК было вы-
сказано в 1940 г. [18]. В дальнейшем в ряде работ
была показана интенсивная деградация вноси-
мой в почву ИУК [19, 20]. Внесение различных
видов рода Arthrobacter в стерилизованную почву
приводило к полной деградации ИУК после 7 сут
инкубации, а в контрольном варианте содержа-
ние ИУК снижалось за это время только на 60%
[19]. В нестерильной почве 90% экзогенной ИУК
разлагалось уже в течение первых 24 ч. Добавле-
ние различных органических веществ (пептон,
рибоза, ксилоза и крахмал) снижало разложение
ИУК в почве [19, 20]. Это могло быть связано с
преимущественным использованием микробами
более доступных источников углерода и азота, или
со стимулирующим действием органических ве-
ществ на биосинтез ауксина микроорганизмами.

Основными объектами выделения бактерий,
способных катаболизировать ИУК, являются
почва и ризосфера растений [17]. В рубец жвач-
ных животных они вероятно также попадают вме-
сте с растениями и частицами почвы. Сообща-
лось о полной деградации (минерализации) ИУК
типичными представителями ризосферных бак-
терий родов Alcaligenes [21], Achromobacter [22], Ar-
throbacter [22], Azospirillum [23], Burkholderia [24],
Lelliottia [22], Pseudomonas [22, 25], Rhodococcus и
Sphingomonas [22, 24]. Катаболизм ауксинов был
выявлен также у клубеньковых бактерий Bradirhi-
zobium japonicum [26], Sinorhizobium meliloti [27],
Rhizobium lupini [28] и Rhizobium phaseoli [29]. Раз-
витие методов секвенирования и биоинформаци-
онного анализа геномов постоянно пополняют
список микроорганизмов, потенциально способ-

ных к деструкции ИУК [17]. Накопленные ре-
зультаты свидетельствуют о распространенности
деструкторов ауксинов в обогащенных этими ве-
ществами экологических нишах, которые предо-
ставляют ризосферная почва и сами растения
[17]. Интересной представляется гипотеза о том,
что способность симбиотических бактерий одно-
временно синтезировать и разлагать ИУК [25, 30,
31] связана с эволюционным развитием у них меха-
низмов контроля метаболизма собственной ИУК
для повышения эффективности их взаимодействия
с растениями.

В настоящее время известно несколько биохи-
мических путей бактериальной деградации ИУК,
и их подробная характеристика представлена в
нескольких обзорах [22, 24]. В аэробных условиях
деструкция молекул ИУК проходит с образовани-
ем катехола, который служит центральным мета-
болитом аэробной деградации широкого спектра
ароматических соединений [32]. Выявлено два
пути образования катехола из ИУК. В первом
случае происходит последовательное превраще-
ние молекулы ИУК в скатол (3-метилиндол) и са-
лициловую кислоту, например у Lactobacillus sp.
[33]. Недавно были выделены штаммы Achromo-
bacter sp. AB2, Achromobacter xylosoxidans SOLR10,
Burkholderia sp. TRE3 и Pseudomonas sp. PLMAX,
способные расти как на ИУК, так и на салициловой
кислоте [22], но механизм деструкции фитогормо-
нов этими штаммами пока не изучен. Второй путь
связан с образованием катехола и промежуточ-
ных продуктов 3-гидрокси-2-оксиндол-3-уксус-
ной кислоты (диокс-ИУК) и 2-гидрокси-ИУК
[24]. Катехол является первым продуктом катабо-
лизма ИУК, для которого были структурно и
функционально охарактеризованы гены (кластер
iacABCDEFGRHI) и механизмы регуляции их экс-
прессии [24, 30, 34, 35]. В дальнейшем катехол ме-
таболизируется по β-кетоадипатному пути, ко-
нечными продуктами которого являются ацетил-
КоА и сукцинил-КоА [36]. Участие β-кетоади-
патного пути в катаболизме ИУК эксперимен-
тально подтверждено у Pseudomonas putida 1290,
Paraburkholderia phytofirmans PsJN, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 и Enterobacter soli LF7 [25,
34, 37]. Антранилатный путь катаболизма ИУК с
образованием в качестве промежуточных продук-
тов диоксиндола и изатина выявлен у штамма
клубеньковых бактерий Bradyrhizobium japonicum
110 [38]. Выделенный из активного ила очистных
сооружений штамм Alcaligenes sp. In3 метаболизи-
ровал ИУК по гентизатному пути с образованием
в качестве интермедиатов изатина и антранило-
вой кислоты [21]. Показано существование и дру-
гих механизмов аэробного катаболизма ИУК. Так,
неидентифицированная бактерия расщепляла ин-
дольное кольцо ИУК с образованием 2-формами-
нобензоилуксусной кислоты [39], а в экспери-
ментах с культивированием штамма Rhizobium
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phaseoli 8002 на среде с [2H5]ИУК происходила ее
трансформация в индол-3-метанол [29].

В анаэробных условиях бактерии утилизируют
ИУК с образованием 2-аминобензоил-КoA – про-
межуточного продукта анаэробного катаболизма
широкого спектра ароматических соединений,
включающегося затем в реакции центрального ме-
таболизма клетки [40]. Данный путь кодируется
генным кластером iaaABCDEFGHIJKLM, который
впервые был охарактеризован у Aromatoleum aro-
maticum EbN1 и Azoarcus evansii KB 740 [41]. Инте-
ресно, что у гипертермофильной археи Ferroglobus
placidus AEDII12DO триптофан метаболизирует-
ся до ИУК, которая затем катаболизируется через
2-аминобензоил-КoA [42].

Только некоторые бактерии, катаболизирую-
щие ИУК, могут использовать ее в качестве ис-
точника азота [25]. Предполагается, что это свя-
зано с более энергозатратным усвоением органи-
ческого азота из продуктов метаболизма ИУК в
виде амина или амида, требующим дополнитель-
ных генов и ферментов [17]. Однако, эти гены и
возможные пути усвоения микроорганизмами
азота из ИУК остаются неизученными.

В растениях значительная часть ИУК содер-
жится в конъюгированной форме, в основном в
виде ИУК-глюкозы и конъюгатов с различными
аминокислотами [43]. Их роль разнообразна: они
участвуют в транспорте, хранении и защите ИУК
от ферментативной деградации и контролируют
клеточный гомеостаз ИУК [13, 44]. Образование
конъюгатов ИУК в виде сложных эфиров и амида
распространено также у микроорганизмов. На-
пример, Bacillus megatherium гликозилировал ин-
дол-3-пировиноградную кислоту [45] и ИУК [46].
При росте на среде с ИУК и лизином Pseudomonas
syringae pv. savastanoi синтезировал 3-индолаце-
тил-β-L-лизин [47], а галлообразующий фитопато-
ген Pseudomonas savastanoi образовывал ИУК-лизин
[48]. Фитопатогенный гриб Acremonium roseum син-
тезирует ингибитор роста растений акремоауксин
А, представляющий собой конъюгат 2-(3-индо-
лил)пропионовой кислоты и арабитола [49]. В
бактериях некоторые промежуточные продукты
биосинтеза ИУК могут использоваться в каче-
стве запасных соединений, таких как индол-3-
молочная кислота (ИМК), индол-3-этанол или
триптофол [15].

Грибы также способны трансформировать и
утилизировать ИУК. Эксперименты с 14C-ИУК
выявили превращение ИУК в 5-гидрокси-ИУК у
гриба Claviceps purpurea (Fries) Tulasne SD58 [50].
Известно, что гидроксилирование ИУК приводит
к потере его активности [4]. Грибы Aspergillus niger
и A. sydowii продуцировали ИУК с последующим
образованием 5-гидрокси-ИУК из триптамина
[51]. Из гриба Omphalia flavida был выделен фер-
мент, который за счет потребления кислорода

окислял ИУК с образованием нестабильного про-
межуточного продукта, разлагавшегося на другие
не идентифицированные продукты [52]. Окисляю-
щие ИУК ферменты (Mn-зависимая ИУК-оксида-
за и лакказа) были обнаружены у фитопатогенного
гриба Marasmius perniciosus [53]. Описано также су-
ществование у грибов ферментных систем рас-
щепления катехола через цис,цис-муконовую кис-
лоту, что свидетельствовует о деградации ИУК по
механизму, сходному с катехолатным путем, рас-
пространенным у бактерий [32].

В настоящее время накоплен обширный мате-
риал о положительном влиянии продуцирующих
ауксины симбиотических микроорганизмов, в
основном бактерий, на рост, минеральное пита-
ние и устойчивость к абиотическим стрессам раз-
личных растений [4, 8, 54]. В то же время отмеча-
ется, что прямых доказательств участия именно
микробных ауксинов в метаболизме растений не
много [5, 54].

Ряд исследований указывают на важную роль
катаболизма и регуляции сигналинга ИУК в сим-
биотических процессах и стимуляции роста рас-
тений. Для формирования клубеньков в бобово-
ризобиальном симбиозе необходимо локальное
повышение соотношения цитокининов к аукси-
нам. Показано, что обработка корней Nod-факто-
рами клубеньковых бактерий ингибирует транс-
порт ауксинов [55, 56]. Бактероиды, выделенные
из клубеньков сои (Glycine max L.), разрушали
ИУК при инкубации в аэробных условиях [27]
предположительно посредством действия трехва-
лентной формы соевого леггемоглобина [27].
Продуцент ИУК Bradyrhizobium japonicum E109
способен также ее разрушать, не используя в ка-
честве питательного субстрата, что может быть
механизмом тонкой настройки микросимбион-
том баланса ИУК в образующемся клубеньке [31].
Положительный эффект продуцента ИУК Klebsi-
ella sp. Sal 1 на рост корней томата и редиса ослаб-
лялся при совместной инокуляции с ИУК-дегра-
дирующим штаммом Herbaspirillum sp. Sal 6 [57]. С
другой стороны, совместная инокуляция редиса
ИУК-деградирующим штаммом P. putida 1290 и
суперпродуцентами ИУК фитопатогенами Rahnel-
la aquaticus и Pseudomonas syringae уменьшала ин-
гибирование роста корней, вызванное избытком
ауксина [25]. Способность к деградации ИУК
оказалась необходимой для стимуляции роста
растений арабидопсиса штаммом B. phytofirmans
PsJN, поскольку мутант с дефектным геном iacC,
контролирующим деструкцию ауксинов, хуже ко-
лонизировал и не стимулировал рост корней [30].

Сообщалось, что диокс-ИУК, промежуточный
продукт бактериальной деградации  ИУК, является
основным первичным метаболитом деградации
ИУК растениями арабидопсиса [58]. Высказано
предположение, что диокс-ИУК входит в состав
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корневых экссудатов и является субстратом для
ризосферных микроорганизмов [34]. В этом слу-
чае экссудация диокс-ИУК, возможно, служит
одним из факторов регуляции части микробиома
растений, участвующего в метаболизме фитогор-
монов.

Гиббереллины. Гиббереллины (Gibberellic acid,
GА) – это фитогормоны дитерпеновой природы,
синтезируемые из энт-каурена и имеющие тетра-
или пентациклическую (c дополнительным пяти-
членным лактонным кольцом) структуру [59].
Растения содержат смесь нескольких GА с высо-
кой физиологической активностью (например,
GА1, GА3, GА4, GА7) и промежуточных продуктов
биосинтеза или катаболитов активных GА [60].
GА участвуют в удлинении стебля, цветении, раз-
витии плодов, нарушении покоя семян и других
процессах развития растений [59, 60].

Наряду с растениями GА синтезируют также
некоторые ассоциированные с растениями бак-
терии и грибы [4, 61, 62]. Следует отметить, что
впервые GА были обнаружены у фитопатогенно-
го гриба Gibberella fujikuroi (по новой классифика-
ции Fusarium fujikuroi), который вызывал ано-
мальное удлинение междоузлий и стерильность
колосьев риса [63]. В настоящее время нет доказа-
тельств того, что микроорганизмы способны пол-
ностью катаболизировать GА, используя их в ка-
честве источника питательных веществ. Извест-
ные процессы микробного метаболизма GА
являются структурной трансформацией молекул
и составной частью способности к их биосинтезу
[61, 62]. В частности, ассоциативные азотфикса-
торы Azospirillum lipoferum могут метаболизиро-
вать GА как in vitro в питательной среде [64–66],
так и in vivo при инокуляции прорастающих се-
мян [67]. При культивировании на синтетических
средах A. lipoferum продуцировали GА19, являю-
щийся прекурсором для дальнейшего биосинтеза
GА1 через промежуточную стадию трансформа-
ции GА19 в GА20 [64]. В аналогичных эксперимен-
тах с A. lipoferum меченый GА9 трансформировал-
ся бактериями до GА3, а GА20 являлся субстратом
для синтеза GА1 [65]. Кроме того, была выявлена
способность A. lipoferum гидролизовать как про-
стые, так и сложноэфирные гликозиды GА20 [66].

Роль GА в растительно-микробных взаимо-
действиях может быть связана с синтезом или
трансформацией этих фитогормонов микроорга-
низмами и с вмешательством микроорганизмов в
регуляторные процессы гиббереллинового сигна-
линга у растений. Для штаммов ассоциативных
азотфиксаторов A. lipoferum USA5b и A. brasilense
Cd была показана непосредственная роль синте-
зируемых ими GА в стимуляции роста карлико-
вого риса, дефицитного по синтезу GА [67]. Ком-
бинированная роль GА в качестве промотора и
ингибитора образования симбиотических клу-

беньков обусловлена локальной модуляцией ри-
зобиями биосинтеза и действия этих фитогормо-
нов в инфекционных нитях [68]. Микоризный гриб
Rhizophagus irgularis вызывал радиальное утолщение
коры корня у Medicago truncatula, необходимое для
развития грибных арбускул, путем блокирования
GА сигналов [69].

Проведенные исследования показывают роль
растения во взаимодействии с ассоциированны-
ми микроорганизмами за счёт образуемых GА. В
то же время, роль микроорганизмов как проду-
центов и трансформаторов или деструкторов GА
в этих процессах остается неизученной. Однако,
имеются наблюдения, свидетельствующие об
участии микроорганизмов в биосинтезе и транс-
формации этих фитогормонов, и это может вли-
ять на рост, формирование симбиоза и устойчи-
вость растений к стрессам. Раскрытие механиз-
мов модуляции концентраций GA в растениях
симбиотическими и патогенными микроорганиз-
мами поможет дать ответы на многие противоре-
чивые наблюдения о функционировании расти-
тельно-микробных систем.

Цитокинины. Цитокинины (ЦК) представляют
собой N6-замещенные производные аденина, ко-
торые влияют на деление клеток, инициацию ро-
ста побегов, апикальное доминирование, мине-
ральное питание, филлотаксис, развитие сосудов,
формирование гаметофитов и эмбрионов, старе-
ние листьев, адаптацию к абиотическим стрессам
и другие физиологические и биохимические про-
цессы [70]. Пул активных ЦК поддерживается в
растении за счет метаболических взаимопревра-
щений цитокининовых оснований, нуклеозидов,
нуклеотидов и N- и O-гликозидов [70]. Необрати-
мая дезактивация достигается действием флаво-
протеина цитокинин оксидазы/дегидрогеназы
(СКХ), кодируемого небольшим семейством ге-
нов CKX. Этот фермент отщепляет боковую цепь
ЦК с образованием аденина или аденозина и аль-
дегида [71].

К настоящему времени синтез ЦК, в основном
N6-(2-изопентенил)аденина (iPA), зеатина и их
производных, микроорганизмами изучен доста-
точно хорошо [5, 12, 14, 72]. Недавно описан также
механизм биоконтроля фитопатогенов араби-
допсиса, непосредственно связанный со способно-
стью рост-стимулирующих бактерий продуциро-
вать ЦК [73]. В этом исследовании мутанты бакте-
рий P. fluorescens, не способные продуцировать ЦК,
теряли биоконтрольную активность против P. sy-
ringae, а мутанты арабидопсиса по генам биосин-
теза ЦК были более чувствительны к фитопатоге-
ну. Значительно меньше известно о микробной
деградации ЦК. С помощью иммуноаффинной
хроматографии было показано, что почвенная
бактерия Paenabacillus polymyxa B2 не только про-
дуцировала iPA, но и снижала концентрацию N6-
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изопентениладенозин рибозида (iPR) в питатель-
ной среде [74]. Однако, деградация iPR с активно-
стью штамма B2 в этих экспериментах могла быть
связана с химическими процессами. Скрининг
60000 изолятов бактерий из почв Канады по спо-
собности использовать синтетический цитоки-
нин N6-бензиладенин в качестве источника угле-
рода выявил только один штамм Serratia proteamac-
ulans B1, при этом основным продуктом деградации
был 8-гидрокси-N6-бензиладенин [68]. Штамм
S. proteamaculans B1 также метаболизировал iPA
окислением пуринового кольца с образованием
8-гидроксиаденина и 8-гидроксиизопентиладе-
нина [75]. Участие фермента ксантиндегидроге-
назы (Xdh, КФ 1.1.1.204) в деградации ЦК было
подтверждено клонированием генов XdhAB в
E. coli, трансформанты которой метаболизиро-
вали N6-бензиладенин до 8-гидрокси-N6-бензи-
ладенина [75]. Подобно другим бактериальным
ксантиндегидрогеназам, фермент этого штамма
состоит из двух субъединиц, аминокислотные по-
следовательности которых наиболее сходны с по-
следовательностями у Pseudomonas aeruginosa [75].
Низкая частота встречаемости ЦК-утилизирую-
щих изолятов была вероятно связана с тем, что
перед выделением бактерий в почву вносили из-
мельченный растительный материал, а не чистые
цитокинины [75]. Обогащение среды дополни-
тельными источниками питания могло привести
к активному развитию нецелевых микроорганиз-
мов и конкурентному вытеснению бактерий, ути-
лизирующих ЦК.

Метаболизм ЦК был изучен у грибного геми-
биотрофного патогена масличного рапса Leptos-
phaeria maculans [72]. Наряду с продукцией раз-
личных производных цис-зеатина, iPA и дигидро-
зеатина in vitro, этот гриб снижал концентрацию
iPA в среде при добавлении N6-бензиладенина и
кинетина. При этом ни в составе эндометаболи-
тов мицелия, ни в культуральной жидкости не
было обнаружено известных продуктов метабо-
лической трансформации iPA (рибозидов, нук-
леотидов, гликозидов), которые могли бы объяс-
нить наблюдаемый эффект. Исследование фер-
ментативной активности у L. maculans впервые
показало наличие СКХ, вызывающей необрати-
мую деградацию iPA [72]. Фермент FasE, гомоло-
гичный СКХ растений, был обнаружен у бактери-
ального фитопатогена Rhodococcus fasians D188
[76]. Похожие белки были идентифицированы и у
других видов бактерий, таких как Streptoalloteichus
hindustanus, Streptomyces turgidiscabies [77], Herpeto-
siphon aurantiacus, Stigmatella aurantiaca, Myxococ-
cus xanthus и Saccharopolyspora erythraea [71], но их
функциональные свойства и роль в модуляции
растительных цитокининов не ясна.

ЦК участвуют в контроле начальных стадий
бобово-ризобиального [78] и микоризного [79]

симбиозов, а также являются регуляторными
сигналами в процессах патогенеза [12, 80, 81].
Известные растительно-микробные взаимо-
действия обычно сопровождаются повышени-
ем концентрации ЦК в растительных тканях за
счет активации IPT-генов, определяющих син-
тез ЦК de novo в растениях, а также в результате
микробного биосинтеза этих фитогормонов [54,
82, 83]. Была высказана гипотеза о ключевой роли
в поддержании баланса ЦК в растениях эндофит-
ными бактериями Methylobacterium extorquens и
M. fujisawaense, которые активно продуцировали
предшественники ЦК [84], транс-зеатин [85] и
iPA [85].

Влияние микроорганизмов, способных утили-
зировать или трансформировать ЦК, на процес-
сы роста и гормональный баланс растений оста-
ются неизученными вопросами. Было только по-
казано, что Rhizobium leguminosarum bv. viciae
CIAM1026 в 3 раза снижал количество iPA в кор-
нях проростков гороха в первую неделю после
инокуляции [83]. Однако способность деградиро-
вать ЦК этим штаммом не изучалась. Известно,
что симбиотические клубеньки бобовых расте-
ний содержат повышенные концентрации ЦК,
которые необходимы для их морфогенеза [78].
Обработка растений ЦК вызывает развитие на
корнях клубенькоподобных структур [86, 87]. По-
вышенная аккумуляция ЦК в корнях характерна
для растений, находящихся в симбиозе с арбуску-
лярной микоризой [79]. С другой стороны, об-
суждается негативная роль ЦК в начальных фазах
инфицирования клеток эпидермиса корней клу-
беньковыми бактериями [88]. Показано также,
что снижение уровня ЦК в растениях табака за
счет конститутивной экспрессии гена CKX2
(35S:CKX2) стимулировало развитие гиф мико-
ризного гриба Rhizophagus intraradices в корнях
[89]. Инокуляция ЦК-продуцирующими ризо-
бактериями Bacillus subtilis повышала биомассу
растений пшеницы [90] и салата [82], но умень-
шала длину корней салата [82]. Негативный эф-
фект таких ризобактерий на удлинение корней
проявлялся в условиях засухи [82], что в опреде-
лённых условиях дефицита или минерального
питания может оказать отрицательный эффект на
рост растений. Изменение баланса ЦК в растени-
ях происходит при внедрении патогенов, которые
влияют на биосинтез и метаболизм ЦК, а также
на передачу сигналов, модулируемых ЦК хозяина
[12, 80]. Некоторые формы ЦК, синтезируемые
Rhodococcus fascians, устойчивы к деградации рас-
тительными ферментами, что позволяет им на-
капливаться в растении и перепрограммировать
развитие клеток в сторону усиления восприимчи-
вости инфекции [76].

Приведенные выше примеры свидетельствуют
о том, что растениям необходимо поддерживать
оптимальный для роста и защиты от патогенов
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уровень ЦК. Накопление ЦК в тканях может ока-
зывать как положительный, так и негативный эф-
фект на рост и устойчивость растений к стрессам,
и это зависит от штамма микроорганизма, гено-
типа растения и условий эксперимента [1].

Этилен. Этилен – газообразный фитогормон,
который синтезируется во всех органах высших
растений и принимает участие во многих аспек-
тах их роста и развития на протяжении всего жиз-
ненного цикла, включая прорастание семян, раз-
витие проростков, регуляцию роста корней, цве-
тение, созревание плодов, старение и опадание
листьев [91, 92]. Важная роль этилена заключает-
ся в модуляции сигнальных путей других фито-
гормонов [93]. Этилен называют также гормоном
стресса, так как он участвует в неспецифических
реакциях растений на биотические и абиотиче-
ские стрессовые факторы [94]. Однако активный
биосинтез этилена в стрессовых условиях активи-
рует его роль в качестве ингибитора роста расте-
ний, и это имеет для них негативные послед-
ствия, особенно при восстановлении нормально-
го метаболизма после прекращения действия
стрессового фактора [91, 92, 95].

Механизмы биосинтеза этилена растениями
детально изучены и подробно освещены в обзор-
ных статьях [96]. Из аминокислоты метионина с по-
мощью S-аденозил-метионин-синтетазы образует-
ся S-аденозил-метионин, который превращается
ферментом АЦК-синтазой в 1-аминоциклопро-
пан-1-карбоновую кислоту (AЦК). В дальнейшем
АЦК окисляется AЦК-оксидазой с образованием
этилена, CO2 и цианида, который детоксифициру-
ется до β-цианоаланина с помощью β-цианоала-
нин-синтазы. У микроорганизмов этилен образует-
ся через 2-кето-4-метилтиомасляную кислоту (про-
изводное метионина) посредством НАДН:Fe(III)
ЭДТА-оксидоредуктазы, или через 2-оксоглутарат
этилен-образующим ферментом (EFE, ethylene
forming enzyme). Первый метаболический путь ха-
рактерен для таких микроорганизмов как Esche-
richia coli и Cryptococcus albidus, а второй для P. sy-
ringae и Penicillium digitatum [4, 97].

В середине прошлого века исследователей за-
интересовало явление поглощения почвой этиле-
на, которое происходило только в нестерильной
почве и свидетельствовало об участии микроорга-
низмов в данном процессе [98]. Затем был иден-
тифицирован штамм Mycobacterium paraffinicum
E20, способный в аэробных условиях метаболи-
зировать этилен с помощью специфичной моно-
оксигеназы до этиленоксида с последующим во-
влечением метаболитов этилена в глиоксилатный
цикл [99, 100]. Позднее микробная деградация
этилена в присутствии кислорода и углекислого
газа была описана у P. putida AJ и Ochrobactrum sp.
TD с образованием оксида [101]. Присутствие ал-
кен-монооксигеназы позволило бактерии Rhodo-

coccus corallinus метаболизировать также трихлор-
этилен [102]. В анаэробных условиях этилен восста-
навливался до этана метаногенными бактериями из
родов Methanospirillum и Methanosarcina [103]. Де-
тальная информация о микробной деградации эти-
лена и путях метаболизма короткоцепочечных ал-
кенов бактериями из родов Nocardia, Nocardiodes,
Xanthomonas, Rhodococcus и Pseudomonas представ-
лена в обзоре Шеннана [104].

Бактериальные деструкторы этилена в основ-
ном были объектами изучения биотрансформа-
ции различных углеводородов, и их краткая ха-
рактеристика представлена в табл. 1. Но способ-
ность микроорганизмов влиять на растения
посредством деструкции этилена мало изучена.
Обнаружение хемотаксиса некоторых ризосфер-
ных этилен-утилизирующих бактерий рода Pseu-
domonas к этилену позволило предположить уча-
стие бактериальной деструкции этилена в станов-
лении растительно-микробных взаимодействий
[105]. Высказана гипотеза о том, что присутствие
деструкторов этилена в компостах влияет на рост
сельскохозяйственных растений [106]. Было так-
же показано, что биогумус способен поглощать
этилен благодаря активности представителей ро-
дов Pseudomonas, Xanthomonas и Mycobacterium
[107]. Интересной представляется гипотеза о сов-
местной регуляции концентрации этилена в кор-
невой зоне растениями и микроорганизмами, ко-
торая модулирует адаптивный потенциал растений
за счет балансирования процессами биосинтеза,
деструкции и восприятия этилена растениями
[108]. Однако, прямых доказательств участия мик-
робного метаболизма этилена в этих процессах не
представлено.

Этилен играет важную роль в образовании му-
туалистических симбиозов, которая может быть
как положительной, так и отрицательной в зави-
симости от концентрации этилена, конкретного
процесса интеграции и вида симбионтов, а также
от условий внешней среды [95]. Эти симбиотиче-
ские взаимодействия во многом обусловлены
микробным ферментом АЦК-дезаминазой, кото-
рая гидролизует предшественник этилена АЦК с
образованием аммония и α-кетобутирата [109].
Микроорганизмы используют аммоний в каче-
стве источника азота [110], а α-кетобутират – в
качестве источника углерода [111]. Благодаря это-
му происходит снижение интенсивности биосин-
теза этилена и его ингибирующего действия на
рост растения, особенно в стрессовых условиях.

Изучению фермента АЦК-дезаминазы у бак-
терий и его положительной роли во взаимодей-
ствии с растениями в стрессовых условиях посвя-
щено большое количество публикаций, в том
числе обзорных статей [95, 110, 112–114], поэтому
в данном обзоре этот вопрос не рассматривается
подробно. Однако необходимо подчеркнуть зна-
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чимую роль этого фермента в защите растений от
абиотических стрессов. Следует также отметить
широкое распространение АЦК-дезаминазы у
различных ассоциативных рост-стимулирующих
[111, 113, 115, 116] и клубеньковых бактерий [117–
119], что связано с горизонтальным переносом
этих генов [120]. Благодаря интенсивному разви-
тию секвенирования геномов бактерий показано,
что АЦК-дезаминаза присутствует и у фитопато-
генных видов [113]. Роль этого фермента в фито-
патогенезе не изучена, но показано, что АЦК-
утилизирующий фитопатоген P. brassicacearum
Am3 маскировал себя посредством снижения
индуцируемых этиленом защитных реакций то-
мата [121].

Гораздо меньше известно о грибах, обладаю-
щих АЦК-дезаминазной активностью. Скрининг
сапрофитных и фитопатогенных грибов родов Al-
ternaria, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma и Fu-
sarium выявил способность многих видов расти на

селективной среде с АЦК в качестве единствен-
ного источника азота [122]. АЦК-утилизирующие
штаммы Trichoderma sp. TSK8 и SKS1 стимулиро-
вали рост мангровых побегов [123], а гриб Tricho-
derma asperellum MAP1 повышал активность фо-
тосинтеза, снижал окислительный стресс и сти-
мулировал рост пшеницы в условиях засухи [124].
Продуценты АЦК-дезаминазы Aspergillus aculea-
tus, изолированный из загрязненной Cd почвы,
снижал токсичность этого металла для растений
риса [125], а эндофит A. niger 9-p повышал про-
дуктивность фасоли обыкновенной [126]. Эти ре-
зультаты свидетельствуют о том, что грибная
АЦК-дезаминаза тоже участвует во взаимодей-
ствии с растениями и их адаптации к стрессовым
факторам.

Салициловая кислота. Фитогормон салицило-
вая кислота (СК) – фенольное соединение, кото-
рое выполняет в растениях сигнальные функции,
связанные с устойчивостью к различным стрессо-

Таблица 1. Микроорганизмы-деструкторы этилена

Название 
микроорганизма

Происхождение 
штамма

Дизайн и методы 
исследований

Основная функция 
микроорганизма

Источ-
ник

Mycobacterium sp. 2W и 
E3

Почва Периодическая культура на 
селективной среде с этиле-
ном, газовая хроматография

Алкен-утилизирую-
щие бактерии

[106]

Mycobacterium sp. E3 Почва Периодическая культура на 
селективной среде с этиле-
ном, газовая хроматография

Деструктор этилена
в компостах

[106]

Mycobacterium sp. E20 Почва Радиоактивное мечение кис-
лорода в молекуле воды (18О), 
газовая хроматография, масс-
спектрометрия

Утилизатор коротко-
цепочечных углеводо-
родов

[99]

Mycobacterium rhodesiae 
JS60

Загрязненные эте-
нами подземные воды

Периодическая культура на 
селективной среде с этиле-
ном, газовая хроматография

Деструктор хлориро-
ванных алкенов

[195]

Orchrobactrum sp. TD Полигон опасных 
отходов, Калифорния, 
США

Периодическое культивиро-
вание с добавлением оксида 
этилена

Деструкторы винил-
хлорида

[196]

Pseudomonas putida AJ Полигон опасных 
отходов, Калифорния, 
США

Периодическое культивиро-
вание с добавлением оксида 
этилена

Деструкторы винил-
хлорида

[196]

Rhodococcus corallinus
B-276

Почва Обнаружение плазмиды с 
генами деградации алкенов и 
монооксигеназы

Биоокислитель про-
пена и трихлорэтена

[102]

Неидентифицирован-
ный штамм RD-4

Донные отложения
на берегу озера

Периодическая культура на 
селективной среде с этиле-
ном, газовая хроматография

Оптимизация хране-
ния и транспорти-
ровки овощей

[197]

Xanthobacter sp. Py 2, 
Py3, Py7, Py10, Py11, 
Py17 и By2

Почва, Англия Периодическая культура на 
селективной среде с этиле-
ном, газовая хроматография

Алкен-утилизирую-
щие бактерии

[114]
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вым факторам, особенно к повреждениям от био-
трофных патогенов, индукцией сверхчувствитель-
ной реакции растительной ткани на атаку патогена
и становлением локального и системного иммуни-
тета [127, 128]. В растительно-микробных взаимо-
действиях СК участвует также в модуляции форми-
рования ризосферных микробиомов [129].

В 1952 г. было показано, что почвенные бакте-
рии Pseudomonas fluorescens росли на питательной
среде, содержащей СК в качестве единственного
источника углерода [130]. Позднее была описана
способность почвенных псевдомонад деградиро-
вать СК с образованием катехола [131]. Бактери-
альная деградация СК до катехола достигалась
гидроксилазным (мета-) и β-кетоадипатным (ор-
то-) путями [132]. Все исследованные штаммы ро-
да Pseudomonas, способные метаболизировать
нафталин, также утилизировали СК посредством
окисления до катехола [133]. В данном случае СК
является промежуточным метаболитом в ходе
микробной деградации нафталина с помощью ка-
техол-2,3-диоксигеназы (мета-путь) или катехол-
1,2-диоксигеназы (орто-путь). Утилизаторами
СК были также бактерии родов Bacillus, Arthro-
bacter и Rhodococcus, способные деградировать аро-
матические соединения [134]. Недавние исследова-
ния метаболизма нафталина бактерией P. putida
BS3701, деградирующей нафталин через салици-
лат, показали участие гена nahU (салицилат-гид-
роксилазы) в метаболизме СК до катехола [135].
Однако P. butanovora метаболизирует СК в анаэ-
робных условиях посредством нитрат-зависимой
денитрификации [136]. Эта бактерия использует
салицилат в качестве донора электронов для вос-
становления нитрата. Процесс осуществляется
через катехол, который далее разлагается с помо-
щью катехол-2,3-оксигеназ (мета-расщепление),
образуя 2-гидроксимуконовый полуальдегид [136].
Позднее было показано, что бактериальный
штамм Sphingomonas sp. CHY-1 способен разлагать
СК посредством ферментов, отличных от фермен-
тов деградации салицилата у псевдомонад [137].
В отличие от салицилат-1-гидроксилазы у Pseu-
domonas, которая представляет собой хорошо изу-
ченный флавопротеин, фермент у Sphingomonas
sp. CHY-1 представляет собой трехкомпонентный
белковый комплекс Fe-S. Этот фермент катали-
зирует гидроксилирование салицилата до катехо-
ла, а также способен метаболизировать метилса-
лицилат [137]. Разложение СК бактерией Pseu-
daminobacter salicylatoxidans осуществляется через
прямое раскрытие кольца с помощью салицилат
1,2-диоксигеназы [138], а у бактерии Streptomyces
WA46 салицилат разлагается посредством образо-
вания интермедиата КоА [139]. В составе конью-
гативных плазмид SAL/CAP у бактерий рода
Pseudomonas обнаружен ген scpA, кодирующий
салицилат-1-гидроксилазу с низким (72–74%)

сходством нуклеотидной последовательности с
известными гомологичными генами [140].

Микробная утилизация СК освещена в выше-
приведенных исследованиях с точки зрения мик-
робной деградации токсичных природных цик-
лических соединений и ксенобиотиков, но не как
фитогормона. Нами это проиллюстрировано в
сводной табл. 2, в которой представлена краткая
характеристика таких микроорганизмов. Тем не
менее, растительная СК может накапливаться в
растениях и почве и являться субстратом для мик-
роорганизмов. Недавний скрининг почвенных и
ассоциированных с растениями бактерий выявил
несколько штаммов, а именно Achromobacter sp.
AB2 и A. xylosoxidans SOLR10, Burkholderia sp.
TRE3, Pseudomonas sp. PLMAX и Serratia marc-
escens DAMR1, способных метаболизировать СК
в качестве единственного источника углерода
[22]. При выделении деструкторов фенантрена и
нафталина с поверхности листьев городских дре-
весных растений были селектированы бактерии
родов Pseudomonas и Stenotrophomonas, способные
утилизировать СК [141]. Предполагалось, что эти
бактерии снижают негативный эффект фенантре-
на и нафталина на рост растений. Штаммы Pseudo-
monas putida BS3701 и Burkholderia sp. BS3702, дегра-
дирующие токсикант фенантрен и способные
также утилизировать СК, были успешно исполь-
зованы для снятия негативного эффекта фенан-
трена на растения горчицы [142]. Интересным
представляется предложение использовать де-
структор нафталина и фенантрена P. fluorescens A1
для защиты растений от фитопатогенов в услови-
ях загрязненных почв [143]. Однако в этих иссле-
дованиях [22, 141–143] возможность влияния
бактерий на растения в качестве деструкторов СК
не изучалась. Эндофитные штаммы Ac. xylosoxi-
dans SF2, B. pumilus SF3 и SF4, выделенные из
корней подсолнечника [144], снижали концен-
трацию СК в побегах при дефиците влаги [145]. У
растений Citrus macrophylla, инокулированных
рост-стимулирующими ризобактериями P. putida
KT2440 или Novosphingobium sp. HR1a наблюда-
лось снижение уровня СК в условиях солевого
стресса [146]. Авторы предполагают, что положи-
тельный эффект на устойчивость к стрессам свя-
зан с модуляцией гормонального статуса расте-
ний, но информация об утилизации СК этими
бактериями не представлена [145, 146].

Поскольку СК является ключевым защитным
гормоном, обеспечивающим устойчивость расте-
ний к фитопатогенам, последние выработали ме-
ханизмы деструкции этого вещества. Транскрип-
томное профилирование и результаты прямого
ингибирования показали, что СК токсична для
возбудителя бактериального увядания Ralstonia
solanacearum и бактерии защищают себя путем ее
деградации [147]. Более того, повышенная экс-
прессия генов деградации СК у штамма R. sola-
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Таблица 2. Микроорганизмы-деструкторы салициловой кислоты

Название 
микроорганизма

Происхождение 
штамма Дизайн и методы исследований Основная функция 

микроорганизма
Источ-

ник

Бактерии

Achromobacter sp. AB2 Почва Антарктики Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

н.о.* [22]

Achromobacter 
xylosoxidans SOLR10

Ризосфера Solana-
ceae, Бразилия

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

н.о. [22]

Arthrobacter spp. Поверхность 
листьев деревьев

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Деструкторы фенан-
трена и нафталина

[141]

Burkholderia sp. 4А, 
3В, 7В, 8В, АК, 
BS3702

Почвы Западной 
Сибири и Москов-
ской обл

ПЦР катаболических генов nahAc, 
nahG, nahH, catA и phnAc

Утилизация нафта-
лина и фенантрена

[198]

Burkholderia sp. TRE3 Почва, Бразилия Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

н.о. [22]

Lignobacter sp. K17 Почва, гниющие 
опилки, Хельсинки

Периодическая культура, тонко-
слойная и газовая хроматография

Деструктор лигнанов, 
продуцент изованили-
новой кислоты

[199]

Martelella sp. AD-3 Засоленная и загряз-
ненная нефтью 
почва, Китай

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, газовая хрома-
тография и масс-спектрометрия, 
детекция меченых С14 метаболитов

Изолирован для изуче-
ния механизмов дегра-
дации фенантрена

[200]

Pseudomonas aureofa-
ciens OV17

Ризосфера овса, 
Западная Сибирь

Периодическая культура, селек-
тивная среда с СК, активность 
салицилат гидроксилазы

Деструктор полиаро-
матических углеводо-
родов

[201]

Pseudomonas fluo-
rescens A1 и IC7

Ризосфера растений 
Московской и 
Тюменской областей

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, обнаружение 
генов, контролирующих биодегра-
дацию нафталина, фенантрена
и салицилата

Биоконтроль фитопа-
тогенов, фиторемедиа-
ция

[143]

Pseudomonas spp. Почва, Московская 
область

Молекулярные методы, ПЦР, 
обнаружение гена салицилат
1-гидроксилазы nahU типа pND6-1

Деструктор капролак-
тама

[140]

Pseudomonas fluo-
rescens

Почва Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Деструктор гидрокси-
бензойных кислот

[130]

Pseudomonas putida 
PpG7 Ol3-Ol8, Ol11-
Ol26.

Почвы, загрязнен-
ные нефтепродук-
тами, г. Пущино

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, молекулярные 
методы, характеристика гена сали-
цилат гидроксилазы nahU

Потенциальные 
деструкторы СК

[202]

Pseudomonas reinekei 
MT1

Отложеня реки 
Эльба, Германия

Локализация и секвенирование 
генов, кодирующих деградацию 
СК и производных, детекция мета-
болитов СК методами ВЭЖХ

Деструктор аромати-
ческих углеводородов

[203]

Pseudomonas spp. Поверхность 
листьев древесных 
растений

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Деструкторы фенан-
трена и нафталина.

[141]

Pseudomonas sp. 
PLMAX

Почва, Португалия Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

н.о. [22]
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Ralstonia sp. U2 Нефтезагрязненная 
почва, Венесуэла

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, определение 
метаболитов методами тонкослой-
ной хроматографии масс-спектро-
метрии

Деструктор нафталина [150]

Rhodococcus opacus 
(ранее - Nocardia sp. 
DSM 43251)

Почва Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, тонкослойная 
хроматография, детекция мече-
ных С14 метаболитов

Биодеградация ксено-
биотиков

[204]

Rhodococcus sp. B4 Почва, загрязнен-
ная ароматиче-
скими 
углеводородами

Детекция ароматических соедине-
ний методами ВЭЖХ, активность 
салицилат-5-гидроксилазы и сали-
цилальдегид дегидрогеназы

Деструктор нафталина [205]

Sphingomonas sp. 
CHY-1

Почва, загрязнен-
ная ароматиче-
скими 
углеводородами

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, анализ продук-
тов методами ВЭЖХ и масс-
спектрометрии

Деструктор полицик-
лических ароматиче-
ских углеводородов

[137]

Stenotrophomonas spp. Поверхность 
листьев древесных 
растений

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Деструкторы фенан-
трена и нафталина

[141]

Stenotrophomonas sp. 
Pemsol

Почва, загрязнен-
ная сырой нефтью, 
Мексика

Анализ продуктов деструкции аро-
матических углеводородов мето-
дами ВЭЖХ и масс-
спектрометрии, секвенирование и 
активность салицилат дегидроге-
назы, салицилат 5-гидроксилазы и 
катехол 2,3-диоксигеназы

Деструктор антрахи-
нона, бифенила, наф-
талина, фенантрена, 
фенантридина и кси-
лола

[206]

Streptomyces sp. WA46 
и WA18.

Почва штата Огайо, 
США

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, идентифика-
ция генов утилизации СК 
молекулярными методами

Объект изучения меха-
низмов метаболизма 
СК

[139]

Stenotrophomonas spp. Поверхность 
листьев древесных 
растений

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Деструкторы фенан-
трена и нафталина

[141]

Грибы

Aspergillus niger н.о. Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК. образование 
2,4-дигидробензоата

н.о. [207]

Aureobasidium pullu-
lans

Поверхность 
листьев древесных 
растений.

Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК

Потенциальный про-
дуцент полисахаридов 
и ферментов

[141]

Neurospora crassa Почва Восстановление СК до салицило-
вого альдегида посредством 
НАДФН-зависимой оксидоредук-
тазы

Объект изучения меха-
низмов метаболизма 
ароматических соеди-
нений

[157]

Название 
микроорганизма

Происхождение 
штамма Дизайн и методы исследований Основная функция 

микроорганизма
Источ-

ник

Таблица 2. Продолжение
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nacearum K60 увеличивала его вирулентность для
растений табака [147]. Механизм этого эффекта
не раскрыт и варьирует в зависимости от расте-
ния-хозяина [148]. Геном штамма R. solanacearum
содержит локус, состоящий из семи генов nag
(naphthalene through gentisate) nagAaGHAbIKL, ко-
дирующий деградацию СК до промежуточных
продуктов цикла Кребса по пути Nag [149, 150].
На этом пути СК катаболизируется через проме-
жуточное фенольное соединение гентизиновую
кислоту [149]. Этот механизм защищает R. sola-
nacearum от токсичности СК, в то время как ген-
тизиновая кислота не является высокотоксичной
для фитопатогена [147]. Гентизиновая кислота
также относится к защитным сигнальным моле-
кулам и активно накапливается в томатах [151].
Однако её роль в защитных реакциях табака су-
щественно ниже по сравнению с СК, которая в
табаке накапливается в достаточном для подавле-
ния роста бактерий количестве [147].

У почвенных дрожжей Trichosporon cutaneum
был обнаружен фермент салицилат-1-моноокси-
геназа, который способствовал превращению СК
в катехол [152]. Этот организм описан как де-
структор многих ароматических углеводородов, в
том числе гентизиновой кислоты. Гемибиотроф-
ный гриб Aspergillus flavus [153] содержит салици-
латгидроксилазу (SalOH), которая активно пре-
вращает СК в катехол. Ген салицилатгидроксила-
зы FgNahG был найден у Fusarium graminearum, его
репрессия приводила к повышенной чувстви-
тельности гриба к СК, увеличению накопления
СК в колосьях пшеницы и подавлению развития
симптомов фузариоза [128]. Ранее считалось, что
дрожжи и мицелиальные грибы осуществляют
катаболизм СК посредством действия салицилат-
гидроксилазы и последующего расщепления аро-
матического кольца катехол-1,2-диоксигеназой с
образованием муконата [154], в то время как ак-
тивность катехол-2,3-диоксигеназы наблюдается
у бактерий [154]. Затем появилась информация о
существовании по крайней мере четырех спосо-
бов метаболизма СК грибами, три из которых
осуществляются благодаря гидроксилазной ак-

тивности [155]. Помимо преобразования грибами
СК в катехол, также возможно гидроксилирование
с образованием 2,4-дигидроксибензоата при дей-
ствии 2-гидроксибензоат-4-гидроксилазы, гид-
роксилирование с образованием 2,5-дигид-
роксибензоата посредством 2-гидроксибензоат-
5-гидроксилазы, а также гидроксилирование фер-
ментом 2-гидроксибензоат-3-гидроксилазы с об-
разованием 2,3-дигидроксибензоата. Данные ре-
акции не являются видо- или родоспецифичны-
ми для микроорганизмов. Дрожжи Trichosporon
moniliiforme первоначально декарбоксилируют СК,
образуя фенол в качестве промежуточного про-
дукта [156]. Гриб Neurospora crassa не окисляет СК
до катехола или гентизата, но восстанавливает до
салицилового альдегида и салигенина [157].

Деструкция СК с образованием катехола была
описана у фитопатогенных грибов Sclerotinia scle-
rotiorum [158] и Ustilago maydis [159]. У U. maydis
был обнаружен рецептор Rss1, который является
главным компонентом восприятия СК в сапро-
фитной стадии жизни гриба, но не оказывает вли-
яния на вирулентность [160]. У гемибиотрофного
гриба Mycosphaerella fijiensis, патогена бананов, ге-
ны салицилатгидроксилазы активировались вме-
сте с генами, ответственными за патогенез [161].
Салицилатгидроксилаза и катехол-1,2-диоксиге-
наза Fusarium sp. BI индуцировались во время ро-
ста на СК, что указывало на образование катехола
с последующим орто-расщеплением ароматиче-
ского кольца [162]. Экспрессия генов, кодирующих
салицилатгидроксилазу, тирозиназу, гомогенти-
затдиоксигеназу и фумарилацетоацетатгидролазу в
присутствии растения-хозяина (виноград) указы-
вало на способность гриба Lasiodiplodia theobromae
метаболизировать СК и ее предшественников фе-
нилпропаноидного пути [163].

При заражении пшеницы F. graminearum коло-
сья накапливали СК, но применение экзогенной
СК не повышало устойчивость растений к фито-
патогену благодаря его способности метаболизи-
ровать и экспортировать этот фитогормон [164].
Экспорт СК грибом осуществлялся с помощью
белка ABC-транспортера FgABCC9, необходимо-

* н.о. – не описано.

Trichosporon cutaneum Почва Периодическая культура на селек-
тивной среде с СК, распредели-
тельная хроматография и 
радиоавтография ароматических 
кислот, очистка салицилат гидрок-
силазы и гидроксихинол 1,2-диок-
сигеназы методами ВЭЖХ

Деструктор аромати-
ческих кислот

[152]

Название 
микроорганизма

Происхождение 
штамма Дизайн и методы исследований Основная функция 

микроорганизма
Источ-

ник

Таблица 2.  Окончание
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го также для защиты от фунгицида тебуконазола
и роста мицелия [165]. Добавление СК ингибиро-
вало продуцирование грибом микотоксина деок-
синиваленола, но эффект проявлялся только в
кислой среде, в то время как в обычных условиях
F. graminearum утилизировал СК как источник уг-
лерода [164]. Недавно у F. graminearum была выяв-
лена салицилатгидроксилаза FgShy1, и показано
еe участие в метаболизме СК до катехола с помо-
щью мутантов с делецией в гене FgShy1 [166].

Накопленная информация свидетельствует о
том, что роль СК-утилизирующих микроорганиз-
мов, особенно фитопатогенных, в процессах ро-
ста и адаптации к стрессам значительна и требует
более детального изучения.

Абсцизовая кислота. Фитогормон абсцизовая
кислота (АБК) важна для многих аспектов роста и
развития растений, в том числе для прорастания и
созревания семян, регуляции газообмена в ли-
стьях, инициации адаптивных изменений под
влиянием абиотических стрессов и сложной сети
антагонистических и синергических взаимодей-
ствий с другими фитогормонами [167]. В растени-
ях биосинтез АБК проходит путем окислительно-
го расщепления каротиноидов 9-цис-виолаксан-
тина или 9-цис-неоксантина до ксантоксина
ферментами 9-цис-эпоксикаротиноиддиоксиге-
назами с последующим образованием абсцизово-
го альдегида ксантоксиноксидазой, который кон-
вертируется в АБК под действием абсцизовой
альдегидоксидазы [168]. Катаболизм АБК в расте-
ниях подразделяется на реакции гидроксилиро-
вания и конъюгации [168]. При гидроксилирова-
нии окисляется одна из трех метильных групп
кольцевой структуры (C-7, C-8 или C-9) фермен-
тами АБК-гидроксилазами. АБК и ее гидрокси-
лированные катаболиты могут конъюгировать с
глюкозой. Одним из основных катаболитов АБК
является фазеиновая кислота (ФК), которая
трансформируется до дигидрофазеиновой кис-
лоты и её глюкозида с помощью ФК-редуктазы и
гликозилтрансферазы соответственно [169].

Способность продуцировать АБК распростра-
нена у фитопатогенных грибов [170, 171]. Предпо-
лагается, что такие фитопатогены используют
АБК для нарушения гормонального статуса рас-
тений и ослабления механизмов защитного сиг-
налинга. Бактерии также синтезируют АБК, но
это свойство описано в основном у сапрофитных
или рост-стимулирующих ризобактерий [5, 144,
172]. Однако роль бактериальной АБК в расти-
тельно-микробных взаимодействиях изучена не-
достаточно.

В 1983 г. Милборроу [173] обнаружил, что ме-
ченная 14С АБК трансформируется в почве с обра-
зованием 1,4-диола АБК. Было также найдено не-
сколько меченых продуктов в бактериальных куль-
турах, но ни один из них не был идентичен

метаболитам АБК высших растений. Быстрое сни-
жение концентрации АБК, внесенной в несте-
рильную почву, свидетельствовало о биологиче-
ской деструкции [174]. Почвенная бактерия Cory-
nebacterium sp. 433-3-2 метаболизировала АБК с
образованием дегидровомифолиола [(±)-1'-гид-
рокси-4'-кето-α-ионон] и обладала активностью
вомифолиолдегидрогеназы [175]. Это позволило
предположить, что вомифолиол является пред-
шественником дегидровомифолиола на пути де-
градации АБК. В 2014 г. из ризосферы риса были
изолированы бактерии Rhodococcus sp. P1Y и
Novosphingobium sp. P6W, способные использовать
АБК в качестве единственного источника углеро-
да и энергии [176]. В дальнейшем было доказано,
что штамм Rhodococcus sp. P1Y образовывал два
метаболита, одним из которых является дегидро-
вомифолиол [177], а другим метаболитом было
неописанное ранее соединение, которое изучает-
ся в настоящее время (неопубликованные дан-
ные). Эти результаты указывают на отличие бак-
териальных биохимических путей катаболизма
АБК от растительных.

Способность утилизирующих АБК микроор-
ганизмов снижать содержание этого фитогормо-
на в растениях впервые была показана при иноку-
ляции проростков томата и риса ризобактериями
Rhodococcus sp. P1Y и Novosphingobium sp. P6W
[176]. При этом штамм Novosphingobium sp. P6W
ингибировал удлинение корней, но повышал
биомассу листьев. Недавно установлено, что бак-
терия Rhodococcus qingshengi катаболизировала
АБК, снижала её концентрацию в инокулирован-
ных растениях арабидопсиса и увеличивала на-
копление Cd, Zn и Ni в побегах [178]. Авторы
предположили, что АБК-утилизирующие ризо-
бактерии активизируют транспорт тяжелых ме-
таллов из корня в побег и их использование мо-
жет повысить эффективность фиторемедиации
загрязненных тяжелыми металлами почв [178].
При изучении биосинтеза АБК фитопатогенным
грибом Ceratocystis coerulescens Bakshi RWD390 с
использованием изотопа 14C было установлено, что
из [2-14C]-АБК он образовывал [2-14C]-транс-АБК
и метаболит с меньшей полярностью, чем моле-
кула субстрата [170]. Интересно, что ранее транс-
изомер АБК также был обнаружен в культурах
грибов Cercospora rosicola [179] и Botrytis cinerea
[180]. Было высказано предположение, что обра-
зование транс-изомера происходит путем фер-
ментативного фотолиза АБК [170].

Концентрация АБК и экспрессия генов био-
синтеза АБК в растениях снижаются при иноку-
ляции мутуалистическими микроорганизмами, у
которых способность к утилизации данного фи-
тогормона специально не изучалась. Ризобакте-
рия B. subtilis GB03 увеличивала фотосинтетиче-
скую активность арабидопсиса за счет снижения
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транскрипции генов, участвующих в сигналинге
АБК [181]. Инокуляция штаммом B. megaterium
снижала концентрацию АБК и ингибировала
рост дефицитных по биосинтезу данного фито-
гормона мутантов томата flacca и sitiens, но не ока-
зывала негативных эффектов на растения дикого
типа [182]. У инокулированных мутантов также
повышался биосинтез этилена, что могло быть
причиной ингибирования роста и свидетельство-
вало о важности поддержания нормального уровня
эндогенной АБК для реализации рост-стимулиру-
ющего эффекта бактерий. Рост-стимулирующие
ризобактерии Burkholdera cepacia SE4, Promicro-
monospora sp. SE188 и Acinetobacter calcoaceticus
SE370 снижали уровень АБК, но увеличивали кон-
центрацию СК и гиббереллина GA4 в растениях
огурца в обычных условиях и при засухе [183]. Про-
дуцент гиббереллинов Promicromonospora sp. SE188
оказывал благоприятное влияние на рост томата и
значительно снижал биосинтез АБК [184]. Сов-
местная инокуляция кукурузы азотфиксирующей
бактерией Azospirillum sp. и эндомикоризным гри-
бом Glomus manihotis снижала содержание АБК в
растениях во время засухи [185]. Авторы предпо-
ложили, что это было связано с улучшением вод-
ного и питательного статуса растений. У микори-
зованных растений оливы в условиях водного
стресса содержание АБК в листьях было на 46%

меньше, чем у растений без микоризы [186]. Эн-
дофитный стимулирующий рост гриб Metarhizium
anisopliae LHL07 в условиях солевого стресса сни-
жал содержание АБК в растениях сои более чем в
2 раза по сравнению с неинокулированным кон-
тролем [187]. Однако, эффект этих микроорга-
низмов мог быть связан с влиянием на биосинтез
или функционирование растительной АБК в ре-
зультате лучшей адаптации растений к стрессам
за счет других механизмов. Об этом свидетельству-
ет снижение концентрации АБК в растениях горо-
ха [188] и томата [176], инокулированных штаммом
V. paradoxus 5C-2, который продуцировал ИУК и
АЦК-дезаминазу [111], но не обладал способно-
стью утилизировать АБК [176].

Результаты вышеупомянутых исследований по-
казали, что АБК-утилизирующие ризобактерии
способны влиять на концентрацию АБК in planta и
рост растений (табл. 3). Представляется интерес-
ным изучить биоконтрольный эффект таких бак-
терий в отношении продуцирующих АБК фито-
патогенов и их роль в устойчивости растений к
абиотическим стрессам.

Жасмонаты. Жасмоновая кислота (ЖК) и ее
биологически активные производные, называе-
мые жасмонатами (метилжасмонат, цис-жасмон
и др.), участвуют в процессах роста корней, раз-
вития пыльцы, клубнеобразования, созревания

Таблица 3. Микроорганизмы-деструкторы абсцизовой кислоты

* н.о. – не описано.

Название 
микроорганизма

Происхождение 
штамма Дизайн и методы исследований Основная функция 

микроорганизма
Источ-

ник

Бактерии

Corynebacterium 433-3-2 Почва Периодическое культивирование 
на среде с 14С-АБК, жидкостная и 
тонкослойная хроматография, 
GC-MS анализ

н.о.* [175]

Novosphingobium sp. P6W Ризосфера риса, 
дерново-подзоли-
стая почва, 
Санкт-Петербург

Периодическое культивирование 
на среде с АБК, радиоиммуноана-
лиз с MAC252

Ризосферная бактерия 
деструктор АБК

[176]

Rhodococcus qingshengi 
BNCC203056

н.о. Периодическое культивирование 
на среде с АБК, иммунофермент-
ный анализа (ELISA)

Деструктор АБК [178]

Rhodococcus sp. P1Y Ризосфера риса, 
дерново-подзоли-
стая почва, 
Санкт-Петербург

Периодическое культивирование 
на среде с АБК, радиоиммуноана-
лиз с MAC252

Ризосферная бактерия 
деструктор АБК

[176]

Грибы

Ceratocystis coerulescens 
Bakshi RWD390

Сосна, Колорадо, 
США

Периодическое культивирование 
на среде с 14С-АБК, жидкостная и 
газовая хроматография

Фитопатогенный про-
дуцент АБК

[170]
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плодов, старения, а также в реакциях на различ-
ные абиотические стрессовые факторы и устой-
чивость к патогенам и травоядным организмам
[189]. Важный эффект ЖК заключается в индукции
генов, которые кодируют ферменты биосинтеза
вторичных метаболитов (алкалоидов, фитоалекси-
нов) при биотическом стрессе. Биосинтез ЖК в
растениях подробно изучен и осуществляется из
α-линоленовой кислоты на пути биосинтеза окси-
липинов [189].

Способность синтезировать ЖК и ее предше-
ственник 12-оксо-фитодиеновую кислоту описа-
на у рост-стимулирующих ризобактерий Achromo-
bacter xylosoxidans, Alcaligenes sp. и Bacillus pumilus
[144]. Продуценты ЖК выявлены также среди са-
профитных и фитопатогенных грибов [190]. Одна-
ко, исследований в области микробного катаболиз-
ма ЖК и жасмонатов немного. Гидролитическая
активность по отношению к метилжасмонату была
показана у грибов родов Aspergillus, Penicillium и Ta-
laromyces, а также у бактерий родов Streptomyces и
Mycobacterium [191]. При этом грибы и Streptomyces

henetus гидролизовали в основном [IS, 2S (Z)]-
(+)-изомер, но Mycobacterium phlei преимуще-
ственно гидролизовал [IR, 2R (Z)]-(-)-изомер.
Штамм Aspergillus niger ATCC 9142 при культиви-
ровании на метилжасмонате образовывал ЖК
[191], а A. niger i-400 превращал ЖК через после-
довательные стадии гидроксилирования и дегид-
роксилирования пентенильной боковой цепи
(рис. 1) в транс-изомер (I) [192]. Гидроксилиро-
вание пентенильной боковой цепи ЖК было так-
же описано у фитопатогена Botryodiplodia theobro-
mae [193] и эктомикоризного гриба Pisolithus tinc-
torius [194]. В культуральной жидкости P. tinctorius
обнаружены 7-изо-кукурбиновая (II), 6-эпи-7-
изо-кукурбиновая (III) и кукурбиновая кислоты
(IV) (рис. 1). Такой набор метаболитов может
быть обусловлен гидрированием двойной связи в
енольной форме ЖК. Эти результаты свидетель-
ствуют о способности ассоциированных с расте-
ниями микроорганизмов трансформировать ЖК
и ее производные. Поэтому представляется весь-
ма вероятным влияние этого свойства микроор-
ганизмов на растения. В пользу этой гипотезы
можно привести результаты инокуляции про-
ростков подсолнечника штаммами A. xylosoxidans
или B. pumilus, которая приводила к снижению
концентрации ЖК [145].

*  *

Положительная роль фитогормонов мутуали-
стических бактерий и грибов в стимуляции роста
и повышении устойчивости растений к стрессам
детально освещена в литературе. Обсуждаются
также способность фитопатогенов продуциро-
вать фитогормоны и механизмы участия этого
свойства в патогенезе, основанные на нарушении
гормонального баланса и ослаблении защитных
реакций растения. В то же время накапливается
экспериментальный материал о способности
микроорганизмов деструктировать и(или) транс-
формировать фитогормоны и их предшественни-
ки и утилизировать их в качестве источника пита-
ния. Эти свойства широко распространены в ми-
ре микроорганизмов и обнаружены у почвенных
мутуалистических и фитопатогенных форм бак-
терий и грибов, а также проявляются по отноше-
нию ко всем классам фитогормонов. Наиболее
изученными в этом отношении являются аукси-
ны, СК и предшественник в биосинтезе этилена
АЦК. Несмотря на достигнутый прогресс в иссле-
довании биохимических механизмов микробной
деградации этих веществ, роль данного феномена
в функционировании фитогормонов и регуляции
взаимодействия микробов с растениями требует
более детального изучения с привлечением со-
временных молекулярно-генетических методов.
Интригующими остаются вопросы о том, почему
способностью утилизировать фитогормоны обла-

Рис. 1. Схема микробной трансформации жасмоно-
вой кислоты до транс-жасмоновой кислоты (I)
(штамм Aspergillus niger i-400), 7-изо-кукурбиновой (II),
6-эпи-7-изо-кукурбиновой (III) и кукурбиновой кис-
лот (IV) (штамм Pisolithus tinctorius). Для создания ри-
сунка использованы результаты, полученные в рабо-
тах [192, 194].
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дают как полезные, так и фитопатогенные микро-
организмы и каким образом эти микроорганизмы
используют данное свойство в образовании мутуа-
листических симбиосистем и патосистем. Значение
данных процессов для экологии симбиотических
микроорганизмов и микробных взаимодействий в
основном остается на уровне теоретических пред-
положений и гипотез. Представляется особенно
интересным изучить (1) роль симбиотических мик-
роорганизмов, утилизирующих СК и АБК, в про-
цессах роста и адаптации растений к стрессам,
(2) биоконтрольный эффект АБК-утилизирую-
щих бактерий в отношении продуцирующих АБК
фитопатогенов, (3) роль АЦК-утилизирующих
грибов в патогенезе, (4) значение одновременной
способности утилизировать и продуцировать фи-
тогормоны для микробной модуляции гормональ-
ного статуса растений. Раскрытие механизмов мо-
дуляции концентраций фитогормонов в растениях
симбиотическими и патогенными микроорганиз-
мами поможет дать ответы на многие противоречи-
вые наблюдения о функционировании раститель-
но-микробных систем.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского Фонда Фундаментальных Исследо-
ваний (проект № 20-116-50140). Сырова Д.С. и
Шапошников А.И. внесли одинаковый вклад в
подготовку данного обзора.
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Phytohormones is a group of structurally diverse low-molecular organic substances that regulate all processes
of plant life. It is well known that many microorganisms interacting with plants possess the ability to synthe-
size phytohormones. However, beneficial and pathogenic microorganisms can destroy, transform, utilize as
nutrients and affect concentrations of phytohormones in plants. This review discusses the distribution of
these properties in soil and plant-associated bacteria and fungi, as well as the biochemical pathways of micro-
bial destruction and transformation of the main classes of phytohormones. An analysis of information on the
interaction of microorganisms with plants caused by a modulation in the phytohormone content and the role
of these phenomena in the formation of symbiotic plant-microbial systems is presented.

Keywords: auxins, biocontrol, gibberellins, jasmonates, microbial-plant interactions, catabolism, salicylic acid,
symbiosis, phytohormones, phytopathogens, cytokinins, ethylene
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Способность микроорганизмов в анаэробных условиях осуществлять межвидовой перенос электро-
нов в процессе деградации органических веществ открывает новые возможности управляемого по-
вышения эффективности метаногенного разложения органических отходов. В обзоре представлены
основные принципы воздействия постоянного электрического тока на анаэробную деградацию орга-
нических веществ, параметры процесса, изменение состава микробного сообщества и факторы, влия-
ющие на оптимизацию работы гибридных систем МЭЯ-АР (микробная электролизная ячейка (МЭЯ)-
анаэробный реактор (АР)). Проведен анализ исследований в данной области для последующего
применения электрометаногенеза – новой энергоэффективной технологии анаэробной очистки
сточных вод и переработки органических отходов.

Ключевые слова: анаэробное сбраживание, микробная электролизная ячейка, анаэробный реактор,
система МЭЯ-АР, электроактивные микроорганизмы, электрометаногенез
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Более ста лет назад английский ботаник Пот-
тер (M.C. Potter) показал, что бактерии и дрожжи
при разложении органических веществ могут об-
разовывать небольшое количество электричества.
Однако это открытие не привлекло должного вни-
мания, и последующие исследования по использо-
ванию микроорганизмов в качестве источников
энергии не воспринимались всерьез при рассмот-
рении их возможного практического применения
[1, 2]. В дальнейшем отдельные группы исследова-
телей изучали биоэлектрохимические системы
(БЭС) – устройства, в которых используются мик-
роорганизмы для катализа реакций окисления или
восстановления на электродах с целью разложения
органических веществ. Повышенный интерес к
БЭС возродился только к началу XXI в. благода-
ря осознанию обществом последствий экологи-
ческих проблем, включая необходимость пере-
работки органической составляющей комму-
нальных отходов и, соответственно, разработки
технологий для устойчивого управления окру-
жающей средой и ресурсами нашей планеты. В
настоящее время активно развивается концеп-
ция применения БЭС для очистки сточных вод с
одновременным получением энергии и полез-
ных веществ [2–4].

Открытие восстановления ионов металлов
микроорганизмами и внеклеточного переноса
электронов (ВПЭ, EET – Extracellular Electron
Transfer) положило начало развитию современ-
ной электромикробиологии, изучающей электро-
каталитическую активность электроактивных
микроорганизмов: экзоэлектрогенов (электроге-
нов, электронодоноров) и электротрофов (элек-
троноакцепторов). Первые могут осуществлять
перенос электронов на аноды различных типов
БЭС и производить электрический ток. Экспе-
рименты с чистыми культурами показали, что
многие микроорганизмы: бактерии, дрожжи и
археи – являются экзоэлектрогенами. Электро-
трофы получают электроны с катода и использу-
ют разнообразные концевые акцепторы электро-
нов для клеточного дыхания, включая диоксид
углерода, с образованием метана [5, 3]. Многие
генерирующие энергию биосистемы (бактерии,
археи, митохондрии и хлоропласты) осуществля-
ют перенос электронов через электрические
“проводники” – мембранные системы с раство-
римыми донорами и акцепторами электронов. В
то же время микроорганизмы, способные к ВПЭ,
обладают молекулярными механизмами, обеспе-
чивающими поток электронов с нерастворимыми
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донорами и акцепторами электронов. Способ-
ность микроорганизмов к ВПЭ и взаимодействие
между электроактивными микроорганизмами в
синтрофных ассоцияциях в природе определяют
устойчивость природных систем на Земле [1].

В настоящее время выделяют два типа межви-
дового переноса электронов (МПЭ, IET – Inter-
species Electron Transfer): опосредованный (ОМ-
ПЭ, IIET – Indirect Interspecies Electron Transfer) и
прямой (ПМПЭ, DIET – Direct Interspecies Elec-
tron Transfer), которые лежат в основе синтроф-
ных взаимодействий микроорганизмов в процес-
се анаэробной деградации органических веществ.
Микроорганизмы, участвующие в ПМПЭ, связа-
ны друг с другом через клеточные компоненты,
такие как мембранно-ассоциированные цитохро-
мы или проводящие пили, которые позволяют
проводить обмен электронов без окислительно-
восстановительных медиаторов, характерных для
процесса ОМПЭ. Имеются доказательства осу-
ществления процесса ПМПЭ между экзоэлектро-
генными и электротрофными микроорганизма-
ми в экспериментальных синтрофных культурах,
кокультурах и в анаэробных реакторах (АР, AD –
Anaerobic Digester) [5–8]. Исследования показа-
ли, что большое количество электронодонорных
бактерий и электротрофных метаногенов могут
создавать основанные на ПМПЭ синтрофные
консорциумы в зависимости от условий в АР: тип
субстрата, концентрация и скорость подачи орга-
нических веществ, конфигурация АР и др. [6].
Электропроводящие материалы могут выступать
в качестве замены биологических проводящих
структур и стимулировать ПМПЭ между микро-
организмами в АР [9, 6]. В последние годы в мире
произошел всплеск исследований, посвященных
роли ПМПЭ в процессе анаэробной деградации
органических веществ. Внесение различных форм
электропроводящих материалов: магнетита, гра-
фита, пироугля, гранулированного активирован-
ного угля (ГАУ) и углеродной ткани – стимулирует
ПМПЭ и тем самым повышает производитель-
ность AР [7, 10–12]. На русском языке вышел
первый обзор о механизмах процесса ПМПЭ и
исследованиях о применении электропроводя-
щих материалов в АР с целью ускорения ПМПЭ
для анаэробного разложения органических ве-
ществ синтрофными сообществами микроорга-
низмов [13]. В настоящем обзоре, который явля-
ется продолжением вышеуказанного первого об-
зора, приводятся сведения о стимуляции реакций
ПМПЭ путем приложения внешнего напряжения к
электродам, размещенным в АР, и ускорении про-
цесса электрометаногенеза [14–16].

Интеграция микробной электролизной ячей-
ки (МЭЯ, MEC-Microbial Electrolysis Cell) с ме-
тантенком, обычным АР (МЭЯ-АР), ускоряет про-
цессы ПМПЭ и производства биометана [14, 15,
17–19]. Совмещение МЭЯ и АР в исследованиях и

на практике возможно в двух конфигурациях: элек-
троды встраиваются внутри АР, или АР располага-
ется отдельно и гидравлически связан с внешним
МЭЯ [20]. Такое совмещение помогает компенси-
ровать недостатки МЭЯ и АР и, взаимно дополняя
друг друга, позволяет улучшить конверсию отходов
и производство энергии [21]. Следует отметить,
что система МЭЯ-АР показала свою эффектив-
ность не только на примере синтетических сточ-
ных вод, но и для получения биометана из высо-
коконцентрированных сточных вод, образую-
щихся в различных отраслях промышленности.
МЭЯ могут использоваться для последующего
процесса доочистки стоков, но не заменяют
обычные АР [20].

Электрометаногенез в системе МЭЯ-АР явля-
ется одним из направлений современного био-
электросинтеза и новым подходом к переработке
отходов и получению возобновляемой энергии в
химически стабильном соединении – метане. Та-
кая технология является экологичной, поскольку
осуществляется с фиксацией диоксида углерода.

Микробные электрохимические технологии. При
биологическом разложении органических веществ
в БЭС происходит электрохимическое окисление
на аноде и восстановление на катоде. Биоэлектро-
химические процессы обеспечивают поток элек-
тронов и стимулируют рост определенных микро-
организмов при решении конкретной технологи-
ческой задачи. Например, процесс получения
биоводорода называется “электрогидрогеногенез”.
Таким образом, электрохимия распространяется и
на область биоэлектрохимии [2].

БЭС подразделяются на: (1) микробные топ-
ливные элементы (МТЭ), преобразующие энер-
гию химических связей органических веществ в
электричество с помощью микроорганизмов;
(2) микробные электролизные ячейки (МЭЯ), где
с приложением электрического напряжения про-
исходит производство продуктов с добавленной
стоимостью [22, 23].

Термин “МЭЯ” был предложен для замены ра-
нее применяемых определений “биокатализиро-
ванная электролизная камера” (БЭК, ВЕС – Bio-
Electrochemical Cell) или “биоэлектрохимический
микробный реактор” (БЭМР, BEAMR – Bioelec-
trochemically Assisted Microbial Reactor) при разра-
ботке первых биоэлектрохимических процессов,
когда в анаэробных условиях микроорганизмы об-
разовывали газообразный водород за счет элек-
тролиза органических веществ в противополож-
ность электролизу воды в МТЭ [22, 24, 25]. Вы-
работка электроэнергии в МТЭ происходит с
окислением органического вещества, например,
ацетата, экзоэлектрогенными бактериями на
аноде (EAn = –0.2 В относительно стандартного
водородного электрода, СВЭ) и восстановлением
кислорода на катоде (ECat = 0.2 В), с потенциа-
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лом рабочей ячейки приблизительно 0.4 В и тео-
ретическим потенциалом до 1.1 В при нейтраль-
ном рН 7.0. В МЭЯ на аноде также происходит
окисление органических веществ с высвобожде-
нием электронов и протонов, а затем электроны
переносятся на катод, где объединяются с протона-
ми, образуя газообразный водород (H2). В отличие
от МТЭ, в МЭЯ суммарные реакции на электродах
осуществляются с положительной энергией Гиббса
(ΔG) и, таким образом, для функционирования си-
стемы требуется подача энергии [9, 22, 26]. В одно-
камерной МЭЯ, работающей при атмосферном
давлении при рН 7.0 равновесное напряжение в
ячейке составляет 0.123 В, и при использовании
ацетата в качестве субстрата становится возмож-
ным получение газообразного водорода при всего
1/10 равновесного напряжения 1.23 В для элек-
тролиза воды [27]. Однако, учитывая перенапря-
жение и внутреннее сопротивление, необходима
подача небольшого напряжения (обычно в диапа-
зоне от 0.2 до 1.0 В) для выделения водорода на
катоде. Потребность в энергии для МЭЯ состав-
ляет всего около 0.6 кВт ч м–3, тогда как при элек-
тролизе воды требуется 4.5–5.0 кВт ч м–3 [22].

Из-за слабых токов, получаемых в МТЭ, в на-
стоящее время исследователи чаще выбирают
своим объектом изучения МЭЯ, в которых за счет
приложения небольшой дополнительной внеш-
ней энергии происходит разложение органиче-
ских веществ отходов с образованием ценных
продуктов (например, метана), и эти системы яв-
ляются перспективными для практического при-
менения.

Электрометаногенез. Впервые, согласно лите-
ратурным данным, метан был получен в электро-
химическом устройстве – аналоге МЭЯ в 1999 г.,
когда в процессе на катоде с приложенным по-
тенциалом –1.5 В электрически восстановлен-
ный диазолиновый краситель нейтральный крас-
ный служил в качестве единственного донора
электронов вместо H2 для восстановления CO2 и
получения метана [28]. Термин “электрометано-
генез” в значении образования метана на биока-
тоде МЭЯ был предложен для процесса получе-
ния метана из CO2 в качестве единственного ис-
точника углерода с использованием биокатода.
При оценке влияния различных потенциалов ка-
тода (от –0.6 до –1.2 В относительно Ag/AgCl) на
получение метана из CO2 в однокамерном МЭЯ
образование метана было отмечено только тогда,
когда потенциал катода смещался в более отри-
цательную область –0.7 В относительно Ag/AgCl
(–0.5 В относительно СВЭ), при этом на биока-
тоде доминировал единственный представитель
архей Methanobacterium palustre [29]. Эти отрица-
тельные величины катодного потенциала значи-
тельно отличались от теоретического окисли-
тельно-восстановительного потенциала превра-

щения CO2 в CH4 (–0.24 В относительно СВЭ)
или CO2 в ацетат (–0.29 В относительно СВЭ).
Наблюдаемые различия в катодных окислительно-
восстановительных потенциалах можно отнести к
перенапряжениям (катодной поляризации) [22].

Как и при электрогидрогеногенезе, в МЭЯ
анодные экзоэлектрогенные бактерии окисляют
простые органические кислоты и переносят элек-
троны в среду посредством ВПЭ. Катодный элек-
трометаногенез включает образование метана че-
рез (1) прямое потребление электронов от элек-
трода (прямой электрометаногенез на основе
ПМПЭ и (2) опосредованное водородом или дру-
гими соединениями, такими как формиат, ацетат
или другие медиаторы (опосредованный электро-
метаногенез по принципу ОМПЭ) [14, 30]. Ряд
уравнений описывает биоэлектрохимические
процессы на аноде (1) и катоде (2 и 3) МЭЯ в про-
цессе электрометаногенеза (рис. 1) [16, 22].

(1)

(2)

(3)

Таким образом, теоретически электрометаноге-
нез может происходить с более низким потребле-
нием энергии, чем то, которое требуется для абио-
тического образования H2. Поддержание катодно-
го потенциала более положительным, чем –0.41 В
относительно СВЭ, может способствовать осу-
ществлению метаногенеза посредством ПМПЭ
путем ограничения образования H2. Однако на
практике требуется более отрицательный катод-
ный потенциал (от –0.5 В), чтобы компенсировать
высокое перенапряжение электродов и внутреннее
сопротивление в системе, что в конечном итоге
увеличивает потребление энергии для осуществле-
ния процесса электрометаногенеза [31].

Одна из первых систем МЭЯ-АР представляла
собой cовмещение МЭЯ в однокамерном АР из
нержавеющей стали, который сам служил като-
дом МЭЯ посредством подключения небольшого
напряжения (1.0 В). При функционировании
МЭЯ-АР содержание CH4 в биогазе увеличива-
лось до 98% и скорость удаления органических
веществ, выраженных в ХПК (химическое по-
требление кислорода), повышалась втрое, при
этом выход CH4 увеличился в 2.3 раза, а потребле-
ние углерода повысилось на 56.2%. Углекислота
(CO2) превращалась in situ в CH4, на аноде доми-
нирующими гидрогенотрофными метаногенами
были представители Methanospirillum, потребляв-
шие газообразный водород, генерируемый на

++ → + +
=

–
2 4 2 2 2

0

Анод: C H O 2H O 2CO 8H 8e
–0.28 В относительно СВЭ;E

++ + → +
=

–
2 4 2

0

Катод: CO 8H 8e CH 2H O 
–0.24 В относительно СВЭ;E

+ + →
=

–
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0

2H 2e H  
–0.41 В, относительно СВЭ.E
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Рис. 1. Концептуальная схема различных путей метаногенеза в системе МЭЯ-АР [19, 34].
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внутренней поверхности АР (катода МЭЯ). Об-
щая энергоэффективность МЭЯ-АР составила
66.7% [32].

МЭЯ – многообещающая технология для
улучшения производства биогаза при анаэроб-
ной переработке органических отходов. Био-
электрохимическое производство метана из воз-
обновляемых источников в настоящее время
считается основным перспективным примене-
нием электрометаногенеза [14]. В табл. 1 приве-
дены технологические параметры MЭЯ-АР, пере-
рабатывающих различные органические отходы.
Эффективность процесса продемонстрирована на

основании показателей снижения ХПК и увеличе-
ния выхода метана. В сравнении с АР в MЭЯ-АР
процесс анаэробного метаногенного разложе-
ния органических веществ ускоряется за счет
стимулирования электрометаногенеза наряду с
обычными путями метаногенеза [16]. Оптимиза-
ция конструкций метанпроизводящих МЭЯ мо-
жет способствовать коммерциализации техноло-
гии, при этом МЭЯ являются не конкурентной,
но дополняющей технологией для AР. Электро-
метаногенез имеет неоспоримые преимущества
перед электрогидрогеногенезом, так как нет
строгих требований к хранению метана в отличие
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от водорода, не требуется дорогостоящая платина
для материала катода, как для получения водоро-
да биоэлектрохимическим путем, и нет необходи-
мости прилагать усилия по подавлению метано-
генеза в системе, как при получении водорода
[22, 33]. Последние исследования показали, что
применение МЭЯ-АР может ускорить деграда-
цию субстрата, включая трудноразлагаемые со-
единения, и обеспечить стабильность процесса
по сравнению с традиционными АР. Важным по-
казателем эффективности МЭЯ-АР относительно
АР является изменение микробного сообщества АР
вследствие активного роста электроактивных мик-
роорганизмов с образованием метана преимуще-
ственно по гидрогенотрофному пути, что приводит
к увеличению производства биогаза с повышен-
ным содержанием метана [18, 19, 34, 35].

Микробное сообщество МЭЯ-АР. Исследова-
ние процессов, происходящих в микробных (бак-
терии и археи) сообществах при приложении раз-
ницы потенциалов к системе имеют важное зна-
чение для контроля и управления процессом. В
настоящее время активно изучается микробный
состав биопленок электродов и свободноплаваю-
щей биомассы, состоящей из планктонных или
агрегированных микроорганизмов в жидкой сре-
де между поляризованными биоэлектродами в
МЭЯ-АР. Электрохимическое воздействие сти-
мулирует микробный метаболизм и скорость ро-
ста микроорганизмов, а также влияет на измене-
ние состава сообщества бактерий/архей в сме-
шанных консорциумах микроорганизмов [36, 37].

ПМПЭ между экзоэлектрогенными окислите-
лями летучих жирных кислот (ЛЖК) и электро-
трофными метаногенами играет важную роль в
поддержании сбалансированного общего про-
цесса анаэробного разложения. К настоящему
времени можно определенно утверждать, что
электропроводящие материалы и поданное в АР
внешнее электрическое напряжение стимулиру-
ют процессы метаболизма органических веществ
и выход биогаза по механизму ПМПЭ [11, 12, 15].

Процесс электрометаногенеза осуществляют
комплексные синтрофные сообщества микроор-
ганизмов МЭЯ-АР, входящие в состав биопленок
электродов и планктонной биомассы и состоя-
щие из экзоэлектрогенных бактерий, гидролити-
ков, бродильщиков и электротрофных метаноге-
нов [19, 38, 39]. Взаимодействие между электро-
активными/кислотогенными/гидролитическими
бактериями и метаногенными археями в МЭЯ-АР
описывается термином “электросинтрофия” как и
для процессов взаимодействия микроорганиз-
мов в присутствии электропроводящих материа-
лов [14]. Различные микроорганизмы развиваются
на аноде, катоде или в жидкой среде, поэтому важ-
но охарактеризовать как прикрепленное, так и
планктонное сообщество, чтобы понять функцио-

нальные роли микроорганизмов, а также их взаи-
модействие в процессе электрометаногенеза. Зна-
ние того, как производительность МЭЯ-АР соот-
носится с изменениями в популяциях бактерий и
архей при электрическом воздействии, какие
консорциумы микроорганизмов и их метаболи-
ческие свойства будут влиять на производитель-
ность системы – помогут оптимизировать энер-
гоэффективность МЭЯ-АР [14, 40].

Состав микробного сообщества биопленок
анода и катода МЭЯ, а также взвешенной био-
массы в АР изменяется при приложении напря-
жения к системе МЭЯ-АР [19, 20, 37]. В табл. 2
обобщены сведения о доминирующих представи-
телях микробного сообщества биопленок элек-
тродов и взвешенной биомассы в МЭЯ-АР, пере-
рабатывающих различные органические субстра-
ты: ацетат, другие ЛЖК, глюкозу, этанол, фенол,
пищевые отходы, анаэробный ил. Сопоставление
применяемых субстратов в МЭЯ-АР и обычном
АР выявляет общую закономерность: чем слож-
нее субстрат, тем более разнообразные микроор-
ганизмы представлены в биопленках электродов
и планктонной биомассе [15]. В бактериальных со-
обществах анода и взвешенной биомассы домини-
руют экзоэлектрогенные бактерии, гидролитики и
бродильщики. Состав сообществ микроорганиз-
мов, растущих в электроактивных биопленках на
электродах, отличается от структуры исходного
инокулята. Заметные различия в составе сообществ
можно было наблюдать при сравнении анодов и ка-
тодов. Также на увеличение разнообразия микроб-
ных популяций в МЭЯ значительное влияние ока-
зывают применяемые материалы электродов [40].

ВПЭ возникает как на аноде (электрод/металл
восстанавливается), так и на катоде (электрод/ме-
талл окисляется). Электроактивность наблюдается
у грамположительных и грамотрицательных бакте-
рий, архей, микроскопических грибов, как иммо-
билизованных в электрогенные биопленки, так и у
планктонных микроорганизмов [3, 8]. Микроорга-
низмы переносят электроны на анод различными
способами: путем прямого контакта цитохромов
внешней мембраны с поверхностью клетки; через
флавины, которые способны передавать электро-
ны между клеткой и анодом; через проводящие
пили (нанопровода), которые могут обеспечить
перенос электронов на большие расстояния [3, 7].
Некоторые экзоэлектрогенные бактерии могут иг-
рать двойную роль и осуществлять процессы, как
брожения, так и ВПЭ к электродам. Однако боль-
шинство электронодоноров находятся в синтроф-
ных ассоциациях с гидролитиками, бродильщика-
ми, гомоацетогенами, способность которых к ВПЭ
окончательно не доказана [6]. В системах МЭЯ-АР
анодные экзоэлектрогенные бактерии имеют пре-
имущество перед медленно растущими ацетокла-
стическими метаногенами при использовании
ацетата в качестве субстрата, а образующиеся
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электроны через катодное электрохимическое
восстановление протонов переносятся на H2 [16].
Наиболее изученными и часто встречающимися
экзоэлектрогенами являются представители фи-
лума Proteobacteria класса Geobacteriaceae рода Geo-
bacter, которые доминировали в анодных биоплен-
ках, а также присутствовали в суспензии и в
биопленках катода [37, 40, 41]. Виды Geobacter
способны непосредственно передавать электро-
ны электротрофным бактериям и метаногенам
через ПМПЭ [7]. На аноде, как правило, домини-
руют представители филума Firmicutes (классы
Clostridia и Negativicutes) и представлены филумы
Bacteroidetes (класс Bacteroidia), которые составля-
ют более 70% бактерий на аноде. Кроме того, экзо-
электрогенная бактерия Syntrophaceticus schinkii
класс Clostridia была типичным обитателем анода
[42]. В анодных биопленках количество предста-
вителей филума Proteobacteria (классы Geobacteri-
aceae и Rhodocyclaceae) увеличивалось до 52.44% с
приложенным напряжением 0.8 В и снижалось до
18.82% после снятия напряжения [37]. Приложе-
ние напряжения 1.0 В ускоряло рост бактерий ро-
дов Ruminococcus и Veillonellaceae и уменьшало рост
бактерий родов Clostridium и Thermoanaerobacterium,
что приводило к накоплению пропионата и этано-
ла и снижению концентрации бутирата. При этом
в системе наблюдали накопление ацетата, что не
нашло однозначного объяснения [43]. В катодных
биопленках в большинстве исследований преиму-
щественно доминировали гидрогенотрофные ме-
таногены (Methanobacterium, Methanospirillum и др.),
что можно объяснить образованием на катоде H2
(уравнение 3), устойчивостью этих архей по срав-
нению с ацетокластическими метаногенами к ко-
лебаниям рН и к ингибированию аммиаком, выде-
ляемым при разложении богатых белком отходов
[19, 44]. При характеристике биопленок на поверх-
ности катода выделяли внутренние и внешние
слои, при этом между этими слоями не было обна-
ружено существенных различий. В контрольном
АР преобладали метаногенные археи рода Metha-
nobrevibacter и Methanosarcina, а на катоде МЭЯ-АР
при приложенном напряжении 0.8 В – Methano-
bacterium, Methanobrevibacter и представители рода
Methanobacteriaceae [45].

Метаногенные археи ответственны за заключи-
тельную стадию анаэробного разложения – произ-
водство метана. Метан, основной продукт метано-
генеза, образуется: (1) автотрофно из водорода и
СО2 гидрогенотрофными метаногенами, из всех
известных семейств: Methanoculleus и Methanolin-
eales, Methanosarcinales и др., за исключением Meth-
anomassiliicoccales; (2) метилотрофно из С1 соедине-
ний – метанола, формиата, метиламинов: Methano-
sarcinales и другие метилотрофные метаногены
Methanomassiliicoccales, Methanobacteriales; (3) пу-
тем разложения ацетата ацетокластическими ме-
таногенами порядка Methanosarcinales [46], пред-

ставители которого содержат цитохром и могут
использовать не только ацетат, но и метанол, ме-
тиламины и H2/CO2 в качестве субстратов [37].
Образование метана в классических АР происхо-
дит главным образом из ацетата (70% – ацетокла-
стический путь), и в меньшем количестве из газо-
образного водорода – гидрогенотрофный путь
[47]. Напротив, в МЭЯ-АР преобладает гидроге-
нотрофный путь метаногенеза, поскольку гидро-
генотрофные метаногены могут использовать об-
разуемый на катоде водород для преобразования
CO2 в CH4 [29, 48].

Ацетат также может быть превращен в метан
при участии синтрофных ацетатокисляющих бак-
терий (САОБ, SAOB – syntrophic acetate-oxidizing
bacteria), для которых данная реакция сама по се-
бе термодинамически невозможна, и она проис-
ходит при условии немедленного потребления
гидрогенотрофными метаногенами в качестве до-
нора электронов водорода, который образуется
при окислении ацетата. Однако независимо от
типа метаногенных реакций все пути в конечном
итоге приводят к процессу, в котором кофермент
M (CoM) превращает метильную группу в метил
CoM (Me-CoM) для получения CH4. Таким обра-
зом, CoM играет решающую роль в общем про-
цессе метаногенеза, а, следовательно, его можно
использовать в качестве маркера контроля полу-
чения метана [34]. При анализе образцов биомас-
сы на катоде было количественно определено
больше копий архейного гена mcrA, кодирующего
фермент для катализа терминальной стадии мета-
ногенеза метил-коэнзим М редуктазу (methyl-co-
enzyme M reductase – MCR), чем в планктонной
биомассе, что подтвердило ускорение роста гид-
рогенотрофных метаногенов на катоде и, воз-
можно, преимущественное образование метана
по гидрогенотрофному пути в системе МЭЯ-АР
при 0.8 В с ацетатом (1.5 г/л) в качестве субстрата.
Соответственно, была отмечена положительная
корреляция между образованием CH4 и обилием
копий генов mcrA в биопленках [37].

Одна из стратегий быстрого запуска МЭЯ-АР
заключается в предварительном подборе подхо-
дящего микробного сообщества и использования
его в качестве инокулята [49]. Суспензия микро-
организмов из МТЭ, соскоб биопленки анода,
болотный ил и ил из других источников, содержа-
щих экзоэлектрогенные бактерии, обычно приме-
няются в качестве инокулята в МЭЯ для очистки
сточных вод (табл. 2) [50]. Обогащeнное опреде-
ленными электроактивными микроорганизмами
сообщество МЭЯ-АР может служить в качестве
инокулята для успешного запуска МЭЯ-АР. На-
пример, было показано, что в результате предвари-
тельного экспонирования сообщества микроор-
ганизмов к электропроводящим материалам, в
частности, в среде с ГАУ, последующее примене-
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ние такого инокулята в МЭЯ-АР вызвало поло-
жительный эффект [51]. Инокулят из природного
болотного ила с большим количеством гидроге-
нотрофных метаногенов показал более высокое
производство метана в МЭЯ, чем анаэробный ил
из АР, содержащий, главным образом, ацетокла-
стические метаногены [52]. Исследование мик-
робного состава биопленок биокатодов в АР,
инокулированных различными культурами ак-
тивного ила (гидрогенотрофными метаногенами,
ацетогенами, сульфатредукторами, денитрифи-
каторами и ацетокластическими метаногенами)
продемонстрировало, что в зависимости от при-
сутствия в среде различных донора и акцептора
электронов сформировались различающиеся мик-
робные сообщества. Примечательно, что предста-
вители рода Methanobacterium появились на всех
биокатодах с первоначально разными инокулята-
ми, тем самым было подтверждено, что это ключе-
вой микроорганизм, участвующий в реакциях,
протекающих на биокатоде (уравнения 2, 3) [49].
Встраивание электродов в реактор анаэробного
ила с восходящим потоком жидкости (АИВП,
UASB – Upflow Anaerobic Sludge Blanket) может
компенсировать низкое содержание метаногенов
при запуске этих реакторов [48].

Процесс ПМПЭ играет важную роль в анаэроб-
ном разложении органических веществ, а скорость
этого процесса в синтрофных консорциумах мик-
роорганизмов увеличивается при электрическом
воздействии на систему. Однако влияние процесса
ПМПЭ на микробное разнообразие не является
однозначным, поскольку некоторые исследования
подтвердили снижение разнообразия в результате
стимуляции ПМПЭ, а в других, наоборот, отме-
чалось увеличение микробного разнообразия при
стимулировании этого процесса [15].

Для МЭЯ-АР с субстратом в виде простых
ЛЖК электроактивные представители рода Geo-
bacter являются одними из доминирующих мик-
роорганизмов [18, 53]. Они были представлены и
в анодной и катодной биопленках, а также в
планктонной биомассе при росте на ацетате в
МЭЯ c внешним напряжением 0.8 В [37]. Рост эк-
зоэлектрогенных бактерий, особенно видов Geo-
bacter, ускоряется в МЭЯ-АР, что приводит к
улучшению разложения субстратов [54]. Такое
увеличение количества Geobacter в МЭЯ-АР сов-
падает с фактическими данными в ходе исследо-
ваний ПМПЭ в анаэробных реакторах, где также
были обнаружены представители Geobacter и ме-
таногенных архей Methanosaeta на поверхности
ГАУ и других проводящих материалов, и, соот-
ветственно, отмечалось увеличение производства
метана [51, 55]. Для двух модельных организмов
Shewanella oneidensis и Geobacter sulfurreducens изу-
чали молекулярные механизмы способности эк-
зоэлектрогенов к ВПЭ благодаря наличию боль-
шого количества мультигемных цитохромов c-ти-

па (MH-cytCs), которые обеспечивают транспорт
электронов от внутренней мембраны к внешней.
Метатранскриптомный анализ и реконструкция
метаболического пути показали, что доминиру-
ющие микроорганизмы Geobacteriaceae регули-
ровали ВПЭ и метаболические пути в ответ на
изменения поверхностного окислительно-вос-
становительного потенциала и источника угле-
рода. Представители Geobacter способны непо-
средственно передавать электроны электротроф-
ным метаногенам в реакторе АИВП посредством
ПМПЭ [6, 19]. Использование сложных субстратов
(например, осадок сточных вод, глюкоза и т.д.) при-
водило к более разнообразному сообществу с более
высоким содержанием различных гидролитиче-
ских/кислотогенных бактериальных видов, таких
как анаэробные грамм-положительные Bifidobac-
terium (филум Actinobacteria) и Levilinea (филум
Chloroflexi) [19].

Секвенирование гена mcrA показало, что элек-
трическое воздействие 0.8 В в МЭЯ-АР вызывало
смену доминирующих в биопленке на катоде архей
с ацетокластических (в основном Methanosarcina
mazei LYC) на гидрогенотрофные метаногены (в ос-
новном алкалофильные Methanobacterium alcaliphi-
lum). Доля Methanobacterium alcaliphilum на аноде, в
среде и на катоде составляла 37.63, 71.03 и 41.10%
соответственно, а снятие внешнего потенциала
приводило к снижению численности этих архей. В
целом, приложенное внешнее напряжение не толь-
ко влияло на увеличение количества и разнообра-
зия микроорганизмов, включая экзоэлектрогенов
(Geobacteriaceae, Clostridiaceae) и метаногенов, но
также изменяло состав бактериального и архейного
сообщества. При подаче электрического напряже-
ния можно было проследить методом тепловых
карт заметное увеличение в биопленках анода Geo-
bacteriaceae, а на катоде базофильных клостридий
рода Alkaliphilus и гидрогенотрофных архей Metha-
nobacterium alcaliphilum. При прекращении подачи
электричества численность этих микроорганизмов
в МЭЯ-АР снижалась, следовательно состав мик-
робного сообщества определяется электрическим
воздействием на МЭЯ-АР [37].

По сравнению с контрольным АР в реакторе
МЭЯ-АР с пропионатом в качестве единственно-
го источника углерода количество анаэробных
синтрофных пропионат-окисляющих бактерий
рода Smithella (филум Proteobacteria) увеличива-
лось c 2 до 9% и возросла численность Geobacter
sulfurreducens. Bifidobacterium и Clostridium (филум
Firmicutes), разлагающие сложные органические
отходы до H2 и ацетата, имели более высокую отно-
сительную численность 38.2 и 21.1% соответствен-
но в МЭЯ-АР, по сравнению с АР – 13.7 и 13.2%
соответственно [56]. В свободноплавающей био-
массе в большинстве случаев преобладали раз-
личные гидролитические/кислотогенные бакте-
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рии, такие как Bifidobacterium, Cloacamonas и Pseu-
domonas [18].

Знание того, как производительность MЭЯ со-
относится с изменениями в популяциях бактерий
и связанными с ними метаболически процесса-
ми, а особенно стадией ацетогенеза, важно для
создания благоприятных условий в системе. В
консорциумах микроорганизмов бактерии высту-
пают в качестве биокатализаторов и обеспечива-
ют энергоэффективность систем МЭЯ, поставляя
субстраты метаногенным археям для образования
метана. С одной стороны, бактерии могут участво-
вать в образовании водорода и/или убирать ток-
сичный кислород из системы, с другой стороны,
они могут негативно влиять на систему, синтезируя
нежелательные продукты, например, ацетат.

Гомоацетогены, которые используют CO2/H2
для образования ацетата, часто обнаруживаются в
МЭЯ [57]. Синтрофный ацетогенез часто рас-
сматривался как узкое место, которое в значи-
тельной степени регулирует всю скорость анаэ-
робного процесса [15]. Acetobacterium spp. и Ace-
toanaerobium spp. были обнаружены на слоистом
катоде мембранного МЭЯ-АР, где ацетогенез и
метаногенез происходили одновременно, и в этих
процессах потреблялся водород, образуемый на
катоде (уравнение 3) [40]. Автотрофные ацетатоб-
разующие бактерии потенциально могут снизить
энергетическую эффективность системы, по-
скольку ацетат, образуемый гомоацетогенными
бактериями, растущими на катоде, может вызы-
вать сбои в работе МЭЯ-АР и увеличение ХПК в
эффлюенте МЭЯ-АР [40]. Роль синтрофных аце-
тогенов в МПЭ изучается также и для ускорения
анаэробной деградации органических веществ.
Важными являются исследования параметров
роста и роли ОМПЭ и ПМПЭ. Для ускорения
ОМПЭ требуется поддержание низкого парци-
ального давления водорода, а ПМПЭ может сти-
мулироваться как внесением электропроводящих
материалов, так и электрическим воздействием на
систему [15]. Было показано, что ацетогенез доми-
нировал при более низких потенциалах, а метано-
генез – при более высоких, поэтому поддержание
достаточно высоких значений катодных потенциа-
лов является перспективным способом контроля
ацетогенеза. Это позволило бы получать достаточ-
ное количество водорода и метана, а также ингиби-
ровать нежелательную активность ацетогенных
микроорганизмов. Преимущественное развитие
гидрогенотрофных архей рода Methanobacterium в
среде с ацетатом показало возможное использова-
ние ацетата в большей степени экзоэлектрогенны-
ми бактериями, чем ацетокластическими метано-
генами. Присутствие гомоацетогенов незначи-
тельно и их неблагоприятное воздействие на
энергоэффективность МЭЯ-АР не велико, по-
скольку термодинамически производство ацетата

является более энергозатратным, чем образова-
ние метана гидрогенотрофным путем [40].

В МЭЯ-АР, перерабатывающем подвергнутый
предварительному щелочному гидролизу актив-
ный ил, преимущественно развивались предста-
вители семейства Geobacteraceae и продуцирую-
щие водород бактерии рода Petrimonas (филум
Bacteroidetes). Представители архей рода Methano-
corpusculum, образующие метан из CO2 и H2, были
доминирующими в сообществе (96.01%). Присут-
ствие большого количества бактерий рода Petri-
monas, известных как активные продуценты водо-
рода, и архей рода Methanocorpusculum указывало
на наличие гидрогенотрофного пути метаногене-
за в МЭЯ-АР [58]. Состав микробного сообще-
ства в МЭЯ-АР менялся при электрическом воз-
действии относительно контрольного АР. Так,
Methanobacterium beijingense и Methanobacterium
petrolearium были доминирующими видами гид-
рогенотрофных архей в контрольном АР, в то
время как в МЭЯ-АР преобладали Methanosarcina
thermophila и Methanobacterium formicicum, при этом
в МЭЯ-АР выход метана увеличивался на 70%.
Следует отметить, что представители рода Metha-
nosarcina являются уникальными метаногенами,
способными переключаться между ацетокласти-
ческим и гидрогенотрофным метаногенезом. Су-
щественных различий в доминирующих бактери-
альных видах в АР и МЭЯ-АР не наблюдалось. В
обоих реакторах бактерии класса Clostridia были
представлены в большем количестве, чем класса
Bacteroidia. По сравнению с контрольным АР,
МЭЯ-АР демонстрировал увеличение общей по-
пуляции бактерий на 40%, лучшее разложение
органических веществ до ЛЖК. Также, наблюда-
лось изменение состава метаногенных архей и
увеличение производства метана [39].

Метагеномный и метатранскриптомный анали-
зы используются для выяснения биологических
механизмов передачи электронов от электрода к
клетке и межклеточного переноса электронов.
Анализ катодной биопленки показал наличие по-
пуляции архей преимущественно рода Methanobac-
terium (>70% видов) в активном состоянии. Эта ар-
хея являлась основным производителем метана в
двухкамерном МЭЯ при приложенном напряже-
нии 1 В. С целью изучения предполагаемых меха-
низмов передачи электронов и обнаружения участ-
вующих в этом процессе ферментов Methanobacte-
rium, определяли кратковременные изменения
уровней экспрессии шести генов ehaB, ehbL, mvhA,
hdrA, frhA и hypD, кодирующих белки: [NiFe]-гид-
рогеназ (Eha, Ehb и Mvh), гетеродисульфидредук-
тазы (Hdr), кофермент F420 восстанавливающей
[NiFe] -гидрогеназы (Frh), а также белка созрева-
ния гидрогеназы (HypD). Наблюдалось небольшое
увеличение относительной экспрессии четырех из
этих генов (ehaB, ehbL hdrA и hypD) при воздей-
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ствии электричества. Для того, чтобы подтвердить
наблюдаемую тенденцию и включить в исследова-
ние другие белки: ферредоксины или белки пили,
вероятно, участвующие в электрометаногенезе в
Methanobacterium, необходимо проведение допол-
нительных исследований [59].

Полученные данные о влиянии электрическо-
го воздействия на микробное сообщество МЭЯ-
АР являются важными для понимания и приме-
нения электрометаногенеза при очистке сточных
вод. На аноде происходит рост представителей
семейства Geobacteraceae, на катоде развиваются
гидрогенотрофные метаногены. Для ускорения
анаэробного разложения органических веществ и
увеличения производства метана также большое
значение имеют планктонные микроорганизмы.

Предварительная электрическая обработка суб-
страта перед анаэробным сбраживанием. Анаэроб-
ное разложение органических веществ метано-
генным сообществом бактерий и архей проходит
несколько стадий: гидролиз – разложение слож-
ных полимерных субстратов на более простые;
кислотогенез (брожение) – сбраживание моно-
меров до ЛЖК, а также спиртов метанола и этано-
ла; ацетогенез – разложение ЛЖК, спиртов и не-
которых других соединений, образовавшихся на
предыдущих этапах, до H2, CO2 и ацетата, включая
также деградацию ацетата; метаногенез – образо-
вание биогаза, состоящего в основном из метана
и углекислого газа, а также небольшого количе-
ства водорода и других примесей [13].

Направление реакций в анаэробном сообще-
стве меняется в зависимости от преобладающих
концентраций субстратов и продуктов в среде, и
кинетика самой медленной стадии обычно опреде-
ляет общую кинетику процесса [60]. Микробиоло-
гия анаэробной деградации сложная в связи с уча-
стием нескольких групп микроорганизмов, каждая
из которых имеет собственные оптимальные усло-
вия роста. Эти группы чувствительны к потенци-
ально ингибирующим параметрам процесса, таким
как pH, щелочность, концентрация свободного ам-
миака, водорода, натрия, калия, тяжелых металлов,
ЛЖК и других. Основными факторами, ограничи-
вающими более широкое применение анаэроб-
ного сбраживания, являются низкие скорости
превращения отходов в метан, невысокая эффек-
тивность (50–70% теоретического выхода метана
для обычных анаэробных реакторов), восприим-
чивость к токсичным соединениям и высоким
нагрузкам по органическому веществу [12, 13].
Гидролиз комплексного субстрата, состоящего из
твердых органических частиц, признан одной из
основных лимитирующих стадий анаэробного
процесса. С целью ускорения анаэробного разло-
жения и увеличения производства биогаза следу-
ет использовать различные предварительные ме-
ханические, тепловые, химические и биологиче-

ские методы обработки субстрата для обеспечения
его последующей биодеградации [19, 38].

Предварительная электрическая обработка
сложного сырья используется для улучшения его
дальнейшего анаэробного разложения. Напри-
мер, применение импульсного электрического
поля для предобработки разных типов биомассы
(свиной навоз, ОСВ, избыточный активный ил)
показало хорошие результаты, поскольку в среду
высвобождалось больше внеклеточных полимер-
ных веществ, субстрат становился менее вязким и
скорость его деградации увеличивалась. Предва-
рительный электрический гидролиз (электрофо-
рез, электроосмоc и омический нагрев) отходов
лигноцеллюлозы в шламе целлюлозно-бумажно-
го комбината приводил к увеличению производ-
ства метана на 13%, поскольку происходил распад
частиц лигноцеллюлозы с высвобождением по-
лимеров в среду [61]. Приложение более высоких
напряжений 0.9, 1.2 и 1.5 В ускоряло процесс гид-
ролиза комплексных органических веществ анаэ-
робного ила с накоплением ЛЖК и приводило к
подкислению среды. Возможно, это связано с
возникновением микроаэробных условий вслед-
ствие электролиза воды с выделением водорода
на катоде и кислорода на аноде при 1.2 и 1.5 В.
При небольших напряжениях 0.3 и 0.6 В ЛЖК
также образовывались, но в меньших количествах
и быстрее потреблялись [38].

При обработке в аппарате вихревого слоя, в
котором осуществляется комплексное воздей-
ствие на субстрат, в том числе электромагнитным
полем, было показано последующее повышение
эффективности метанового сбраживания мо-
дельных органических отходов [62], ОСВ [63], ор-
ганической фракции твердых коммунальных от-
ходов (ОФ-ТКО) [64], эффлюента метантенка
при его рециркуляции [65].

Полученные экспериментальные данные о по-
ложительном влиянии электрической обработки
субстратов открывают новые возможности для
применения подобной экологически чистой и эф-
фективной предобработки отходов для последую-
щего ускорения анаэробной биодеградации.

Влияние рабочих параметров на эффективность
МЭЯ-АР. Величина приложенного к системе элек-
трического напряжения. Оптимизация величины
подаваемой внешней электрической энергии пу-
тем приложения разности потенциалов к систе-
ме и генерации электрического тока играет клю-
чевую роль в формировании продукта (CH4) и
снижения ХПК [16]. Изменение внешнего на-
пряжения МЭЯ может также косвенно влиять на
pH из-за абиотических реакций на поверхности
электрода [66].

Изучение электрометаногенеза в основном
проводили при прикладываемом напряжении к
МЭЯ-АР в диапазоне 0.3–1.5 В. Однако на осно-
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вании полученных данных оптимальное значение
приложенного напряжения для максимальной
производительности процесса электрометаноге-
неза не является однозначной величиной, и диа-
пазон колебаний оптимальных значений состав-
ляет от 0.1 до 1.0 В [19].

Хотя минимальный электрический потенциал
на катоде для образования метана составляет –
0.24 В, в большинстве работ используют более от-
рицательный потенциал катода [26]. Анализ воз-
действия различных подаваемых в систему на-
пряжений на производство CH4 из различных ор-
ганических отходов показывает, что небольшой
(–0.3–1.8 В относительно СВЭ) электрический
потенциал приводил к значительным увеличе-
ниям выхода CH4 (20–1360%), при этом опти-
мальный диапазон может быть –0.3–1.4 В или
‒0.2–0.8 В относительно СВЭ. Для разложения
глюкозы и активного ила, используя диапазоны
‒0.5–1.5 В и –0.6–1.2 В относительно СВЭ, экс-
периментально установлено, что оптимальными
были –1.0 и –0.8 В, соответственно. Показано,
что напряжение до 2 В, поданное в систему, мо-
жет увеличить как общий выход метана, так и его
содержание в биогазе, несмотря на повышенный
риск сбоя из-за электролиза и повреждения кле-
ток микроорганизмов [15]. В МЭЯ-АР скорость
образования метана при 55°С с ацетатом в качестве
субстрата (0.8 г/л) зависела от прикладываемого к
углеродным электродам электрического потенциа-
ла и увеличивалась в 13 раз с 1347 ммоль л–1 сут–1 до
максимума 17 653 ммоль л–1 сут–1 при изменении
напряжения в системе с 0.4 до 0.8 В [50].

При исследовании влияния величины прило-
женного напряжения (0.5; 0.7; 1.0 и 1.5 В) на био-
электрохимическую продукцию метана при при-
ложенном напряжении 1.0 В были получены са-
мые высокие выходы метана из глюкозы равные
408.3 мл CH4/г ХПК, что было на 30.3% выше, чем
в контроле (313.4 мл CH4/г ХПК), при этом также
наблюдалось ускорение процесса гидролиза при
применении МЭЯ по сравнению с АР [67]. Экс-
периментальные результаты работы лаборатор-
ных реакторов на синтетической сточной воде с
углеродной тканью в качестве катода и анода при
приложенных напряжениях 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0 В
показали, что эффективность удаления ХПК (2–
3 г/л) и выход метана увеличивались при увеличе-
нии напряжения до диапазона 0.8–1.0 В, а при бо-
лее высоком напряжении эффективность работы
МЭЯ снижалась. При 1 В эффективность сниже-
ния ХПК была больше на 5%, чем при 0.8, но авто-
ры с учетом экономической составляющей предло-
жили считать 0.8 В оптимальным напряжением для
очистки сточных вод с применением МЭЯ [68].

При проверке влияния низкого напряжения
(0.05–0.2 В) как более экономичного для ускоре-
ния процесса анаэробного разложения, наилуч-

шие результаты были получены при напряжении
0.10 В, при этом удаление ХПК (5.8 г/л) c ЛЖК в
качестве субстрата увеличивалось на 16.72% в
первые 6 ч, а общее выделение CH4 увеличилось
на 23.39%. Средний выход метана в МЭЯ-АР был
на 15.69% выше, чем в контрольном АР [69].

Скорости разложения ацетата и бутирата были
значительно увеличены в МЭЯ с биоанодом из
графита при напряжении 0.5 В, по сравнению с
АР без электрического воздействия [41].

По сравнению с контролем, производство ме-
тана из ОСВ в МЭЯ с железографитовым элек-
тродом при приложенном напряжении 0.3 В уве-
личивалось на 22.4%. Однако при возрастании
напряжения до 0.6 В производство метана умень-
шалось и на катоде наблюдалось образование во-
дорода. При более высоком напряжении 0.6 В
чрезмерное абиогенное образование из Н+ водо-
рода на катоде (уравнение 3) приводило к подще-
лачиванию среды до значений рН 9.1, что ингиби-
ровало метаногенез [70]. Также были получены
данные об отсутствии влияния напряжения в этих
пределах на снижение ХПК или увеличение про-
изводства метана, следовательно, важно устано-
вить верхний предел напряжения и подобрать оп-
тимальные значения напряжения с учетом энер-
гоэффективности процесса [18, 71].

При приложенном напряжении 0.3 В наблю-
далась быстрая стабилизация метаногенеза от за-
пуска до достижения стационарного режима без
снижения pH или накопления ЛЖК, а также уве-
личение скорости производства метана из высо-
коконцентрированных пищевых отходов. Однако
выход CH4 было одинаковым для МЭЯ-АР и кон-
трольного реактора [72]. Отмечено, что разные
напряжения влияют на разные стадии анаэробно-
го разложения, например, 1.2–1.5 В ускоряют ста-
дию гидролиза, а 0.3–0.6 В – стадию брожения
[38]. В отдельных исследованиях скорость удале-
ния ХПК и образования метана не отличались
при двух разных приложенных напряжениях для
ацетата и глюкозы в качестве субстрата, напри-
мер, 0.4 и 1.0 В при разложении ацетата, а для
глюкозы в экспериментах с 0.3 и 0.6 В, а также 0.5
и 0.8 В [18, 32].

Показано, что выход метана при разложении
глюкозы или ЛЖК зависел от количества анаэ-
робных планктонных микроорганизмов в жидкой
среде, а не на поверхности биоэлектрода при при-
ложенном напряжении 0.5 В. В результате элек-
трического воздействия возросло количество
электроактивных анаэробных планктонных мик-
роорганизмов в жидкой среде. В отсутствии
планктонной биомассы в МЭЯ-АР скорость и вы-
ход метана из поляризованного биоэлектрода
снижались, в то время как производство водорода
увеличивалось. Таким образом, было показано,
что электроактивные планктонные микроорга-
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низмы вносят значительный вклад в производ-
ство метана в АР с поляризованными электрода-
ми [73]. В ряде исследований подтверждена важ-
ная роль планктонных микроорганизмов, когда
при воздействии приложенного напряжения про-
исходило изменение состава консорциума микро-
организмов и увеличение метаболической актив-
ности. Эффективный вклад в повышение ПМПЭ,
по-видимому, больше связан с планктонными
микроорганизмами в среде, чем с биопленкой на
электродах, так как в нескольких исследованиях
количество CH4, выделяемого на электродах,
было значительно меньше, чем из жидкой среды
[15, 42, 74].

В работах [35, 75–77] проводили изучение си-
стемы МЕЯ-АР при более высоких напряжениях,
чем традиционно применяемые в МЕЯ. При по-
даче внешнего напряжения 0.6–1.8 В в МЕЯ-АР
для получения метана из ОСВ, предварительно
подвергнутых термощелочному гидролизу, при
1.8 В было получено наибольшее увеличение об-
разования метана (79.3%) и, важно отметить, что
не наблюдалось электролиза воды [75]. Прило-
женное напряжение 2.0 В приводило к электро-
лизу воды, однако, при этом были получены на
25% больший выход CH4 и на 37.2% более высо-
кое содержание CH4 в биогазе при использовании
смеси петона и декстрина в качестве субстрата [76].
Использование МЭЯ-АР с приложенным напря-
жением 2.5 В и с системой удерживания биомас-
сы на биокатоде позволяло значительно увели-
чить стабильность (не наблюдалось электролиза
воды) и эффективность анаэробного сбражива-
ния, в частности скорости образования (на 38.8%)
и удельного выхода (на 40.5%) метана и плотности
тока (на 233%), в двухстадийном процессе анаэ-
робного сбраживания модели ОФ-ТКО [77].
При приложенном напряжении 2.75 В в системе
МЕЯ-АР с добавлением ГАУ наблюдали устойчи-
вое производство метана (>300 мл CH4/г ХПК) из
пищевых отходов [78]. Процесс анаэробного
сбраживания модели ОФ-ТКО в МЕЯ-АР иссле-
довали при установленных силах тока 100, 200 и
500 мА, при этом напряжение между электродами
составляло 2.5, 3.2 и 6.3–7.2 В, соответственно.
При максимальном токе (500 мА), в биогазе детек-
тировали кислород, концентрация которого до-
стигала в некоторые моменты 0.44–0.59%, что ука-
зывало на наличие электролиза воды. В то же вре-
мя чистый выход метана после вычета количества
метана, эквивалентного затраченной электроэнер-
гии, в биореакторе с силой тока 500 мА (6.3–7.2 В)
был наибольшим и составил 6.4% [35]. Таким об-
разом, несмотря на повышенную вероятность
электролиза воды, высокое напряжение может
улучшать характеристики электрометаногенеза.

В последнее время был проведен ряд исследова-
ний влияния прерывистой подачи электричества на

работу МЭЯ-АР. Периодическое отключение элек-
тропитания (подача 2 с, перерыв на 2 с) увеличива-
ло долгосрочную производительность МЭЯ-АР,
при этом внутреннее сопротивление снижалось
при длительном манипулировании включения-
ми/выключениями [79]. Эти результаты указывают
на то, что прерывистая подача электричества может
сделать МЭЯ-АР более устойчивым, практичным и
экономичным, в то же время данный феномен тре-
бует дальнейшего изучения.

Таким образом, подбор оптимального прило-
женного электрического напряжения к МЭЯ-АР
является определяющим фактором эффективно-
сти анаэробного разложения органических отхо-
дов. Отмечено, что даже небольшое напряжение
0.1 В может улучшать характеристики электроме-
таногенеза. Однако следует учитывать, что прило-
жение более высокого напряжения одновременно
требует большей потребляемой мощности, что мо-
жет снизить энергетические выгоды от дополни-
тельного образования метана в МЭЯ-АР.

Требования к электродам. Важным фактором
микробиологического биоэлектрокатализа явля-
ется электрохимическая связь между микроорга-
низмами и поверхностью электродов. Прогресс в
биокатализе в отношении выбора материалов
электродов направлен на анализ поверхностных
характеристик для улучшения биосовместимо-
сти, оптимизацию величины площади электрохи-
мической поверхности для обеспечения высоких
скоростей переноса электронов, проводимости и
массопереноса между субстратами и продуктами
[80]. Стоимость, материал, поверхность и конфи-
гурация электродов являются крайне важными
для эффективной работы реакторов и для достиже-
ния рентабельной и масштабируемой технологии.
Для развития активной гомогенной биопленки к
электродам МЭЯ-АР применяют следующие тре-
бования: большая площадь поверхности, высо-
кая электропроводность, хорошая биосовмести-
мость и стабильность в устойчивых условиях
окружающей среды, экономичность. Эффектив-
ность переноса электронов на границе раздела
фаз микроорганизмы–электрод играет ключе-
вую роль в работе биоэлектрохимических си-
стем. Рост и образование биопленок на электро-
де определяются свойствами его поверхности,
влияющими на образование связей между мик-
роорганизмом и электродом, например, силы
Ван-дер-Ваальса, водородной связи или элек-
тростатического взаимодействия. Быстрый рост
биопленки наблюдался при положительном за-
ряде поверхности электрода, что связано с отри-
цательным зарядом поверхности микроорганиз-
мов. Кроме того, пористые и наноразмерные ма-
териалы усиливают образование биопленки и
являются идеальным каркасом для прикрепления
и роста микроорганизмов. Оптимизированная
топография и химия поверхности электродов об-
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легчают присоединение электроактивных мик-
робных клеток и развитие биопленок и, таким об-
разом, оптимизирует электрохимическую связь
между бактериальными клетками и электродами,
обеспечивая условия для улучшения скорости пе-
реноса электронов от микроорганизмов к электро-
дам [15, 80, 81].

Композитные материалы, сочетающие высо-
кую проводимость с шероховатой поверхностью,
обеспечивающей адгезию микроорганизмов и
рост биопленки, являются наиболее перспектив-
ными. В большинстве случаев это подразумевает
сочетание металлической основы с углеродным
покрытием с определенной топографией и хими-
ей. Материалы из углерода являются наиболее
используемыми электродными материалами бла-
годаря свойствам углерода, низкой стоимости,
высокой проводимости и наличию поверхности,
способствующей образованию биопленки. Так,
например, недорогие низкореактивные углерод-
ные листы и углеродная ткань использовались в ка-
честве катода и анода [35, 43, 77]. Углеродные мате-
риалы, особенно графитовые трехмерной структу-
ры имеют преимущество перед металлическими
электродами с точки зрения стоимости, устойчиво-
сти к условиям окружающей среды и более низкой
токсичности для микроорганизмов. В целом, эф-
фективность биоэлектрода определяется биосов-
местимостью, гидрофильностью, положитель-
ным поверхностным зарядом и обширной пло-
щадью поверхности [15, 81].

Хотя в качестве электродного материала чаще
всего используется углерод, он придает поверхности
электрода гидрофобные свойства, и это часто вызы-
вает плохую адгезию микроорганизмов и/или бел-
ков, участвующих в окислительно-восстановитель-
ных реакциях, и приводит к ограниченной способ-
ности к переносу электронов. Были разработаны
различные стратегии иммобилизации окислитель-
но-восстановительных ферментов на электродах, а
также модификации поверхности электродов с по-
мощью нанокомпозитов оксидов металлов и/или
проводящих конъюгированных полимеров для
улучшения кинетики переноса электронов, биосов-
местимости и/или адгезии клеток [80]. Также пер-
спективным является улучшение образования
биопленок на гладкой поверхности углеродной тка-
ни за счет снижения скорости движения биомассы
в непосредственной близости от поверхности элек-
тродов путем создания физического барьера [77].

Улучшение поверхностных свойств катодов на
основе углерода путем нанесения слоев катализа-
тора, состоящих из наноматериалов, оказалось
превосходной стратегией для повышения общей
производительности системы. Кроме того, среди
различных конфигураций МЭЯ-АР многокамер-
ные варианты показали лучшие результаты по
увеличению содержания метана в биогазе [81].

Однако сложность системы и высокая стоимость
изготовления являются возможными недостатка-
ми при вводе в эксплуатацию крупных реакторов,
поэтому необходимо стремиться к простоте изго-
товления и удобной конструкции.

Модификация катода с добавлением положи-
тельно заряженных частиц, таких как хитозан,
или с увеличением площади поверхности раздела
с использованием пористого трехмерного кар-
касного электрода приводила к увеличению по-
требления тока [30]. Наночастицы магнетита
ускоряли анодное электрогенное окисление орга-
нических субстратов, в первую очередь ЛЖК пу-
тем стимулирования процессов ПМПЭ между
синтрофами и метаногенами [82]. Применение
объемного анодного электрода из компонентов
углеродной сетки имело преимущество по срав-
нению с углеродной щеткой и ГАУ. 3D углеродная
сетка стимулировала микробную активность и рост
представителей Geobacter, а также является эконо-
мичной для практического применения [83].

Максимальная скорость производства метана
из ОСВ в МЭЯ-АР увеличивалась на 45% при
применении многослойного катода из никелевой
пены и анода в виде углеродной щетки. Ключом к
улучшению процесса метаногенеза считалась ра-
бота высокоэффективного метаногенного био-
катода, который регулировал пространственное
распределение метаногенов как во взвешенной
биомассе, так и прикрепленной на электродах.
Увеличение площади поверхности катода до
определенной степени может ускорить общие
электрохимические процессы, но плотность ка-
тодного тока уменьшается при увеличении пло-
щади поверхности катода, что приводит к умень-
шению выделения водорода на катоде, которое
может иметь решающее значение для образова-
ния катодной биопленки. Многослойность като-
да не может служить гарантией увеличения выхо-
да метана. Так, наибольший выход метана при
внешнем напряжении 0.8 В был в 1.4 раза выше,
чем в контроле АР при использовании в МЭЯ-АР
четырехслойного катода, а не 8- или 12-слойного.
Ацетокластические метаногены в основном были
сконцентрированы на аноде, в то время как гид-
рогенотрофные метаногены находились на като-
де и количество метаногенов в жидкой сре-
де/осадке было самым низким среди вариантов
эксперимента. Таким образом, оптимальная кон-
фигурация четырехслойного биокатода могла быть
основной причиной усиления метаногенеза [45].

Таким образом, подбор оптимальных эконо-
мичных материалов и конфигурации катода игра-
ет основную роль в обеспечении эффективного
электрометаногенеза.

Расположение электродов. Для эффективной ра-
боты МЭЯ исследуются разные конфигурации ре-
акторов с учетом расположения электродов, а также
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расстояния между катодом и анодом. Например,
лучшие характеристики процесса наблюдались для
реакторов с электродами, помещенными в донную
зону с высокой концентрацией ила, по сравнению с
реакторами с электродами, размещенными навер-
ху, что объяснялось улучшением процесса ПМПЭ.
При гидравлическом времени удержания 36 ч и
максимальной генерации тока 10 мА скорость сни-
жения ХПК была максимальна и составляла 92.1%,
при этом скорость образования метана и выход ме-
тана составляли 304.5 мл л–1 сут–1 и 275.8 мл/г ХПК,
соответственно. Метаногены и экзоэлектрогены
накапливались в больших количествах в биоплен-
ках электродов в реакторах с расположенными сни-
зу электродами [84, 85].

Расстояние между анодным и катодным элек-
тродами является важным параметром, который
может влиять на производительность микроорга-
низмов в электрохимической системе. Считается,
что недостатком двухкамерной конфигурации
МЭЯ с мембранным сепаратором является боль-
шое расстояние между электродами, что приво-
дит к значительным перенапряжениям, а наличие
мембраны приводит к дисбалансу pH между дву-
мя камерами и, следовательно, увеличивает потери
напряжения. Чтобы преодолеть эти ограничения,
были разработаны однокамерные безмембранные
МЭЯ, использование которых оптимизировало
увеличение чистого тока для получения метана [19].
В то же время слишком маленькое расстояние меж-
ду электродами может привести к засорению до-
ступного пространства, что, в свою очередь, может
повлиять на массоперенос и в конечном итоге,
приведет к сбою процесса [86].

В двухкамерной МЭЯ-АР, состоящей из двух
АР-систем, разделенных анионообменной мем-
браной с катодом, помещенным во внутренний
цилиндр (катодный АР) и анодом на внешний ци-
линдр (анодный АР), ХПК (глюкозы) снижалось
на 15% по сравнению с контролем. В катодном АР
средняя скорость производства метана достигала
0.07 мл CH4/ мл реактора сут–1, что в 2.59 раза вы-
ше, чем в контрольном АР. Показано, что эффект
от увеличения выхода метана полностью покры-
вает затраты на электроэнергию для МЭЯ-АР [71].
В частности, после вычета количества метана, эк-
вивалентного затраченной электроэнергии на
питание электродов, чистый суточный прирост
выхода метана составил 4.0 и 6.4% при силе тока
200 и 500 мА [35].

Таким образом, оптимизация положения элек-
трода в реакторах, конфигурация и площадь по-
верхности играют решающую роль в производи-
тельности МЭЯ и распределении микробного со-
общества в биопленках на электродах.

Температура. Температура – очень важный
параметр, влияющий на работу МЭЯ-АР, и под-
бору оптимальной температуры для ускорения

электрометаногенеза и экономического обосно-
вания применения данной технологии следует
уделить особое внимание. Было показано, что с
приложенным внешним напряжением в мезо-
фильных условиях сокращалось гидравлическое
время удержания в МЭЯ-АР за счет стимулирова-
ния гидрогенотрофного метаногенеза [29]. Из-
вестно, что в АР в мезофильных условиях метан
образуется главным образом из ацетата (70%), а
при повышении температуры наблюдается пере-
ключение пути образования метана на гидроге-
нотрофный, вероятно, за счет более быстрой ге-
нерации гидрогенотрофных и вытеснения аце-
токластических метаногенов [87]. Как было
продемонстрировано в ряде работ, в системах
МЭЯ-АР в мезофильных условиях чаще всего
доминируют гидрогенотрофные метаногены [40,
56, 58].

Оптимально подобранная для работы МЭЯ-
АР температура поможет избежать разбаланси-
ровки системы, сопровождающейся накопле-
нием ЛЖК и снижением рН, когда, например,
анаэробное брожение не будет сопровождаться
энергетически эффективным производством
метана. При разложении ОСВ в однокамерном
МЭЯ-АР при напряжении 0.3 В повышение тем-
пературы от 30°C до 40°C приводило к линейно-
му увеличению эффективности удаления лету-
чих взвешенных веществ. Максимальный выход
метана из ОСВ составлял 139.2 л CH4/кг летучих
взвешенных веществ при плотности тока 1.63 ±
± 0.11 A/м3 и температуре 35°C. В то же время
плотность анодного тока снижалась на 23.5%, ко-
гда рабочая температура увеличилась с 35 до 40°C.
Эти результаты показывают, что более высокая
температура может ингибировать активность экзо-
электрогенных бактерий на аноде и приводить к
снижению образования метана в МЭЯ-АР. Темпе-
ратура 35°C была оптимальной для образования
метана из ОСВ с использованием МЭЯ, так как
влияние электричества на работу системы снижа-
лось при более высокой температуре [88].

При пониженных температурах (20°С) низко-
концентрированные сточные воды, содержашие
глюкозу в качестве источника углерода, обраба-
тывались в МЭЯ с графеновым/полипиррольным
электродом, при этом в биопленках электродов
отмечалось доминирование гидрогенотрофных
метаногенов [89]. Оптимизация рабочей темпера-
туры важна также, чтобы сбалансировать актив-
ность микроорганизмов, участвующих в различ-
ных биохимических стадиях в МЭЯ-АР: гидро-
лиз, брожение, анодное дыхание и метаногенез.
Биоэлектрохимическое анаэробное разложение
ОСВ со гидравлическим временем удержания
10 сут при температуре окружающей среды 25°С
имело такие же показатели удаления взвешенных
твердых веществ как и в мезофильных условиях
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при 35°С. Энергоэффективность работы МЭЯ-АР
при температуре окружающей среды 25°С была
значительно выше, чем в мезофильных условиях
за счет отсутствия энергозатрат на нагревание си-
стемы [85]. При 10°С выход CH4 в МЭЯ-AР был в
5.3–6.6 раз выше, чем в АР без внешнего напря-
жения, а затраты на подачу электроэнергии в
МЭЯ-АР оказались ниже, чем потребовались бы
для нагрева АР до мезофильных условий для до-
стижения соразмерного выхода метана [90].

Таким образом, использование биоэлектрохи-
мических систем при температуре окружающей
среды без дополнительного подогрева можно ре-
комендовать для обработки органических отходов,
включая ОСВ, в умеренных и холодных климати-
ческих районах для экономии тепловой энергии.

Субстраты и нагрузка по органическому веще-
ству. Для исследования анаэробной переработки
в МЭЯ-АР использовали различные субстраты,
такие как ацетат, глюкоза, осадки сточных вод,
личаты, бытовые сточные воды, пищевые отходы
и др. Системы МЭЯ-АР показали большую ста-
бильность процесса по сравнению с традицион-
ными АР за счет отсутствия накопления коротко-
цепочечных ЛЖК при более высоких концентра-
циях органического вещества, а также уменьшения
ингибирующих эффектов различных токсичных
соединений [20] (табл. 1). При сравнении класси-
ческого АР и МЭЯ-АР скорость получения метана
и время стабилизации реактора МЭЯ-АР были
приблизительно в 1.7 и 4.0 раза выше, чем в реак-
торе АР, за счет более быстрого разложения орга-
нических веществ. Однако интересно, что общий
выход метана в обоих реакторах был аналогичен
теоретическому максимальному выходу. Исходя
из этих результатов МЭЯ не увеличивал выход
метана по сравнению с теоретическим, а ускорял
его выработку посредством биоэлектрохимиче-
ских реакций [91]. При 0.8 В скорость производ-
ства метана из ацетата в МЭЯ-АР составила 138 мл
CH4/л реактора сут–1. По сравнению с контроль-
ным АР, в котором скорость производства метана
составляла 46 мл CH4/л реактора сут–1, в МЭЯ-АР
показано увеличение скорости образования мета-
на в 3 раза [74].

Основным фактором, ограничивающим прак-
тическую применимость технологии анаэробного
сбраживания, является относительно высокое
гидравлическое время удержания, что снижает эф-
фективность реакторов [61]. МЭЯ-АР был опробо-
ван для процесса с высокой нагрузкой 28 кг ХПК
м–3 сут–1 и коротким гидравлическим временем
удержания 6 ч. Анализ основных микроорганиз-
мов, участвующих в процессе разложения орга-
нических соединений, показал, что в реакторе с
подачей электричества увеличивалось количе-
ство гидрогенотрофных метаногенов на катодной
биопленке и в суспендированном иле. При этом в

МЭЯ-АР было достигнута высокая степень по-
требления глюкозы (71.0 против 42.3% в кон-
трольном АР), увеличилось производство CH4
(248.5 против 51.3 мл/ч в контрольном реакторе),
повысился энергетический выход процесса за
счет возросшего производства CH4. Это исследо-
вание продемонстрировало, что МЭЯ-АР может
увеличить производство CH4 и удаление органи-
ческого вещества при коротком гидравлическом
времени удержания, что повышает экономиче-
скую целесообразность очистки сточных вод [56].

Приложение потенциала к проводящим мате-
риалам хотя и увеличивало количество связанных
с ПМПЭ экзоэлектрогенов и метаногенов, в то же
время могло вызывать ухудшение характеристик
процесса при увеличении концентрации органи-
ческого вещества (этанол) [92]. Некоторые авто-
ры рекомендуют применять МЭЯ-АР для очист-
ки низкоконцентрированных сточных вод [21].
ЛЖК в качестве субстрата могут разлагаться как
посредством анодного окисления, так и ацето-
кластического метаногенеза, которого следует
избегать, поскольку он может уменьшить образо-
вание и перенос электронов между двумя элек-
тродами, тем самым снизить кулоновскую эф-
фективность МЭЯ. Свободная энергия Гиббса
окисления ацетата на аноде в 6 раз выше свобод-
ной энергии Гиббса ацетокластического метано-
генеза, поэтому последний трудно осуществить
при низких концентрациях органических веществ.
С увеличением концентрации органических ве-
ществ, из-за наличия дополнительного донора
электронов, доля ацетокластического метаногене-
за будет постепенно возрастать и даже заменять
анодное окисление, и может стать доминирующим
путем разложения ацетата. Таким образом, энерге-
тическая эффективность процесса может быть
улучшена при использовании МЭЯ-АР для очист-
ки низкоконцентрированных сточных вод [48]. В
то же время, положительные результаты приме-
нения систем МЭЯ-АР для различных высоко-
концентрированных (>8 г ХПК/л) субстратов по-
казали, что эта технология является перспектив-
ной для увеличения выхода метана из самых
разнообразных субстратов [20].

В настоящее время активно проводятся иссле-
дования и применяются новые подходы к ускоре-
нию ПМПЭ при получении метана из ацетата и
при восстановлении диоксида углерода до мета-
на. В МЭЯ-АР содержание CH4 в биогазе может
достигать 80–95% благодаря более полному по-
треблению CO2 [19]. Одним из возможных решений
хранения избыточной электроэнергии, производи-
мой из возобновляемых источников энергии, явля-
ется новая технология BEP2G (Bioelectrochemical
power-to-gas, биоэлектрохимическая энергия – газ).
Технология основана на производящем метан
МЭЯ, состоящем из двух отсеков, анодного, в кото-
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ром протекает реакция окисления, и катодного от-
сека, в котором образуется метан. В большинстве
случаев в таких МЭЯ используется также катион-
обменная мембрана. В технологии BEP2G диоксид
углерода и электрическая энергия преобразуются в
метан с использованием электродов, которые по-
ставляют метаногенным археям электроны или во-
дород. Анализ и оценка расхода энергии, а также
производительности показывают, что BEP2G мо-
жет стать привлекательной альтернативой для тер-
мохимического метанирования и биохимического
метаногенеза. Чтобы определить, может ли BEP2G
стать будущей технологией “энергия-газ”, необхо-
димо преодолеть проблемы, связанные с катод-
ными потерями энергии, выбором подходящего
донора электронов, эффективной конструкци-
ей/работой реактора и опытом работы с крупны-
ми реакторами [31].

Изучение процессов, происходящих в системе
МЭЯ, идет быстрыми темпами, проводятся круп-
номасштабные эксперименты, однако, МЭЯ да-
леко не является отработанной технологией;
остаются различные проблемы, главным образом
технико-экономического характера (стоимость
материалов, безопасность и др.) [33]. Примене-
ние МЭЯ для очистки муниципальных сточных
вод может привести к снижению затрат на очист-
ку и уменьшению количества избыточного актив-
ного ила. В открытых данных есть сведения о пяти
пилотных установках МЭЯ производительностью
на 100–1000 л и о коммерческом полномасштабном
реакторе EcoVolt компании “Cambrian Innovation”
(США), используемом для очистки высококон-
центрированных стоков [93].

Несомненно, за электрометаногенезом в МЭЯ-
АР большое будущее, особенно для применения
этой технологии при очистке сточных вод разно-
го состава: от низкоконцентрированных бытовых
стоков до высококонцентрированных промыш-
ленных сточных вод.

Дополнительное внесение электропроводящих ма-
териалов в МЭЯ-АР. Ряд исследований показыва-
ет, что внесение дополнительных электропроводя-
щих материалов в систему МЭЯ-АР может служить
в качестве промотора ПМПЭ и давать синергети-
ческий эффект [10]. В результате сравнения от-
дельных и комбинированных эффектов двух раз-
личных стратегий стимулирования ПМПЭ, а
именно добавления электропроводящих материа-
лов и приложения внешнего напряжения были по-
лучены интересные результаты. При повышенном
напряжении от 1.25 В до 2.75 В система МЭЯ-АР с
дополнительно внесенным ГАУ могла достичь ста-
бильного производства метана (>300 мл CH4 на г
ХПК) из пищевых отходов, тогда как система
МЭЯ-АР без внесения ГАУ при наиболее высоком
напряжении (2.75 В) не работала. Микробный ана-
лиз показал, что улучшение характеристик систе-

мы МЭЯ-АР с внесением ГАУ совпало с более вы-
сокой относительной активностью экзоэлектро-
генных бактерий, при этом Methanospirillum стал
доминирующим видом метаногенов в биопленках
на катоде и ГАУ. Эти наблюдения показывают, что
ГАУ может усилить эффект и без того благоприят-
ного сочетания МЭЯ и АР [78].

Два недавних исследования сочетания электро-
проводящих материалов и приложения внешнего
напряжения (0.6 В) в АР непрерывного действия,
обрабатывающих сточные воды молочных пред-
приятий, показали, что обе стратегии были эффек-
тивны для повышения производительности и ста-
бильности процесса. Добавление магнетита (20 мМ
Fe) при коротком гидравлическом времени удер-
живания (до 7.5 сут.) оказывало стимулирующий
эффект, аналогичный результату при объединении
двух стратегий, а создание только внешнего на-
пряжения мало влияло на выход метана. Количе-
ство разнообразных (предполагаемых) электро-
активных микроорганизмов значительно увели-
чилось в условиях, способствующих ПМПЭ,
особенно при добавлении магнетита. Внесение
магнетита могло бы эффективно улучшить харак-
теристики и стабильность анаэробного сбражи-
вания за счет стимулирования основанных на
ПМПЭ электросинтрофных микробных взаимо-
действий [94].

Аналогично было показано, что добавление
щетки из углеродного волокна с большой удель-
ной площадью является более эффективным ме-
тодом улучшения характеристик анаэробного
сбраживания, чем использование электродов МЭЯ
с приложенным напряжением. В недавнем иссле-
довании было использовано несколько конфигу-
раций АР: первый АР был оснащен одним боль-
шим углеродным ершом без электродов, другие
два АР содержали по половине ерша и два элек-
трода с приложенным напряжением 0.8 В, один из
которых работал в режиме замкнутой, а второй –
разомкнутой цепи, четвертый АР работал по
принципу МЭЯ, то есть обладал только двумя
электродами с замкнутой цепью (без ерша). Все
три конфигурации с половиной или полным ер-
шом показали улучшенные характеристики про-
цесса, о чем свидетельствовало повышение ско-
рости образования метана на 57–82%. Объем
удерживаемой биомассы был намного выше в АР
с большим ершом, что, вероятно, способствовало
быстрому потреблению ЛЖК и, следовательно,
улучшению показателей процесса анаэробного
сбраживания. В биопленках на ершах большого
размера структура микробного сообщества отли-
чалась от сообщества биопленки на электродах.
На ершах преобладали представители рода Meth-
anotrix, в то время как в биопленках электродов в
большом количестве присутсвовали представите-
ли рода Geobacter (анод) и Methanobacterium (катод).
Таким образом, согласно этим исследованиям, до-
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бавление электропроводящих материалов в АР
может иметь преимущество перед электрическим
воздействием [95].

Внесение электропроводящих материалов и
электрическое воздействие на систему МЭЯ-АР
ускоряет ПМПЭ и может давать синергический
эффект, однако требуется проведение дальней-
ших исследований в данном направлении.

* * *

Способность микроорганизмов отдавать или
принимать электроны с электродов легла в осно-
ву различных микробных электрохимических
технологий, таких как МТЭ для выработки элек-
троэнергии и МЭЯ для производства биотоплива:
водорода и метана. В МЭЯ подается электриче-
ская энергия от внешнего источника и, если ос-
новным газообразным продуктом на катоде явля-
ется метан, этот процесс называется электроме-
таногенезом. На аноде МЭЯ происходит процесс
окисления органических веществ. Если в каче-
стве основного источника углерода используются
ЛЖК и ацетат, в анодных биопленках преоблада-
ют экзоэлектрогенные бактерии рода Geobacter.
Электротрофные метаногенные археи, которые
развиваются на катоде в МЭЯ-АР, обычно явля-
ются гидрогенотрофными, а не ацетокластиче-
скими. Поскольку скорость метаногенеза гидро-
генотрофными метаногенами выше, чем ацето-
кластическими, МЭЯ-АР характеризуются более
высокой скоростью производства метана, по
сравнению с классическими АР. Рекомендован-
ное напряжение для электрометаногенеза состав-
ляет 0.2–1.5 В, материалом электрода может быть
углерод или металл, то есть не требуются дорогие
платиновые электроды, как при электрогидроге-
ногенезе. Электрометаногенез происходит в мезо-
фильных условиях и является эргономичной и эко-
логичной биотехнологией очистки сточных вод.

МЭЯ-АР можно использовать как эффектив-
ный метод преобразования электричества в ме-
тан. Несмотря на то, что метан имеет более низкую
плотность энергии, чем водород, его легче хранить,
транспортировать и использовать. При примене-
нии возобновляемого источника энергии, такой
как солнечная или энергия ветра, в качестве надеж-
ной технологии преобразования электроэнергии в
транспортируемое топливо может быть востребо-
вана технология электрометаногенеза в системах
МЭЯ-АР.

Такие преимущества как одностадийность
анаэробного процесса разложения органических
веществ, потребление CO2, способность МЭЯ-АР
работать при температуре окружающей среды и
недорогие материалы позволяют считать элек-
трометаногенез перспективной биотехнологией.
В целом электрометаногенез все еще находится

на начальной стадии развития с точки зрения
коммерческой готовности. Многие вопросы, та-
кие как биохимические и электрофизические ос-
новы механизма ПМПЭ, микробиологические,
касающиеся эффективного культивирования эк-
зоэлектрогенов и электротрофов в биоэлектрод-
ных сообществах, а также технологические отно-
сительно быстрого запуска МЭЯ-АР и контроля
за работой системы – еще недостаточно изучены.
Для целей управляемого электрометаногенеза не-
обходимо более глубокое понимание процессов
стимуляции электроактивных микроорганизмов
и определение состава консорциумов микроорга-
низмов с учетом факторов, влияющих на метабо-
лические пути получения нужных продуктов. Не-
обходимо также изучение межвидовых взаимодей-
ствий микроорганизмов на основе определенных
сокультур и исследование процессов формирова-
ния электроактивных биопленок в МЭЯ-АР. Ос-
новные проблемы при применении электромета-
ногенеза включают недостаточное понимание
взаимосвязей между компонентами системы и
параметрами процесса, а также их сложные свя-
зи с анаэробным микробным сообществом и про-
изводительностью процесса. Будущие микробио-
логические и биотехнологические исследования
наряду со всеобъемлющей экономической оцен-
кой процесса должны сделать возможным ис-
пользование электрометаногенеза в МЭЯ-АР как
биогазовой технологии следующего поколения.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 18-29-25042.
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Electromethanogenesis is a Perspective Biotechnology
of Anaerobic Treatment of Organic Waste
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The ability of microorganisms to carry out interspecies electron transfer in the process of degradation of organic
substances under anaerobic conditions, opens up new possibilities for a controlled increase in the efficiency of
methanogenic decomposition of organic waste. This review presents the main principles of the effects of a direct
electric current on the anaerobic degradation of organic substances, process parameters, changes in the compo-
sition of the microbial community and factors affecting the optimization of the hybrid systems comprising mi-
crobial electrolysis cell (MEC) and anaerobic digester (AD), i.e. MEC-AD system performance. An analysis of
research in this field has been carried out for the subsequent application of electromethanogenesis representing
a new energy-efficient biotechnology for anaerobic wastewater treatment and organic waste digestion.

Keywords: anaerobic digestion, microbial electrolysis cell (MEC), anaerobic digester (AD), MEC-AD sys-
tem, electroactive microorganisms, electromethanogenesis
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ПЕРОКСИДАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ЛЕГОГЛОБИНА КЛУБЕНЬКОВ БОБОВ 
(Vicia faba L.) ПО ОТНОШЕНИЮ К ГИДРОПЕРОКСИДУ трет-БУТИЛА

© 2022 г.   О. В. Космачевская1, Э. И. Насыбуллина1, А. Ф. Топунов1, *
1Институт биохимии им. А.Н. Баха, Федеральный исследовательский центр “Фундаментальные основы 

биотехнологии” Российской академии наук, Москва, 119071 Россия
*e-mail: aftopunov@yandex.ru

Поступила в редакцию 09.07.2021 г.
После доработки 30.08.2021 г.

Принята к публикации 02.09.2021 г.

Легоглобин (Lb) – гемоглобин клубеньков бобовых растений, как и многие другие гемоглобины,
проявляет пероксидазную активность и может окислять различные вещества с участием H2O2 или
органических перекисей. Исследована пероксидазная активность Lb, выделенного из клубеньков
бобов (Vicia faba L.), в реакции с гидропероксидом трет-бутила – аналогом органических гидропе-
рекисей, и о-дианизидином в качестве восстанавливающего субстрата. Реакция, катализируемая
Lb, описывалась классическим уравнением Михаэлиса-Ментен (Vmax = 1.3 моль/мин ⋅ мМ гема,
Km = 0.8 мМ). Определены концентрации субстратов, не лимитирующие скорость пероксидазной
реакции, – 0.8 мМ для о-дианизидина и 1 мМ для гидропероксида трет-бутила. При снижении pH
с 9.0 до 6.0 пероксидазная активность Lb увеличивалась почти в 2 раза, что может иметь значение
для клубеньков in vivo, например, при их старении, когда снижается pH и увеличивается содержание
окисленного Lb. Несмотря на то, что по пероксидазной активности Lb уступает истинным перокси-
дазам, он может обеспечить дополнительную антиоксидантную защиту при окислительном стрессе,
учитывая его высокую концентрацию в клубеньке.

Ключевые слова: легоглобин, гемоглобин, миоглобин, пероксидаза корней хрена, псевдоперокси-
дазная активность, пероксид трет-бутила
DOI: 10.31857/S0555109922010044

Легоглобин (Lb) – кислородпереносящий гемо-
протеид клубеньков бобовых растений, в которых
он поддерживает кислородные условия на уровне,
оптимальном для процесса азотфиксации. Lb со-
держится в цитоплазме инфицированной клетки в
очень высокой концентрации: 1–5 × 10–4 М [1] и
обеспечивает градиент концентрации O2 от де-
сятков мкМ у плазмалеммы до нескольких нМ в
центральной части клетки (у мембраны бактерои-
да) [2, 3]. Легоглобин – мономерный белок с мо-
лекулярной массой ~16.5 кДа, содержащий гем
(протопорфирин IX). Lb структурно и функцио-
нально подобен миоглобину (Mb) и эритроцитар-
ному гемоглобину (Hb), поскольку все эти белки
происходят от общего предка [4, 5].

Кроме связывания и транспорта молекулярно-
го кислорода и оксида азота (NO), многие гемогло-
бины способны проявлять различные каталитиче-
ские активности, среди которых и пероксидазная
[6, 7]. По своим каталитическим свойствам гемо-
глобины, как правило, уступают “классическим”
ферментам и не всегда очевидна биологическая
целесообразность этих свойств. По этой причине

гемоглобины относят к так называемым фермен-
томиметикам.

Серьезные исследования взаимодействия Hb и
Mb с H2O2 начались в 1950 гг. [8, 9]. Позже было
показано, что и другие гемоглобины способны
проявлять пероксидазную активность. Hb поли-
хеты Amphitrite с помощью H2O2 окисляет галофе-
нолы до менее токсичных хинонов [10], а флавоге-
моглобин E. coli восстанавливает алкилгидроперок-
сиды до спиртов [11]. Пероксидазной активностью
также обладают нейроглобины и цитоглобины [12].
Интерес к пероксидазной активности гемоглоби-
нов обусловлен еще и тем, что они представляют
собой удобную для кинетических исследований
модель, поскольку с H2O2 реагируют значительно
медленнее, чем истинные пероксидазы и каталазы.

Поскольку константа скорости пероксидазной
реакции, катализируемой гемоглобинами, намно-
го ниже констант скоростей истинных пероксидаз,
то обычно применяют термин “псевдопероксидаз-
ная активность”, тем самым подчеркивая второ-
степенность этой функции для белков – перенос-
чиков кислорода [6, 13–15].

УДК 547.963.4:633.35
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Еще в конце 1970-х гг. было показано, что Lb
может катализировать окисление электрон-до-
норных субстратов перекисью водорода [16, 17].
Также известно, что Lb в качестве окисляющего
субстрата может использовать этил-гидроперок-
сид [16]. Поскольку Lb образует гемовые ком-
плексы с алифатическими кислотами [18], не ис-
ключена возможность взаимодействия его с не-
большими алкилгидропероксидами, такими, как
гидропероксид трет-бутила (t-BOOH). Интерес
к алкилгидропероксидам, как к субстратам пе-
роксидаз, вызван тем, что эти соединения образу-
ются при окислительном стрессе и вызываемом
им перекисном окислении липидов. Кроме того,
они достаточно устойчивы и могут накапливаться
в организме, в отличие от пероксида водорода.

Цель работы – исследование пероксидазной
активности Lb по отношению к t-BOOH.

МЕТОДИКА

В работе были использованы следующие реак-
тивы: фенилметилсульфонилфторид (PMSF) –
производства “AppliChem” (Германия), перокси-
даза из корня хрена тип RZ (HRP), морфолино-2-
этансульфоновая кислота (МЭС), гидропероксид
трет-бутила, о-дианизидин, пиридин, аскорбат
натрия – “Sigma-Aldrich” (США), Servacel DEAE
GS – “Serva” (Германия), ультрогель AcA 54 –
“LKB” (Швеция), Трис – “ICN” (США). Осталь-
ные реактивы производства “Реахим” (Россия),
квалификации “х. ч.” или “ос. ч.”.

Объект исследований и условия выращивания
растений. Растения бобов (Vicia faba L.) сорта “Рус-
ские черные” (иногда употребляется название Faba
bona Medik.) выращивали в полевых условиях Мос-
ковской области (Россия). Растения инокулирова-
ли клубеньковыми бактериями Rhizobium legumino-
sarum bv. viciae, производственный штамм CIAM
1026 из коллекции ВНИИ сельскохозяйственной
микробиологии (Санкт-Петербург, Россия). Сте-
рилизацию семян для всех опытов проводили ро-
зовым раствором перманганата калия в течении
30 мин с последующей промывкой водой. Доза
инокулята составляла не менее 109 клеток на се-
мя. Клубеньки собирали на стадии бутонизации–
начала цветения, когда содержание Lb макси-
мально.

Выделение и очистка Lb из клубеньков бобов.
Клубеньки, отделенные от корней бобов, зали-
вали холодным 0.1 М K–фосфатным буфером
(рН 7.2), содержащим 0.2 М аскорбат натрия,
1%-ный высокомолекулярный поливинилпир-
ролидон, 50 мкM PMSF и 1 мМ MgCl2. Соотно-
шение клубеньков и буфера составляло 1 : 2 по
массе. Затем клубеньки тщательно растирали в
агатовой ступке, фильтровали через 2 слоя капро-
нового полотна. Фильтрат центрифугировали с

охлаждением в течение 10 мин при 1000 g для уда-
ления из экстракта загрязнений и крупных ча-
стиц растительной ткани. Lb-содержащую фрак-
цию получали высаливанием белков супернатан-
та сульфатом аммония при насыщении 40–80%.
Для поддержания рН 6.8–7.0 к супернатанту до-
бавляли 10%-ный раствор аммиака.

Осадок, содержащий Lb, растворяли в мини-
мальном количестве 0.02 М К-фосфатного буфе-
ра рН 7.2, центрифугировали при 23000 g в тече-
нии 20 мин, после чего супернатант наносили на
колонку (60 × 1.0 см) с носителем Ultrogel AcA-54
(“LKB”, Швеция), уравновешенным 0.02 М K–
фосфатным буфером (рН 7.2). Выход фракций с
колонки регистрировали спектрофотометриче-
ски при 280 нм. Последующую очистку Lb прово-
дили на анионообменнике Servacel DEAE GS (7 ×
× 2 см), уравновешенном 0.01 М К-фосфатным
буфером (рН 7.2). Фракционирование Lb прово-
дили элюцией линейным градиентом NaCl от 0 до
1.0 М в 0.01 М К-фосфатном буфере (рН 7.2).
Фракция Lb выходила с колонки в диапазоне 0.2–
0.4 М NaCl. Элюат, полученный с колонки Serva-
cel DEAE GS, окисляли раствором феррицианида
калия для перевода Lb в окисленную мет-форму
(metLb) и диализовали в 0.02 М К-фосфатном бу-
фере (рН 7.2). Белок концентрировали на мем-
бране Millipore (Merk, Германия) в ячейке для
ультрамембранного концентрирования под то-
ком аргона. Lb, выделенный из клубеньков бо-
бов, представлял собой сумму его компонентов
(изоформ). Все процедуры по очистке Lb прово-
дили на холоду (5°С).

Определение количества гемов. Для определе-
ния концентрации гемовых групп получали пи-
ридингемохромоген по методу [19]. К 150 мкл
раствора белка добавляли 450 мкл раствора пири-
дина (пиридин в 0.1 н растворе NaOH в соотно-
шении 1 : 3), после перемешивания общий объем
разделяли на две части, в одной из которых пири-
дингемохромоген восстанавливали дитионитом
натрия, а в другой – окисляли феррицианидом
калия. После этого измеряли оптическое погло-
щение восстановленного пиридингемохромогена
против окисленного при 556 и 539 нм. Определя-
ли разницу ΔD = (D556red – D556oxi) – (D539red –
D539oxi) и рассчитывали концентрацию гемовых
групп, используя значение коэффициента мил-
лимолярной экстинкции ΔE = 4.3 мМ–1 см–1,
определенное нами для данного ΔD [20]. В каче-
стве стандартного белка использовали Mb.

Определение пероксидазной активности. Пе-
роксидазную активность гемопротеидов измеря-
ли с использованием в качестве донора электро-
нов о-дианизидина по методу [21] с модификация-
ми. Продукт окисления о-дианизидина определяли
при длине волны 454 нм (ε454 = 30 мМ–1 см–1). Со-
став реакционной смеси: 0.1 М К-фосфатный бу-
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фер (рН 7.5), 0.8 мМ о-дианизидин, 8 мкМ гемо-
протеид, 0.5 мМ t-BOOH. Измерения проводили
при температуре 25°С на спектрофотометре “Cary”
(“VarianBio”, США).

При определении pH-зависимости перокси-
дазной активности Lb, измерения проводили в
различных буферных системах, оптимальных
для поддержания рН в разных диапазонах: МЭС
(рН 6.0), К-фосфатный буфер (рН 6.8 и 7.5), кар-
бонатный буфер (рН 8.5 и 9.0).

Все эксперименты были выполнены не менее,
чем в трех повторностях. На графиках представ-
лены средние величины. Статистическая обра-
ботка данных проводилась исходя из 3–4 анали-
тических повторностей в программе Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Пероксидазная активность Lb в зависимости от
концентрации субстратов. Пероксидазную актив-
ность выделенного Lb определяли с использова-
нием t-BOOH и о-дианизидина в качестве восста-
навливающего субстрата.

Исследование пероксидазных свойств Lb про-
водили в сравнении с пероксидазой корней хрена
(HRP) – наиболее изученной и широко использу-
емой в биохимии истинной гемсодержащей пе-
роксидазой [22]. В качестве восстанавливающего
субстрата был применен искусственный донор
электронов о-дианизидин, который ранее был
использован в качестве субстрата для выявления
пероксидазной активности Hb в плазме крови в
совместной работе с Институтом физико-хими-
ческой медицины (Москва, Россия), Белорус-
ским государственным университетом и Научно-
практическим центром “Кардиология” (Минск,
Республика Беларусь) [14].

Были проведены измерения начальной скоро-
сти реакции для ряда концентраций t-BOOH
(рис. 1а). Кинетическая схема реакции описыва-
ется классическим уравнением Михаэлиса-Мен-
тен. Для определения константы Михаэлиса (Km)
и максимальной скорости реакции (Vmax) данные
были представлены в координатах Лайнуивера-
Берка (пример показан на врезке рис. 1а). Были
рассчитаны максимальная скорость реакции, кон-
станта Михаэлиса и субстратная константа (Ks), ха-
рактеризующая взаимодействие фермента с суб-
стратом в равновесных условиях (табл. 1). Показа-
но, что зависимость начальной скорости реакции
от концентрации восстановителя – о-дианизидина
(рис. 1б) соответствует классической кинетике
Михаэлиса. Была измерена зависимость началь-
ной скорости реакции от концентрации фермен-
та (рис. 1в). При концентрации Lb 3.0 мМ ско-
рость пероксидазной реакции достигала макси-
мального значения и выходила на плато.

Рис. 1. Зависимость начальных скоростей перокси-
дазной реакции, катализируемой Lb клубеньков бо-
бов, от концентрации t-BOOH (а), от концентрации
о-дианизидина (б), от концентрации Lb (в).
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Анализ результатов, представленных на рис. 1,
позволил выбрать концентрации t-BOOH и о-ди-
анизидина, не лимитирующие скорость реакции, –
1.0 мМ и 0.8 мМ соответственно.

Сравнение пероксидазной активности Lb и пе-
роксидазы хрена. В аналогичных условиях (см.
Методика) была изучена способность пероксида-
зы корней хрена взаимодействовать с t-BOOH.
Реакция, катализируемая HRP, как и в случае Lb,
соответствует классической кинетике Михаэли-
са-Ментен (рис. 2). HRP – истинная пероксидаза
была использована для сравнения с Lb, который
является псевдопероксидазой. Для HRP были
определены параметры реакции (табл. 1). Макси-
мальная скорость реакции, катализируемой HRP,
в 57 раз превышала Vmax для Lb (табл. 1). Констан-
та Михаэлиса HRP в 10.8 раза превосходила тако-
вую для Lb.

Несмотря на то, что HRP была гораздо более
активным катализатором разложения t-BOOH,
структурные особенности этого фермента не бла-
гоприятствуют его взаимодействию с алифатиче-

скими гидропероксидами, поскольку гем в этом
ферменте расположен в узкой полости, что ис-
ключает возможность проникновения даже отно-
сительно небольших молекул [22]. Напротив, в
структуре легоглобинов заложена способность к
связыванию крупных лигандов [18, 23, 24]. Кроме
того, проявлению пероксидазных свойств Lb так-
же способствуют гидрофобное окружение гема,
конформационная лабильность имидазольного
кольца дистального гистидина и порфирина, а
также наличие аргинина и аспарагина в дисталь-
ной области гемового кармана. Можно предполо-
жить, что функционально Lb занимает промежу-
точное положение между другими гемоглобинами
и пероксидазами. Действительно, пероксидазная
активность Lb на порядок выше, чем у Mb, но на
несколько порядков ниже, чем у истинных перок-
сидаз [16].

Можно предположить, что несмотря на низ-
кие скорости реакции, Lb все же способен вно-
сить заметный вклад в элиминацию пероксидов
за счет своего высокого содержания в инфициро-
ванных клетках клубенька – 0.1–0.5 мМ, а в очень
активных клубеньках – до 2–3 мМ [1, 25]. Прове-
дено сравнение зависимости начальных скоро-
стей реакций от концентраций t-BOOH, катали-
зируемых Lb и HRP, взятых в разных концентра-
циях: 8 мкМ Lb и 0.8 мкМ HRP (рис. 3). Анализ
представленных на рис. 3 кривых показал, что
при низких концентрациях t-BOOH (≤1.5 мМ) Lb
по своей пероксидазной активности даже не-
сколько превосходил HRP. Возможно, это связа-
но с большей способностью гемового кармана Lb
взаимодействовать с крупными соединениями.

Рис. 2. Зависимость начальной скорости пероксидаз-
ной реакции, катализируемой пероксидазой корней
хрена, от концентрации t-BOOH.
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Таблица 1. Кинетические параметры пероксидазной
реакции с участием легоглобина клубеньков бобов и
пероксидазы корней хрена

Параметр Lb HRP

Vmax, М/мин · мМ гема 1.3 70.5

Km, мМ 0.8 8.7

Ks, мМ 0.4 8.0

Рис. 3. Зависимость начальной скорости пероксидаз-
ной реакции, катализируемой суммарным препара-
том Lb клубеньков бобов и пероксидазой корней хре-
на, от концентрации t-BOOH. 1 – Lb, 2 – HRP.
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Однако в отличие от истинных пероксидаз, боль-
шие концентрации пероксидов вызывают окис-
лительное повреждение белка, вследствие чего
снижается его каталитическая активность.

рН-зависимость пероксидазной активности Lb.
Известно, что пероксидазные свойства гемогло-
бинов зависят от рН раствора [6, 26, 27], поэтому
было проверено, как меняется пероксидазная ак-
тивность Lb в диапазоне рН от 6.0 до 9.0. При сни-
жении рН с 9.0 до 6.0 пероксидазная активность
Lb увеличивалась почти в 2 раза (на 85%) (рис. 4).
Как известно, рН внутри клубенька находится в
диапазоне 6.4–6.8, и только при старении снижа-
ется до 6.0 [28], поэтому изменение пероксидаз-
ной активности Lb в физиологическом диапазоне
рН будет незначительным (~6%). Эти результаты
хорошо соотносятся с данными по Mb, перокси-
дазная активность которого увеличивается при
физиологическом снижении pH с 7.4 до 6.1 [27].

Зависимость разложения пероксидов от рН
объясняется тем, что при низком значении pH
оксоферрильный интермедиат (порфирин–
FeIV=O) протонируется с образованием интерме-
диата феррилгидроксила (порфирин–FeIV–OH–)
со значением pK = 3.5 (реакция 1) [6, 26]. Из-за
нестабильности феррилгидроксил электронно

эквивалентен трехвалентному гему и радикалу на
гидроксильном лиганде (реакция 2), порфирине
(реакция 3) или белке (реакция 4):

(1)

(2)

(3)

(4)

+= + →IV IV –порфирин–Fe O H  порфирин–Fe –OH ;

→IV – III •порфирин–Fe –OH порфирин–Fe – OH;
+→IV – • III –порфирин–Fe –OH  порфирин –Fe –OH ;

+→IV – III •порфирин–Fe –OH  порфирин–Fe белок .

Самовосстановление протонированной фор-
мы феррила происходит за счет отрыва электрона
от порфиринового кольца, белка или другого суб-
страта. Эта форма обеспечивает быструю регене-
рацию белка до метформы (порфирин–FeIII), что
и объясняет увеличение активности пероксидазы
гемопротеидов при кислых значениях рН [6].

Кислая среда способствует не только эли-
минации перекисей, но и перекисному окис-
лению ненасыщенных жирных кислот [29, 30],
в результате которого образуются алкоксиль-
ные (RO•) и алкилпероксильные (ROO•) ради-
калы и гидроперекиси липидов (LOOH)
[15, 26].

(5)

(6)

+ → = +III IV •порфирин–Fe  LOOH порфирин–Fe O LO ;

= + → +IV III •порфирин–Fe O LOOH порфирин–Fe  LOO .

Аналогичные данные были получены и для Mb,
который является структурным аналогом Lb. В
случае Mb повышенное перекисное окисление ли-
пидов наблюдалось при pH 5.0–5.5 [29]. Эти реак-
ции миоглобина имеют последствия при патологи-
ческих процессах, сопровождающихся ацидозом:
воспалении, ишемии/реперфузии миокарда и
острой почечной недостаточности.

Возможные механизмы пероксидазной активно-
сти гемоглобинов. Пероксидазы (КФ 1.11.1.Х) ка-
тализируют окисление широкого спектра суб-
стратов под действием пероксида водорода и дру-
гих пероксидов [22]. Их можно разделить на две
группы: 1) ферменты, которые по своей природе
являются пероксидазами (истинные пероксида-
зы), и 2) ферменты, которые превращаются в пе-

Рис. 4. pH-зависимость начальной скорости перокси-
дазной реакции, катализируемой Lb.
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роксидазы в результате активации (псевдоперок-
сидазы) [31].

Истинные пероксидазы устроены так, чтобы
белковая часть не подвергалась повреждению ок-
соферрильными интермедиатами, являющимися
окислителями субстратов. Наиболее яркая осо-
бенность таких пероксидаз – наличие ковалент-
ных связей между гемом и белком, предотвращаю-
щих его деградацию, высвобождение и участие в
неконтролируемых редокс-превращениях [32–34].
Кроме того, истинные пероксидазы не содержат
окисляемых аминокислот в непосредственной
близости от гема. Ковалентные связи между гемом
и белком могут быть результатом действия специ-
альных сшивающих ферментов или автокаталити-
ческого созревания. Например, сложноэфирные
связи в пероксидазах млекопитающих – это ре-
зультат автокаталитического созревания [35].

Каталитический цикл гем-содержащих перок-
сидаз начинается c быстрого взаимодействия
фермента и Н2О2 с образованием Соединения I
(порфирин+•–[FeIV=O]), которое содержит 2

окислительных эквивалента: оксоферрил-гем и
свободный радикал, локализованный в π-системе
гема. Соединение I восстанавливается донором
электронов, что приводит к образованию Соеди-
нения II, а затем нативного фермента [26, 36].

Взаимодействие Hb с Н2О2 или органическими
пероксидами также приводит к двухэлектроному
окислению белка с образованием феррильного
интермедиата (порфирин–FeIV=O) с катион ра-
дикалом на порфириновом кольце, аналогичного
Соединению II истинных пероксидаз [15, 26]. Од-
нако в отличие от пероксидаз, этот радикал ми-
грирует на аминокислоту (тирозин, триптофан,
гистидин, цистеин), расположенную вблизи ге-
мового кармана [15, 26]. В Lb обычно образуется
феноксильный радикал тирозина [17, 18, 37]. Эти
белковые радикалы участвуют в образовании
межмолекулярных и внутримолекулярных сши-
вок гем-белок [18, 37, 38], поэтому участие Lb в
пероксидазном каталитическом цикле, как пра-
вило, сопровождается окислительной инактива-
цией белка [17]:

(7)

(8)

Легоглобины сои, гороха, фасоли, бобов со-
держат три остатка тирозина в позициях 25, 30 и
132 (133 у соевого Lb). Lb люпина содержит только
один остаток тирозина в позиции 132, Tyr-30 за-
менен на фенилаланин [39]. Tyr-30 контактирует
с гемом, а Tyr-25 с крупными заряженными ли-
гандами в шестом координационном положении
гема. Остаток Tyr-132 взаимодействует с виниль-
ной группой пиррольного кольца. На Tyr-132, ве-
роятнее всего, и образуется феноксильный ради-
кал. Радикал может локализоваться и на остатке
Tyr-30, который также контактирует с гемом и,
следовательно, с кислородом оксоферрильного
интермедиата Lb-FeIV=O [18]. У Mb и Hb, как
правило, свободный радикал также локализуется
на остатке тирозина [40].

Феноксильный радикал тирозина может взаи-
модействовать с другой молекулой гидроперок-
сида водорода:

(9)
В условиях высокой концентрации органиче-

ских пероксидов они могут выступать в роли
восстановителей оксоферрильной формы Lb,
что сопровождается образованием пероксиль-
ных радикалов, которые усиливают окислитель-
ные повреждения:

(10)
Пероксильные радикалы могут образовывать-

ся на аминокислотных остатках самого белка, ча-
ще всего на остатках триптофана, тирозина и ци-
стеина, когда молекулярный кислород реагирует
с радикалом аминокислоты [26]:

(11)

Радикалы аминокислот могут окислять другие
молекулы: или субстраты, или сам белок. В первом
случае окисляются крупные молекулы, которые не
имеют доступа к гемовому карману [26, 41], во
втором – происходит межмолекулярный пере-

нос электронов, сопровождающийся образова-
нием белковых олигомеров.

Феррилформы Hb, Mb и Lb и радикалы, обра-
зовавшиеся на остатках аминокислот в белке,

++ → = +III • IV
2 2 2порфирин-Fe -белок H O порфирин -Fe O-белок Н О;

+ = … → = …• IV IV •порфирин -Fe O Tyr порфирин-Fe O Tyr-O .

+ → + i•
2 2 2Tyr-O Н О Tyr-OH HO .

= + → +IV III •
2Lb O ROOH Lb ROO .

+ = … → =
= … + → = … +

• IV IV

• IV • •
2 2

порфирин -Fe O Tyr порфирин-Fe

O Tyr-O O порфирин-Fe O Tyr -OO H O.



50

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 1  2022

КОСМАЧЕВСКАЯ и др.

индуцируют реакции свободнорадикального окис-
ления липидов мембран. Под действием образу-
ющихся при этом алкоксильных (RO•) и алкил-
пероксильные (ROO•) радикалов и гидропере-
кисей липидов (LOOH) [15, 26] происходит
окислительная модификация Hb, приводящая к де-
градации гема и высвобождению ионов железа. Ио-
ны железа катализируют образование свободных
радикалов в реакциях Фентона и Хабера–Вайса
[42]. Именно это отличает пероксидазы-гемоглоби-
ны от истинных пероксидаз, окислительная актив-
ность которых направлена на определенные суб-
страты. То же самое, скорее всего, происходит и с
окисленными интермедиатами Lb.

Lb может функционировать в пероксидазном
каталитическом цикле только при наличии ве-
ществ, восстанавливающих феррильный интер-
медиат до metLb. Одним из эффективных восста-
новителей Lb-FeIV=O является глутатион (GSH),
присутствующий в больших концентрациях в
растительных клетках клубеньков бобовых [43]. В
результате этой реакции образуется окисленный
дисульфид GSSG и тиильный радикал (GS•) со-
гласно реакциям:

(12)

(13)

Другими физиологическими восстановителя-
ми ferrylLb могут быть НАДН, НАДФН, флави-
ны, аскорбат и липоевая кислота [27, 44, 45], по-
этому наличие достаточных количеств восстанав-
ливающих субстратов может предотвратить как
инактивацию Lb, так и перекисное окисление ли-
пидов.

Для Hb обсуждается еще один способ быстрого
превращения оксоферрильного интермедиата в
метформу – реакция конпропорционирования,
когда окислителем и восстановителем является
один и тот же химический элемент в разных сте-
пенях окисления [46]:

(14)

Эта реакция происходит за счет межмолеку-
лярного переноса электронов между остатками
тирозина молекул Hb [46].

В отличие от оксоферрилгемоглобина, ферри-
лгемоглобин (гем-FeIV) вызывает не двух-, а од-
ноэлектронное окисление Н2О2:

(15)

В ходе этой реакции образуется супероксид и
далее происходит деградация гема [47].

Lb взаимодействует с Н2О2 не только в окис-
ленной, но и в оксигенированной форме. В этом
случае гемовая группа разрушается, высвобождая

= + → + +IV III •
2Lb О GSH Lb H O GS ;

+ →• •GS GS GSSG.

− = + − → − +IV II III
2 2Hb Fe O Hb Fe O 2Hb Fe O .

− ++ → + +i iIV III
2 2 2 2Lb H O Lb О О )H H( .

Fe2+, который восстанавливает Н2О2 до высоко-
реакционных гидроксильных радикалов.

Участвовать в пероксидазном каталитическом
цикле может и deoxyLb, количество которого в
клубеньках велико ~70–80% [48, 49]:

(16)
Биологическая роль пероксидазной активности

Lb. Если биологическая функция истинных пе-
роксидаз заключается в свободнорадикальном
окислении различных органических субстратов
пероксидом водорода и другими пероксидами, а
также в антиоксидантной защите, то биологиче-
ское значение пероксидазных свойств гемогло-
бинов двояко: они катализируют и образование,
и разложение пероксидов [29, 30, 50]. Поэтому
биологические последствия пероксидазной реак-
ции гемоглобинов зависят от баланса между элими-
нацией пероксида (антиоксидантная защита) и
продукцией свободных радикалов (окислительное
повреждение). Этот баланс зависит от восстанови-
тельного статуса клеток, а именно от концентрации
низкомолекулярных антиоксидантов: глутатиона,
аскорбиновой и мочевой кислот [12, 51].

Гемоглобины изначально не предназначены
для взаимодействия с гидропероксидами. Они
проявляют пероксидазную активность только то-
гда, когда меняются характеристики их активного
центра. Это может происходить либо из-за изме-
нения внешних условий (рН, окислительно-вос-
становительное состояние), либо как результат дей-
ствия веществ-активаторов (посттрансляционные
модификаторы аминокислотных остатков, гемовые
лиганды). Например, в цитоглобинах такими акти-
ваторами служат анионные липиды, которые запус-
кают структурные перестройки белка, ведущие к
его переходу из гексакоординированного состоя-
ния в пентакоординированное, делая гем доступ-
ным для гидропероксидной группы ROOH [52].

Обсуждается вклад псевдопероксидазной ак-
тивности гемоглобинов в антиоксидантную за-
щиту. Например, пероксидазная активность Mb
может быть частью антиоксидантной системы сер-
дечных и скелетных мышц, особенно в условиях
интенсивной работы или при гипоксии [27, 53].
Причем за счет пероксидазной реакции Mb мо-
жет участвовать в детоксикации этанола и аце-
тальдегида, восстанавливающих ferrylMb. Име-
ются данные, свидетельствующие о способности
внеклеточного Hb (deoxyHb и metHb) защищать
клетки от окислительного стресса, вызванного
высокими концентрациями Н2O2 [54, 55]. Цито-
глобин и нейроглобин также могут вносить свой
вклад в антиоксидантную защиту клеток, устра-
няя избыток пероксидов [56].

Пероксидазная активность Lb может иметь био-
логическое значение при старении корневых клу-
беньков, когда повышается концентрация metLb

+ → = +II IV
2 2 2Lb H O Lb-Fe O H O.
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[16, 23, 37, 57]. Старение клубеньков также сопро-
вождается смещением рН в кислую сторону [58],
что способствует усилению пероксидазной ак-
тивности Lb и связанного с этим перекисного
окисления липидов. Кроме того, в результате ста-
рения клубеньков возрастает количество гемово-
го комплекса Lb с никотиновой кислотой (NA) –
LbIII-NA [23]. Образование LbIII-NA в стареющих
клубеньках предотвращает развитие окисли-
тельных процессов, вызванных metLb, посколь-
ку этот комплекс не подвергается окислению пе-
роксидом водорода до оксоферрильных интер-
медиатов [17].

Возможно существование механизмов, повы-
шающих пероксидазную активность Lb при окис-
лительном стрессе. Например, в Mb ковалентное
связывание гема с белком (Mb-X) под действием
H2O2 увеличивает пероксидазную активность [53].
Хотя Lb во многом подобен миоглобину, неиз-
вестно, происходит ли активация его пероксидаз-
ной функции таким же способом, хотя при взаимо-
действии с пероксидами в Lb также происходит
пришивка гема к белку через остаток тирозина. Это
приводит к образованию зеленого соединения со
спектральными характеристиками, отличными от
феррил- и мет-формы Lb, так называемого легхо-
леглобина. Это соединение отличается от обрати-
мого Mb-X, поскольку не восстанавливается ас-
корбатом [59].

Таким образом, Lb может функционировать
как пероксидаза по отношению к органическому
гидропероксиду – пероксиду трет-бутила. Орга-
нические гидроперекиси в больших количествах
могут образовываться в клетках клубенька при
развитии окислительного стресса [60]. Несмотря
на то, что по каталитической активности Lb зна-
чительно уступает истинным пероксидазам, учи-
тывая высокую концентрацию этого гемопроте-
ида в клетках клубенька, он может обеспечить до-
полнительную антиоксидантную защиту в этих
условиях. К тому же включение Lb в пероксидаз-
ный каталитический цикл может быть более эф-
фективным и быстрым клеточным ответом на
окислительный стресс, чем синтез de novo истин-
ных цитоплазматических пероксидаз.

При проведении исследований использовали
оборудование Центра коллективного пользова-
ния “Промышленные биотехнологии” Федераль-
ного исследовательского центра “Фундаменталь-
ные основы биотехнологии” Российской акаде-
мии наук.
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Peroxidase Activity of Leghemoglobin of the Bean (Vicia faba L.) Nodules 
in Relation to tret-Butyl Hydroperoxide

O. V. Kosmachevskayaа, E. I. Nasybullinaа, and A. F. Topunovа, *
а Bach Institute of Biochemistry, Research Center of Biotechnology of the Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia

*e-mail: aftopunov@yandex.ru

Leghemoglobin (Lb) – hemoglobin of legume nodules, like many other hemoglobins, demonstrates peroxi-
dase activity and can oxidize various substances with the participation of H2O2 or organic peroxides. The per-
oxidase activity of Lb isolated from bean nodules (Vicia faba L.) was studied in reaction with tret-butyl hy-
droperoxide, an analog of organic hydroperoxides, and o-dianisidine as a reducing substrate. The reaction
catalyzed by Lb had classical Michaelis kinetics (Vmax = 1.3 M/min mM of heme, Km = 0.8 mmol/L). The
concentrations of substrates not limited the peroxidase reaction rate were determined – 0.8 mmol/L for o-
dianisidine and 1 mmol/L for tret-butyl hydroperoxide. With pH decrease from 9 to 6, Lb peroxidase activity
increased almost twice. This may be important for nodules in vivo, for example, during their aging, when pH
decreases and oxidized Lb content increases. Although Lb is inferior in peroxidase activity to the true perox-
idases, it can provide additional antioxidant protection under oxidative stress, considering its high concentra-
tion in nodules.

Keywords: leghemoglobin, hemoglobin, myoglobin, horse radish peroxidase, pseudoperoxidase activity, tret-
butyl hydroperoxide
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Предложен новый подход к увеличению продукции и изменению качественного состава стильбенов –
ценных для здоровья человека веществ, в культуре клеток винограда при помощи 13 биопрепаратов
на основе эндофитных бактерий и грибов дикорастущего винограда Vitis amurensis Rupr. Биопрепа-
раты на основе эндофитных бактерий увеличивали содержание стильбенов в 1.3–1.5 раза, биопре-
параты на основе эндофитных грибов – в 2.0–3.5 раза. Максимальное увеличение общего содержа-
ния стильбенов наблюдали при культивировании клеток винограда в течение 3 сут с 10 мг биопре-
парата на основе Trichoderma sp. – 3.07 мг/г сухой биомассы клеток. Увеличение содержания
стильбенов при использовании биопрепаратов на основе эндофитов в культуре клеток винограда
V. amurensis происходило за счет достоверного увеличения экспрессии генов биосинтеза стильбенов –
фенилаланин-аммиак-лиаз (PAL) и стильбен-синтаз (STS). Биопрепараты на основе природных эн-
дофитов V. amurensis являются перспективным и экологичным стимулятором увеличения содержа-
ния стильбенов в культуре клеток винограда.

Ключевые слова: эндофиты винограда, биосинтез стильбенов, культура клеток винограда, ресвера-
трол, стильбены, стильбен-синтазы (STS), фенилаланин аммиак лиазы (PAL), эндофиты, Vitis amu-
rensis
DOI: 10.31857/S0555109922010020

Стильбены – относительно небольшая группа
природных фенольных соединений, которые встре-
чаются в ряде неродственных семейств растений,
таких как арахис (Fabaceae), сосна (Pinaceae) или
виноград (Vitaceae). Известно, что виноград – лидер
по содержанию ресвератрола среди растений. Клю-
чевой и наиболее известный стильбен – это транс-
ресвератрол (3,5,4'-тригидрокси-транс-стильбен),
который является основным предшественником в
биосинтезе остальных стильбенов [1]. Ресвератрол
способен предупреждать возникновение и разви-
тие сердечно-сосудистых и онкологических забо-
леваний, оказывать антиаллергическое действие,
замедлять процесс старения [2, 3]. Помимо по-
лезных свойств для здоровья человека, установ-
лено, что стильбены играют также важную роль в
защите растений от микробных патогенов [4].

Содержание ресвератрола в растительном сы-
рье не превышает сотых долей процента от сухой
массы, что увеличивает стоимость производства
стильбенов в промышленных масштабах. На сего-
дняшний день в биотехнологии существует мно-

жество способов стимуляции биосинтеза стиль-
бенов, но в основном эти подходы основаны на
использовании химических веществ, которые мо-
гут оказывать неблагоприятное действие на здо-
ровье человека.

В последние годы активно развивается на-
правление, основанное на изучении влияния эн-
дофитов растений и препаратов на их основе на
растения, их устойчивость к биотическим и абио-
тическим стрессам, повышение урожайности и
качество плодов, в том числе на содержание вто-
ричных метаболитов. К эндофитам растений от-
носят эндосимбионты, бактерии, грибы, вирусы,
которые населяют растение, не вызывая при этом
никаких заболеваний [5].

В настоящее время есть несколько работ по-
священных изучению влияния эндофитных гри-
бов винограда на метаболизм в культуре клеток
винограда. Было показано, что совместное культи-
вирование клеток винограда с разными штаммами
грибов приводило к появлению новых метаболитов
(от 1 до 11) специфичных для штамма/рода эндо-

УДК 577.218
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фитных грибов, ранее не характерных для культу-
ры клеток винограда [6]. Кроме того, добавление
эндофитов-грибов к культуре клеток винограда
приводило к изменению профиля первичного и
вторичного метаболизма. Изменялись общее со-
держание сахаров, титруемая кислотность, содер-
жание общего растворимого белка, общее содер-
жание флавоноидов и фенолов, малонового ди-
альдегида, а также активность антиоксидантных
ферментов, гваякол-зависимой пероксидазы, су-
пероксиддисмутазы и фенилаланин-аммиак-ли-
азы (PAL) [7]. Грибы-эндофиты могут продуци-
ровать разные элиситоры или другие сигнальные
молекулы, которые в свою очередь могут вызы-
вать различные метаболические изменения, по-
этому окислительный ответ может быть обычной
реакцией клеток при изменении метаболизма в
растениях-хозяевах [8].

Недавно китайские ученые установили, что
совместное культивирование каллусов винограда
с грибами-эндофитами по-разному влияет на об-
щую концентрацию антоцианов и активность
PAL в клетках винограда. При совместном куль-
тивировании штаммов грибов Alternaria alternata
и Epicoccum nigrum с клетками винограда содержа-
ние антоцианов увеличивалось на 74 и 28% соот-
ветственно, в то время как со-культивирование
другого штамма A. alternata с каллусами винограда
снижало содержание антоцианов на 19% [9]. Та-
ким образом, совместное культивирование каллу-
сов винограда и грибов-эндофитов индуцировало
защитные реакции клеток винограда, приводящее
к метаболическим изменениям.

Дикий виноград V. amurensis, произрастающий
на Дальнем Востоке (Россия), является уникаль-
ным растением, поскольку выдерживает доволь-
но низкие температуры, а также содержит больше
всего стильбенов, по сравнению с другими вида-
ми винограда [10, 11]. Эндофиты дикого виногра-
да V. amurensis в настоящее время практически не
изучены, но являются интересным объектом для
исследований, поскольку находятся в природной
среде, и, возможно, способствуют устойчивости
дикорастущего винограда к абиотическим и био-
тическим стрессам. Ранее [12] было показано, что
добавление нативных эндофитных бактерий и гри-
бов к культуре клеток винограда достоверно увели-
чивало содержание стильбенов (в 2.2–16.3 раза),
но ингибировало рост клеток. Стимуляция био-
синтеза стильбенов в культуре клеток винограда
при помощи жизнеспособных клеток эндофитов
неэффективна и не применима в производстве,
поскольку скорость роста бактерий и грибов зна-
чительно выше, чем клеток культуры винограда.
Создание для производства альтернативных эли-
ситоров/биопрепаратов на основе эндофитов ви-
нограда в этом случае может способствовать сти-
муляции биосинтеза стильбенов.

Цель работы – получение новых биопрепара-
тов на основе эндофитных бактерий и грибов ви-
нограда V. amurensis, анализ их влияния на продук-
цию ресвератрола, качественный состав стильбе-
нов и экспрессию генов биосинтеза ресвератрола и
его предшественников, а именно генов PAL и STS,
в культуре клеток винограда.

МЕТОДИКА
Выделение и идентификация штаммов эндофит-

ных бактерий и грибов винограда V. amurensis.
Стебли и листья дикорастущего винограда V. amu-
rensis (молодые стебли длиной 7–8 см с тремя здо-
ровыми листьями) были отобраны в неохраняе-
мой природной зоне в районе г. Владивостока
(Россия) в июне–сентябре 2018–2020 гг. Каждый
образец растения доставлялся в лабораторию в
течение 30 мин. Ткани листа и стебля (1.5 г) промы-
вали под проточной водой с мылом, затем в сте-
рильных условиях промывали в 75%-ном спирте в
течение 2 мин, а затем 1 мин в 10%-ном растворе
пероксида водорода и затем стерильной водой
5 раз. Для проверки эффективности выбранного
способа поверхностной стерилизации и отсут-
ствия микроорганизмов 100 мкл последней про-
мывной воды растирали шпателем на чашках
Петри с агаризованной картофельно-декстроз-
ной питательной средой (PDA, “Neogene”, Вели-
кобритания) для грибов и агаризованной средой
R2A для бактерий [13]. После трехдневной инку-
бации рассева последней промывной воды на
чашках с питательными средами не было выявле-
но роста микроорганизмов, что подтверждало ка-
чественную поверхностную стерилизацию тка-
ней винограда.

В стерильной ступке поверхностно стерилизо-
ванную ткань листьев и стеблей дикого винограда
измельчали до однородного состояния, отжима-
ли сок и наносили 100 мкл полученного сока на
чашки Петри со средой PDA и R2A. Через три дня
(для бактерий) и пять дней (для грибов) вырос-
шие колонии бактерий и грибные изоляты отби-
рали и осторожно переносили на новую стериль-
ную чашку для повторного культивирования.

Выделение ДНК отдельных колоний бактерий
и грибов проводили методом с гексадецилтриме-
тиламмония бромида (CTAB) с модификациями
[14]. Для получения последовательности генов
16S рРНК размером приблизительно 1500 п.н. для
амплификации использовали универсальные
праймеры 8F, 5'AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG и 1522R, 5'AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA
[15]. Универсальные праймеры 5'AGG AGA AGT
CGT AAC AAG G и 5'TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC были использованы для амплификации
последовательности межгенного спейсера ITS1
размером ~560 п.н. [16]. ПЦР-продукты секвени-
ровали с помощью генетического анализатора
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ABI 3130 (“Applied Biosystems”, США) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Для анализа
последовательности использовалась программа
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Множе-
ственные выравнивания последовательностей
были выполнены с помощью программы ClustalX
[17]. Идентичность последовательности ≥99% счи-
тали достаточным пороговым значением для таксо-
номической идентификации.

Получение биопрепаратов на основе эндофитов
винограда V. amurensis. Для создания биопрепара-
тов на основе эндофитов винограда были выбра-
ны наиболее часто встречающиеся 7 родов эндо-
фитных бактерий и 6 родов эндофитных грибов.
Эндофитные бактерии и грибы выращивали в
50 мл жидких питательных сред R2A (для бакте-
рий) и PD (для грибов) при 23°С в темноте при
постоянном перемешивании 130 об./мин. Полу-
ченные суспензии эндофитных бактерий и гри-
бов переносили в пробирки на 50 мл (типа фаль-
кон) и центрифугировали на центрифуге СМ-6М
( “ELMI ltd.”, Латвия) 5 мин при 2100 g. Получен-
ный осадок сушили в термостате при 45°С до пол-
ного видимого испарения влаги в течение 5 сут.
Полученный сухой осадок эндофитных бакте-
рий и грибов автоклавировали при 120°С и
0.8 атм. 20 мин.

Обработка клеток винограда биопрепаратом на
основе эндофитов винограда V. amurensis. Каллу-
сная культура V7 была получена в 2017 г. из моло-
дых лиан взрослого растения V. amurensis, как
описано в работе [18]. Для получения 50 мл сус-
пензионной клеточной культуры винограда V7
использовали 2.0 г сырой биомассы каллуса V7,
взятой на 30 сут выращивания, так как ранее было
показано, что на 30–35 сут выращивания наблюда-
ли самые высокие показатели биосинтеза стильбе-
нов в каллусах винограда [19].

Для культивирования суспензии клеток вино-
града использовали жидкую модифицированную
питательную среду Мурасиге и Скуга, следующе-
го состава: NH4NO3 – 0.4 г/л, KNO3 – 1.9 г/л, Ca-
Cl2⋅2H2O – 0.44 г/л, MgSO4⋅7H2O – 0.37 г/л,
KH2PО4 – 0.17 г/л, H3BO3 – 6.2 мг/л, MnSO4 –
16.9 мг/л, CoCl2⋅6H2O – 0.025 мг/л, CuSO4⋅5H2O –
0.025 мг/л, ZnSO4⋅7H2O – 8.6 мг/л, Na2MoO4⋅2H2O –
0.25 мг/л, KI – 0.83 мг/л, FeSO4⋅7H2O – 27.8 мг/л,
Na2ЭДТА⋅2H2O – 37.3 мг/л, мезоинозит – 100 мг/л,
пептон ферментативный для бактериологических
питательных сред сухой – 100 мг/л, витамин B1 –
0.2 мг/л, витамин B6 – 0.5 мг/л, витамин РР –
0.5 мг/л, L-цистеин – 5 мг/л, сахароза – 25 г/л,
6-бензиламинопурин – 0.5 мг/л, альфа-нафти-
луксусная кислота – 2 мг/л.

Культуру клеток винограда V7 выращивали в
50 мл питательной среды в темноте на орбиталь-
ном шейкере (110 об./мин) при температуре 23°С
в течение 7 сут. Затем в стерильных условиях в

колбу добавляли по 10 мг полученных биопрепа-
ратов эндофитных бактерий и по 10 и 20 мг био-
препаратов эндофитных грибов. Предварительно
биопрепараты растирали в ступках в порошок в
стерильных условиях. Для оценки влияния био-
препаратов на основе эндофитных бактерий и
грибов на рост биомассы, содержание и продук-
цию стильбенов клетки винограда V7 культиви-
ровали с биопрепаратами в течение 3 и 7 сут (все-
го 10 и 14 сут соответственно). Эксперименты по-
вторяли 3 раза.

Выделение РНК, получение комплементарной
ДНК (кДНК) и количественная оценка экспрессии
генов PAL и STS. Выделение РНК проводили из
10-суточной культуры клеток V7, что соответство-
вало 3 сут после внесения биопрепаратов на осно-
ве эндофитов. Полную изоляцию РНК проводи-
ли с использованием CTAB-протокола [20]. Ком-
плементарные ДНК были синтезированы как
описано ранее [21]. Количественный ПЦР с де-
текцией результатов в реальном времени (ПЦР
РВ) проводили с помощью флуоресцентного кра-
сителя EvaGreen (“Biotium”, США), используя
набор реагентов ПЦР-комплект для ПЦР в реаль-
ном времени в соответствии с рекомендациями
производителя (“Синтол”, Россия), как описано
в работе [22]. Для амплификации использовали
прибор DT-prime с функцией детекции результа-
тов в реальном времени (“ДНК Технология”,
Россия).

Обработку результатов проводили с использова-
нием программного обеспечения RealTime_PCR
v.7.3 (“ДНК Технология”, Россия), обсчет – по
методу ΔΔCt [23]. Данные ПЦР-РВ были получе-
ны на кДНК из двух независимых эксперимен-
тов. Для образцов кДНК каждого эксперимента
было сделано 6 аналитических повторностей на
каждую пробу (3 были нормализованы к гену Ac-
tin, 3 к Gapdh). Полученные данные проверены по
спаренному критерию Стьюдента. Уровень значи-
мости в 0.05 был выбран как минимальное значе-
ние статистической разницы во всех эксперимен-
тах. Последовательность праймеров, используемых
для анализа экспрессии, а также идентификацион-
ные номера генов PAL и STS в базе данных (Gen-
Bank, NCBI) представлены в ранее опубликован-
ной работе [24].

Определение содержания стильбенов в клетках
винограда V. amurensis. Высушенные, порошкооб-
разные образцы культуры V7 (100 мг) экстрагиро-
вали 2 мл 95%-ного этанола в течение 2 ч при
60°С, затем очищали с помощью нейлоновых
шприц-фильтров OlimPeak, размер пор 0.45 мкм,
диаметр 13 мм (“Teknokroma”, Испания) и далее
проводили анализ методом ВЭЖХ. Измерение
для каждого образца повторяли 3 раза.

Идентификацию и количественную оценку
всех стильбенов проводили с использованием
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аналитической системы ВЭЖХ LC-20AD XR (“Shi-
madzu”, Япония) и коммерчески доступных стан-
дартов. Данные ВЭЖХ с диодно-матричной детек-
цией были записаны в диапазоне 200–500 нм, хро-
матограммы для количественного определения
были получены при 310 нм. Хроматографическое
разделение проводили на колонке Shimpack GIST
C18 (150 мм, 2.1 нм i.d., размер детали 3 мкм, “Shi-
madzu”, Япония).

Экстракты из культур клеток разделяли с ис-
пользованием 0.1%-ной муравьиной кислоты (А)
и ацетонитрила (В) в качестве подвижных фаз, со
следующим профилем элюирования: от 0 до
35 мин 0% В; от 35 до 40 мин, 40% В; от 40 до
50 мин, 50% В; от 50 до 65 мин 100% В. Экстракт
образца (3 мкл) вводили при постоянной темпе-
ратуре колонки 40°С и скорости потока, поддер-
живаемой на уровне 0.2 мл/мин.

Содержание стильбенов определяли с помощью
внешних стандартов с использованием калибро-
вочных кривых пятиточечной регрессии, постро-
енных с использованием доступных стандартов.
Аналитические стандарты транс-ресвератрол,
транс-пицеид, транс-пицеатаннол – фирмы “Sig-
ma-Aldrich” (США), дельта-виниферин – фирмы
“Panreac AppliChem” (Германия). Цис-изомеры
ресвератрола и пицеида были получены под воз-
действием солнечного света на соответствующий
стандартный раствор, содержащий транс-изо-
мер, как сообщалось ранее [20].

Статистический анализ полученных результа-
тов. Данные представлены как среднее значение ±
± стандартная ошибка. Значимость различий оце-
нивали с помощью t-критерия Стьюдента. Для всех
тестов был выбран уровень значимости 0.05. Дан-
ные по содержанию стильбенов в культуре клеток
винограда V7 после обработки эндофитными био-
препаратами получены с использованием трех био-
логических повторностей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор эндофитов винограда для получения
биопрепаратов на основе эндофитов. Ранее было
изучено разнообразие биологического сообще-
ства эндофитов винограда – бактерий и грибов
(не опубликованные данные). Выявлено, что по
количественному соотношению выросших на
чашках колоний, наиболее часто встречаются в
тканях винограда бактерии представители родов
Agrobacterium, Bacillus, Curtobacterium, Erwinia, Pan-
toae, Pseudomonas, Xantomonas, и грибы представи-
тели родов Alternaria, Biscogniauxia, Cladosporium,
Didymella, Fusarium, Trichoderma. Штаммы предста-
вители этих родов были отобраны для получения
биопрепаратов на основе эндофитов. Были выде-
лены образцы ДНК 7 штаммов бактерий Agrobac-
terium sp., Bacillus sp., Curtobacterium sp., Erwinia sp.,

Pantoae sp., Pseudomonas sp., Xantomonas sp. и
6 изолятов грибов Alternaria sp., Biscogniauxia sp.,
Cladosporium sp., Didymella sp., Fusarium sp., Tricho-
derma sp. Далее секвенировали участки 16S рРНК
для бактерий и участок межгенного спейсера
ITS1 для грибов и определяли процент идентич-
ности с ранее известными штаммами микроорга-
низмов при помощи специализированной про-
граммы NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
(табл. 1) [12].

Влияние биопрепаратов на основе эндофитов ви-
нограда V. amurensis на биомассу клеток винограда
V7. Для анализа влияния биопрепаратов на ос-
нове эндофитов на биомассу клеток винограда, в
7-суточную культуру добавляли биопрепараты и
продолжали культивирование в течение 3 и 7 сут.
По окончанию времени клетки извлекали из
жидкой питательной среды, высушивали до по-
стоянного веса и взвешивали.

После 3 сут культивирования клеток виногра-
да V7 с биопрепаратами на основе бактерий био-
масса высушенных клеток не изменялась (рис. 1а).
Добавление 20 мг биопрепаратов на основе гри-
бов Trichoderma sp. и Fusarium sp. снижало биомас-
су клеток в 1.5 и 1.2 раза (рис. 2а). После 7 сут
культивирования с биопрепаратами на основе
Curtobacterium sp. и Xantomonas sp. также достовер-
но уменьшалась сухая масса клеток относительно
контроля (рис. 1г). При культивировании клеток
винограда с 20 мг биопрепарата на основе грибов
Alternaria sp. и Cladosporium sp. в течение 7 сут на-
блюдалось небольшое увеличение биомассы кле-
ток (рис. 2г). В то же время добавление 10 мг био-
препарата на основе Trichoderma sp. достоверно сни-
жало биомассу клеток. Остальные биопрепараты на
основе эндофитов достоверно не влияли на прирост
биомассы клеток V7 (рис. 1а, 1г и рис. 2а, 2г).

Содержание стильбенов в культуре клеток вино-
града V7 при добавлении биопрепаратов на основе
эндофитов. После добавления в 7-суточную сус-
пензию клеток винограда V7 биопрепаратов на
основе эндофитов через 3 и 7 сут методом ВЭЖХ
анализировали общее содержание стильбенов.

При культивировании клеток V7 c внесенны-
ми биопрепаратами на основе эндофитных бакте-
рий Curtobacterium sp., Erwinia sp., Pseudomonas sp.
и Xantomonas sp. за 3 сут общее содержание стиль-
бенов увеличивалось в 1.3–1.5 раза относительно
контроля (рис. 1б). Культивирование клеток вино-
града в течение 7 сут совместно с биопрепаратами
на основе бактерий Agrobacterium sp., Bacillus sp.,
Curtobacterium sp., Erwinia sp. и Pantoae sp. увеличи-
вало общее содержание стильбенов в 1.7–2.6 раза
относительно контроля (рис. 1д).

При 3-суточном культивировании клеток ви-
нограда V7 с биопрепаратами на основе отобран-
ных эндофитных грибов достоверно увеличива-
лось общее содержания стильбенов в пределах
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1.5–3.5 раза во всех анализируемых образцах. Мак-
симальное содержание стильбенов было определе-
но при культивировании клеток винограда в тече-
ние 3 сут с биопрепаратами на основе Fusarium sp.
(20 мг) и Trichoderma sp. (10 мг) – 2.68 и 3.07 мг/г
сухой биомассы клеток V7 соответственно (рис. 2б).
Культивирование с биопрепаратами на основе
Biscogniauxia sp. и Trichoderma sp. в течение 7 сут
увеличивало общее содержание стильбенов в 5.6
и 4.7 раза соответственно (рис. 2д).

Необходимо отметить, что общее содержание
стильбенов в контрольной культуре клеток значи-
тельно снижалось с увеличением времени культи-
вирования. Максимальное значение в контроль-
ной культуре на 10 сут составило 0.88 мг/г сухой
биомассы клеток V7, в то время как общее содер-
жание стильбенов в 14-суточной культуре клеток
уже в 3 раза меньше 0.29 мг/г. Определение коли-
чественного и качественного состава стильбенов
проводили на 10 сут (через 3 сут культивирова-
ния с биопрепаратами эндофитов) (рис. 1б, 1д и
рис. 2б, 2д).

Результаты анализа показали, что при культи-
вировании клеток винограда V7 с биопрепарата-
ми на основе бактерий Bacillus sp. и Erwinia sp. со-
держание олигомеров ресвератрола достоверно
увеличивалось, а именно эпсилон-виниферина в
5.7 и 5.9 раза соответственно, а дельта-винифери-
на при добавлении биопрепаратов на основе Cur-
tobacterium sp. и Xantomonas sp. в 4 раза (табл. 2).
Достоверно увеличивалось содержание цис-пице-
ида (в 2.4 раза) при добавлении к культуре клеток

винограда V7 биопрепарата на основе Pseudomo-
nas sp. (табл. 2). Таким образом, содержание ви-
ниферинов в культуре клеток винограда после до-
бавления биопрепаратов на основе эндофитных
бактерий достигало 42–71% от общего количе-
ства стильбенов в клетках, при этом количество
виниферинов в контроле составляло только 20%
от общего количества синтезируемых клетками
стильбенов.

Как и при добавлении биопрепаратов на осно-
ве бактерий, внесение биопрепаратов на основе
отобранных эндофитных грибов достоверно уве-
личивало процентное соотношение винифери-
нов во всех анализируемых образцах, до 41–73%
от общего содержания стильбенов в культуре кле-
ток винограда V7 (табл.3). Наибольшее увеличе-
ние эпсилон- и дельта-виниферинов в клетках ви-
нограда V7 было отмечено после культивирова-
ния с биопрепаратами на основе Alternaria sp.
(10 мг), Fusarium sp. (20 мг) и Trichoderma sp. (10 мг)
(табл. 3). При добавлении 10 мг биопрепарата на
основе Trichoderma sp. достоверно увеличивалось
содержание цис-ресвератрола и достигало 0.03 мг/г
(табл. 3). Содержание цис-пицеида и пицеэтанола
увеличивалось после обработки биопрепаратами
на основе Alternaria sp. и Didymella sp. (табл. 3).

Продукция стильбенов в культуре клеток вино-
града после обработки биопрепаратами на основе
эндофитов. Анализ влияния биопрепаратов на ос-
нове эндофитов на рост биомассы и общее содер-
жание стильбенов в культуре клеток винограда
позволил вычислить общую продукцию стильбе-

Таблица 1. Характеристики бактерий и грибов на основе последовательностей генов 16S рРНК (бактерии)
и межгенного спейсера ITS1 (грибы), используемых в экспериментах, выделенных из микробиома виногра-
да V. amurensis

* Полученные нуклеотидные последовательности собирали с помощью программы Staden Package. Процент идентичности
собранных нуклеотидных последовательностей определялся с помощью специализированной программы NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), используя алгоритм Nucleotide Blast (nucleotide – nucleotide BLAST) [12].

№ Последова-
тельность

Род и идентификатор 
последовательности*

Близкий вид и идентификатор 
последовательности

Процент 
идентичности

1 16S рРНК Agrobacterium (MZ424738) Agrobacterium rubi (MN752429.1) 99.17%
2 16S рРНК Bacillus (MZ424739) Bacillus thuringiensis (KU179338.1) 100%
3 16S рРНК Curtobacterium (MZ424740) Curtobacterium flaccumfaciens (AJ310414.1) 100%
4 16S рРНК Erwinia (MZ424741) Erwinia billingiae (KM408608.1) 100%
5 16S рРНК Pantoae (MZ424742) Pantoea agglomerans (MT605813.1) 99.75%
6 16S рРНК Pseudomonas (MZ424743) Pseudomonas alkylphenolica (MN813762.1) 99.89%
7 16S рРНК Xanthomonas (MZ424744) Xanthomonas campestris (MN108237.1) 99.13%
8 ITS1 Alternaria (MZ427922) Alternaria tenuissima (KF308883.1) 100%
9 ITS1 Biscogniauxia (MZ427923) Biscogniauxia maritima (MN341558.1) 100%

10 ITS1 Cladosporium (MZ427924) Cladosporium perangustum (MT645918.1) 100%
11 ITS1 Didymella (MZ427925) Didymella negriana (MK100201.1) 100%
12 ITS1 Fusarium (MZ427927) Fusarium tricinctum (MT446111.1) 100%
13 ITS1 Trichoderma (MZ427928) Trichoderma harzianum (MT422092.1) 98.97%
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Рис. 1. Характеристика культуры клеток винограда V. amurensis V7 на 3 (а–в) и 7 сут (г–е) после внесения биопрепара-
тов на основе эндофитных бактерий: сухая биомасса клеток (а, г, г/л), общее содержание стильбенов (б, д, мг/л) и про-
дуктивность (в, е, мг/г). К– контрольная культура клеток V7 без добавления биопрепаратов, 1 – биопрепарат на осно-
ве Agrobacterium sp., 2 – Bacillus sp., 3 – Curtobacterium sp., 4 – Erwinia sp., 5 – Pantoae sp., 6 – Pseudomonas sp., 7 – Xan-
tomonas sp. Результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. Средние значения, за которыми
следует одна и та же буква, не различались по критерию Стьюдента. p < 0.05 считали статистически значимым.
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нов в клетках винограда V7 на 3 и 7 сут совместно-
го культивирования с биопрепаратами на основе
эндофитных бактерий и грибов.

При добавлении биопрепаратов на основе бак-
терий продукция стильбенов на 3 сут в культуре
клеток увеличивалась в 1.3–1.6 раз (рис. 1в), и в
1.5–3.6 раза относительно контроля на 7 сут
(рис. 1е). Среди биопрепаратов на основе бакте-
рий самая высокая продукция стильбенов была от-
мечена при культивировании в течение 3 сут с био-
препаратом на основе Curtobacterium sp. – 3.02 мг/л
питательной среды (рис. 1в). На 7 сут максималь-
ная продукция стильбенов наблюдалась при вне-

сении биопрепарата на основе Agrobacterium sp. –
3.5 мг/л питательной среды. По-видимому ее
увеличение происходило как за счет небольшого
увеличения сухой биомассы клеток, так и за счет
увеличения содержания стильбенов в клетках в
2.6 раза (рис. 1е).

Самое высокое значение продукции стильбе-
нов было определено при культивировании кле-
ток винограда V7 с биопрепаратами на основе
грибных эндофитов в течение 3 сут. Продукция
была выше контрольных значений в 1.4–3.7 ра-
за, что было результатом увеличения содержа-
ния стильбенов во всех анализируемых пробах
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Рис. 2. Характеристика культуры клеток винограда V. amurensis V7 на 3 (а– в) и 7 сут (г–е) после воздействия биопре-
паратов на основе эндофитных грибов: сухая биомасса (а, г г/л), общее содержание стильбенов (б, д мг/г), продуктив-
ность (в, е мг/л) клеток суспензионной культуры клеток винограда. К – контроль, культура клеток V7 без добавления
биопрепаратов, 8 – биопрепарат на основе Alternaria sp., 10 и 20 мг, 9 – Biscogniauxia sp., 10 и 20 мг, 10 – Cladosporium sp.,
10 и 20 мг, 11 – Didymella sp., 10 и 20 мг, 12 – Fusarium sp., 10 и 20 мг, 13 – Trichoderma sp., 10 и 20 мг. Результаты пред-
ставлены как среднее значение ± стандартная ошибка. Средние значения, за которыми следует одна и та же буква, не
различались по критерию Стьюдента. p < 0.05 считали статистически значимым.
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(рис. 2б). Максимальные значения продукции
стильбенов в культуре клеток винограда были от-
мечены на 3 сут культивирования с биопрепара-
том на основе гриба Alternaria sp. (20 мг) – 4.3 мг/л
питательной среды и биопрепаратом на основе
Trichoderma sp. (10 мг) – 6.8 мг/л питательной сре-
ды (рис. 2в).

Биопрепараты на основе эндофитных грибов
на 7 сут культивирования увеличивали продук-
цию стильбенов в 1.6–4.2 раза относительно кон-
троля. Высокие показатели продукции стильбенов
на 7 сут культивирования отмечали при внесении

10 мг биопрепарата на основе Biscogniauxia sp. –
4.1 мг/л питательной среды и при добавлении 10 и
20 мг биопрепарата на основе Trichoderma sp. – 2.6
и 3.7 мг/л соответственно (рис. 2е).

Анализ экспрессии генов PAL и STS в культуре
клеток винограда после обработки биопрепаратами
на основе эндофитов. Для того чтобы доказать, что
увеличение общего содержания стильбенов в
культуре клеток после обработки биопрепарата-
ми на основе эндофитов происходило за счет ак-
тивации биосинтеза стильбенов, была проанали-
зирована экспрессия ключевых генов биосинтеза
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стильбенов в клетках винограда, а именно пяти
генов PAL и десяти генов STS. В эксперименте ис-
пользовали препараты, которые в большей степе-
ни увеличивали общее содержание стильбенов, а
именно на основе бактерий Curtobacterium sp. и
Xantomonas sp., и на основе грибов Alternaria sp.,
Cladosporium sp., Fusarium sp. и Trichoderma sp. Био-
препарат на основе бактерий Agrobacterium sp. до-
стоверно не влиял на содержание стильбенов в
культуре клеток винограда при оценке на 3 сут по-
сле его внесения (рис. 1б, табл. 2), поэтому проана-
лизированная экспрессия генов PAL и STS в этом
эксперименте была использована в качестве до-
полнительного контроля.

Анализ экспрессии генов PAL после внесения
биопрепаратов на основе эндофитов достоверно
показал увеличение экспрессии гена PAL1 в 1.9–
9.0 раз во всех культурах клеток, кроме тех, куда
были добавлены биопрепараты на основе Agro-
bacterium sp. и Trichoderma sp. (рис. 3а). Экспрес-
сия гена PAL2 была достоверно выше (в 5–16 раз)
в культуре клеток V7 после добавления биопрепа-
ратов на основе Xantomonas sp., Cladosporium sp. и
Fusarium sp. (рис. 3а). В трех из четырех культур
клеток винограда, которые культивировали с
биопрепаратами на основе грибов, а именно
Cladosporium sp., Fusarium sp., Trichoderma sp., экс-
прессия гена PAL3 достоверно увеличивалась – в
пределах 3.4–5.8 раза (рис. 3а). Добавление био-
препаратов на основе Xantomonas sp. и Cladospori-
um sp. в культуру клеток винограда V7 достоверно
увеличивали экспрессию генов PAL4 и PAL5 в
3.7–9.6 раз по сравнению с контролем (рис. 3а).

Анализ экспрессии генов STS показал, что до-
стоверно наблюдали увеличение экспрессии
STS1 в пределах 2.3–3.5 раза при внесении всех
анализируемых биопрепаратов, кроме биопрепа-
рата на основе Agrobacterium sp. и Trichoderma sp.
(рис. 3б). Экспрессия гена STS2 и STS3 была вы-
ше в 1.7–2.3 раза после культивирования клеток
винограда V7 с биопрепаратами на основе Xanto-
monas sp. и Fusarium sp. Также экспрессия гена
STS2 достоверно увеличивалась при добавлении
биопрепарата на основе Trichoderma sp., и экс-
прессия гена STS3 была выше относительно кон-
троля при добавлении биопрепарата на основе
Cladosporium sp. (рис. 3б). В то же время, добавле-
ние биопрепарата на основе Agrobacterium sp. при-
водило к достоверному ингибированию уровня
экспрессия генов STS2 и STS3 в клетках виногра-
да (рис. 3б). Уровень экспрессии гена STS4 досто-
верно возрастал в 1.6–3.0 раза при добавлении к
клеткам винограда биопрепаратов на основе Al-
ternaria sp., Fusarium sp., Trichoderma sp. Добавле-
ние всех анализируемых биопрепаратов, кроме
биопрепарата на основе Agrobacterium sp., досто-
верно увеличивало уровень экспрессии гена STS5
(в 3.0–6.8 раз) в культуре клеток винограда V7
(рис. 3б).

Экспрессия гена STS6 достоверно увеличива-
лась в клетках винограда при добавлении биопре-
паратов на основе Curtobacterium sp., Xantomonas sp.,
Alternaria sp., Cladosporium sp. и Fusarium sp. в пре-
делах 5.4–12 раз (рис. 3в). Добавление биопрепа-
ратов на основе выбранных грибов и на основе
бактерий Curtobacterium sp. достоверно увеличи-
вали уровень экспрессии гена STS7 в 3.5–20 раз в
культуре клеток винограда V7, при этом макси-
мальный уровень экспрессии гена STS7 был от-
мечен при добавлении биопрепарата на основе
Trichoderma sp. (рис. 3в). Уровень экспрессии STS8
достоверно увеличивался в 9.8–15 раз в клетках ви-
нограда при внесении биопрепаратов на основе
Xantomonas sp. и Cladosporium sp. (рис. 3в), а гена
STS9 в 2.7–6.6 раз после культивирования со все-
ми выбранными биопрепаратами, кроме Agrobac-
terium sp. и Trichoderma sp. (рис. 3в). Также во всех
анализируемых образцах, кроме клеток обрабо-
танных биопрепаратом на основе Agrobacterium sp.,
достоверно увеличивалась экспрессия гена STS10 –
в 6.2–19.7 раз (рис. 3в).

Таким образом, добавление биопрепаратов на
основе эндофитов винограда достоверно активиру-
ет экспрессию PAL и STS – ключевых генов био-
синтеза стильбенов в винограде.

*

Изучено влияние биопрепаратов на основе ча-
сто встречающихся представителей эндофитных
бактерий и грибов дикого винограда V. amurensis
на рост клеток, содержание и продукцию ресве-
ратрола и его производных в культуре клеток ви-
нограда V7. Наибольшее содержание стильбенов,
особенно эпсилон- и дельта-виниферина, наблю-
далось в культуре клеток V. amurensis при добавле-
нии 20 мг биопрепаратов на основе грибов Alter-
naria sp., Cladosporium sp., Fusarium sp. и Trichoderma
sp. на 50 мл культуры клеток, что коррелировало со
значительным увеличением экспрессии большин-
ства анализируемых генов PAL и STS. Максималь-
ное увеличение общего содержания стильбенов на-
блюдали при добавлении к культуре клеток вино-
града V7 10 мг биопрепарата Trichoderma sp., при
этом наблюдалась самая сильная активация гена
STS7, отвечающего за сверхпродукцию стильбе-
нов [25]. Общее содержание стильбенов достига-
ло 3.07 мг/г (или 0.3%) сухой биомассы клеток. Это
увеличение, по-видимому, связано с активацией
биосинтеза олигомеров транс-ресвератрола, вини-
феринов являющейся защитной реакцией как на
внедрение бактериальных, так и грибных патоге-
нов [26, 27]. Вещества в составе биопрепаратов,
вносимые в культуру клеток винограда, выступают
в качестве имитаторов природных эндофитов, вы-
зывая при этом быстрый иммунный ответ расти-
тельных клеток.
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Рис. 3. Уровень экспрессии (отн. ед.) генов PAL (а) и STS (б, в) в культуре клеток винограда V. amurensis V7 после 3 сут
культивирования с биопрепаратами на основе эндофитных бактерий: 1 – Agrobacterium sp., 3 – Curtobacterium sp., 7 –
Xantomonas sp. и грибами 8 – Alternaria sp., 10 – Cladosporium sp., 13 – Trichoderma sp., и 12 –Fusarium sp. К – контроль,
культура клеток винограда V7 без биопрепаратов. PAL1-5(а) – I–V; STS1 – 5(б) – I–V; STS6 – 10 (в) –VI– X соответ-
ственно. Значимость различий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента для двух связанных выборок: * – р < 0.05;
** – р < 0.01 по сравнению со значениями уровня экспрессии в культуре клеток винограда V. amurensis V7.
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Важно отметить, что полученный уровень
стильбенов после добавления новых биопрепара-
тов соизмерим с ранее известными активаторами
биосинтеза стильбенов в клетках растений in vitro.
Например, через 18 ч после обработки ультрафи-
олетовым излучением электромагнитного спек-
тра С (УФ-С) содержание стильбенов в каллусных
культурах Arachis hypogaea достигало 0.017 мг/г сы-
рой или около 0.3 мг/г сухой биомассы [28]. В
культуре клеток, которая была обработана пато-
геном растений Botryodiplodia theobromae, содер-
жание стильбенов достигало 0.023 мг/г сырой или
около 0.5 мг/г сухой биомассы клеток [29]. В сус-
пензионной культуре клеток Vitis vinifera уровень
стильбенов составлял 2.1 мг/г сухой биомассы кле-
ток через 2 сут после обработки УФ-С и 100 мкМ
метилжасмонатом (MeJa) [30].

Содержание стильбенов в культуре клеток, об-
работанной биопрепаратами на основе эндофи-
тов винограда было выше, чем в листьях дикорас-
тущего растения винограда до и после УФ-обра-
ботки (0.04-0.95 мг/г от сухой биомассы клеток)
[20, 31]. Однако содержание стильбенов в экспе-
риментах было ниже, чем при использовании
циклических олигосахаридов (циклодекстринов)
отдельно или в сочетании с MeJa или некоторыми
другими гормонами стресса растений [32, 33].
При использование этих индуцирующих агентов
содержание только транс-ресвератрола в культу-
ре клеток V. vinifera достигало 35–155 мг/г от сухой
биомассы клеток [32, 33].

Стоит отметить, что уровень стильбенов после
добавления биопрепарата на основе Trichoderma sp.
составил 3.07 мг/г от сухой биомассы клеток в
культуре клеток винограда V7, что намного ниже,
чем при использовании живых клеток эндофи-
тов. Так при добавлении живых бактерий Curto-
bacterium sp., Erwinia sp., Pantoae sp., Pseudomonas sp.
и Xanthomonas sp. к культуре клеток винограда
V. amurensis приводило к достоверному увеличе-
нию содержания стильбенов от 2.2 до 4.5 мг/г су-
хой биомассы [12]. Добавление живых эндофит-
ных грибов Biscogniauxia sp., Cladosporium sp., Did-
ymella sp. к культуре клеток винограда также
стимулировало биосинтез стильбенов в значи-
тельной степени, при этом их содержание дости-
гало от 7.0 до 13.8 мг/г от сухой биомассы [12]. В то
же время стимуляция биосинтеза стильбенов в
культуре клеток винограда при помощи живых
эндофитов осложняется тем, что скорость роста
роста бактерий и грибов в значительной мере вы-
ше, чем культуры клеток винограда. Использова-
нии живого эндофитного гриба Trichoderma sp.
для стимуляции биосинтеза стильбенов приводи-
ло к увеличению общего содержания стильбенов
до 3.9 мг/г [12], а использование биопрепарата на
основе Trichoderma sp. до 3.07 мг/г сухой биомас-
сы клеток в культуре клеток винограда V7. Таким
образом, использование биопрепарата на основе

Trichoderma sp. для активации биосинтеза стиль-
бенов по эффективности немногим уступает на-
тивному грибу Trichoderma sp.

Использование биопрепаратов на основе эн-
дофитов винограда V. amurensis, в частности 10 мг
биопрепарата на основе Trichoderma sp., для сти-
муляции биосинтеза стильбенов может стать эф-
фективным, дешевым и быстрым способом уве-
личения продукции ресвератрола.

* * *
Биопрепараты на основе природных эндофи-

тов винограда V. amurensis являются новыми при-
родными активаторами биосинтеза стильбенов,
которые можно применять для промышленного
производства стильбенов в культуре клеток вино-
града, в частности виниферинов. Наиболее пер-
спективным оказалось применение биопрепарата
на основе Trichoderma sp. в концентрации 10 мг на
50 мл культуры клеток винограда, которое увели-
чивало содержание стильбенов до 3.07 мг/г су-
хой биомассы клеток и продукцию стильбенов
до 6.8 мг/л питательной среды. Разработка и ак-
тивное применение таких подходов позволит
способствовать переходу к высокопродуктивно-
му и экологически чистому сельскому хозяйству.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда, грант № 20-74-00002.
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Activation of Stilbene Biosynthesis in Grape Cell Culture Using Supplements Based 
of Wild Grapes Vitis amurensis Rupr. Endophytes

О. А. Aleynovaа, *, N. N. Nityagovskyа, A. R. Suprunа, and K. V. Kiselevа

а Federal Scientific Center of the Biodiversity, Far Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences,
Laboratory of Biotechnology, Vladivostok, 690022 Russia

*e-mail: aleynova@biosoil.ru

A new approach is proposed to increase the production and change the qualitative composition of stilbenes –
substances valuable for human health, in grape cell culture using 12 biological supplements based on sterile
dried biomass of the endophytic bacteria and fungi of wild grapes Vitis amurensis Rupr. Bacteria supplements
did not significantly affect the production of stilbenes, while fungi supplements increased the content of stil-
benes by 2–3. 5 times. The maximum increase in the stilbenes total content was when adding a biological
product based on Trichoderma sp., 3.07 mg/g from dry cell biomass. The increase in resveratrol production
when using biologics based on V. amurensis endophytes in grape cell culture was due to a significant increase
in the expression of the stilbene biosynthesis genes – phenyl-alanine ammonia lyase (PAL) and stilbene syn-
thase (STS). Thus, biological supplements based on natural endophytes of V. amurensis is a promising and en-
vironmentally friendly stimulator of stilbene content in grape cell culture, which in the future can serve as a
good tool in activating the biosynthesis of stilbene on an industrial scale.

Keywords: bacteria, biological supplements, stilbene biosynthesis, fungi, grape cell culture, resveratrol, stil-
benes, stilbene synthase (STS), phenylalanine ammonia lyase (PAL), endophytes, Vitis amurensis
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Изучена иммобилизация зеленой микроводоросли (МВ) Micractinium sp. NAMSU A-19 с природным
комплексом ассоциированных гетеротрофных бактерий в смешанной культуре с цианобактерией
(ЦБ) Synechococcus sp. 1Dp66E-1 на поликатионном сорбенте на основе природного полимера хитоза-
на. Сорбент, полученный из хитозана с молекулярной массой 600 кДа методом криополимеризации с
использованием глутарового альдегида в качестве сшивающего агента, обладал высоким сродством к
поверхностным структурам оксигенных фототрофных микроорганизмов (ОФМ) и обеспечивал проч-
ное прикрепление клеток к поверхности сорбента. Изучение кинетики и оценка эффективности им-
мобилизации клеток смешанной культуры показали высокую сорбционную способность хитозаново-
го сорбента: в течение 1 ч культивирования эффективность иммобилизации составляла в среднем 40–
52%, а через 48 ч практически все клетки ОФМ находились в иммобилизованном состоянии. Высоко-
пористый, нетоксичный и биоразлагаемый сорбент обеспечивал надежное прикрепление клеток на
протяжении 7 сут культивирования, не препятствовал росту иммобилизованных клеток, как на по-
верхности, так и во внутренних слоях полимера. Изучение процесса иммобилизации смешанной куль-
туры методом сканирующей электронной микроскопии показало, что клетки ЦБ и МВ с ассоцииро-
ванными гетеротрофными бактериями плотно прикрепляются к поверхности хитозанового сорбента,
при этом наблюдалось образование тяжей внеклеточного полимерного матрикса, участвующего в
формировании биопленки. Иммобилизация клеток смешанной культуры ОФМ на хитозановом сор-
бенте была эффективна при очистке воды от нитратов и фосфатов.

Ключевые слова: оксигенные фототрофные микроорганизмы, цианобактерии, микроводоросли, им-
мобилизация, полимерные материалы, сшитые хитозаны, биоизъятие биогенных элементов
DOI: 10.31857/S055510992201010X

Уже более полувека для очистки сточных вод
используются оксигенные фототрофные микроор-
ганизмы (ОФМ), а именно микроводоросли (МВ)
и цианобактерии (ЦБ). Использование ОФМ име-
ет огромный потенциал из-за высокой скорости
поглощения биогенных элементов и способности к
деструкции токсичных поллютантов [1]. Известно,
что в естественных местообитаниях ОФМ суще-
ствуют в составе природных сообществ МВ, ЦБ и
гетеротрофных бактерий, позволяющих им успеш-
но адаптироваться к неблагоприятным условиям
среды, в том числе к избытку или недостатку пита-
тельных веществ. Для моделирования природных
условий и изучения механизмов взаимодействия
ЦБ и МВ в лаборатории используется метод со-
здания смешанных культур, в которых ОФМ

культивируются совместно при различных усло-
виях.

В настоящее время все более распространен-
ными становятся технологии с применением в
процессах очистки сточных вод иммобилизован-
ных ОФМ [2]. Главное преимущество иммобили-
зованных клеток по сравнению с использованием
суспензионных культур – упрощение сбора био-
массы, что является одной из ключевых проблем
технологий с участием МВ и ЦБ. Известно также,
что иммобилизация позволяет осуществлять куль-
тивирование микроорганизмов при большей плот-
ности клеток и более равномерном освещении, по
сравнению с суспензионными культурами, что в
ряде случаев приводит к увеличению скорости
протекания фотосинтеза, потребления соедине-

УДК 577.24
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ний азота и фосфора из сточных вод, а также на-
коплению клетками ОФМ вторичных метаболитов
[1]. Иммобилизация клеток микроорганизмов поз-
воляет осуществлять сложные многостадийные
процессы, обуславливает лучшую защищенность
клеток от воздействия различных отрицательных
факторов, в том числе токсичных веществ, содер-
жащихся в сточных водах. Основная сложность
при использовании технологий с участием иммо-
билизованных культур заключается в выборе но-
сителя [3]. Сорбент для иммобилизации ОФМ
должен быть недорогим, нетоксичным, не пре-
пятствовать поступлению питательных веществ и
эффективному освещению клеток, а также обла-
дать высокой сорбирующей способностью [1]. В
качестве природных носителей для иммобилиза-
ции ОФМ используют субстраты из плодов люфы,
сфагнум, торф, полимеры из натуральных поли-
сахаридов (агар-агар, целлюлоза, альгинаты,
каррагинан, хитозан), в качестве синтетических
носителей – полиакриламид, полиуретан, поли-
винилхлорид, полипропилен, полисульфон [2].
Биоразлагаемые и биосовместимые сорбенты на
основе хитозана являются перспективными но-
сителями для клеток ОФМ [4, 5].

Цель работы – изучение возможности приме-
нения сорбентов на основе хитозана для иммоби-
лизации смешанной культуры, состоящей из
природного комплекса MВ Micractinium sp. NAM-
SU A-19 и ассоциированных гетеротрофных бак-
терий, выделенных из эвтрофицированной по
фосфору среды обитания, и ЦБ Synechococcus sp.
1Dp66E-1, выделенных из фрагментов гидроида
Dynamena pumila.

МЕТОДИКА
Объекты исследования и метод культивирова-

ния. В работе использовали альгологическую мо-
нокультуру зеленой МВ Micractinium sp. NAMSU
A-19 (далее в тексте Micractinium sp.) с ассоцииро-
ванными гетеротрофными бактериями, ранее вы-
деленную из водных проб затона озера Большая
Имандра в непосредственной близости от хвосто-
хранилища апатит-нефелиновой обогатительной
фабрики г. Апатиты (Россия). В качестве прока-
риотного ОФМ использовали аксеничную куль-
туру ЦБ Synechococcus sp. 1Dp66E-1 (далее в тексте
Synechococcus sp.), выделеную из ассоциации с
гидроидным полипом Dynamena pumila, собран-
ным на сублиторали Кандалакшского залива Бе-
лого моря [6]. Выращивание культур проводили в
стеклянных колоннах (600 мл) при постоянном
освещении (80 мкмоль квантов ФАР/м2·с), тем-
пературе 26°С и продувании стерильного атмо-
сферного воздуха на минеральной среде BG-11 [7]
с повышенным содержанием фосфора (г/л):
NaNO3 – 0.74, KNO3 – 0.9, K2HPO4 – 0.181, KH2PO4 –
0.089, MgSO4⋅7H2O – 0.075, CaCl2⋅2H2O – 0.036,

лимонная кислота – 0.006, цитрат аммония –
0.006, Na2ЭДТА⋅2H2O – 0.001, Na2CO3 – 0.02, рас-
твор микроэлементов – 1 мл) в течение 10–12 сут
(до стационарной фазы роста). По окончании
культивирования клетки отделяли от среды цен-
трифугированием при 1000 g и ресуспендировали
в свежей среде BG-11.

Для иммобилизации использовали сорбент на
основе хитозана, полученный в лаборатории по-
лимерных материалов НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”. При синтезе сшитого хитозанового сор-
бента использовался хитозан ChitoClear HQG 800
(Исландия) с молекулярной массой 600 кДа.
2%-ный водный раствор хитозана перемешивали
с 2%-ной уксусной кислотой и добавляли глута-
ровый альдегид из расчета 1% (в/в) от веса хито-
зана. Лиофилизация образцов проводилась на
установке Martin Christ Alpha 2-4LSC c глубиной
вакуума 0.250 мБар в течение 24 ч, перед извлече-
нием образцы выдерживали в вакууме 0.001 мБар
в течение 2 ч [8].

Оценка эффективности иммобилизации сме-
шанной культуры ОФМ на сорбенте на основе хи-
тозана. Иммобилизацию клеток ОФМ на сорбен-
те проводили в стеклянных колбах объемом 100 мл,
содержащих 0.050–0.053 г сорбента в форме дис-
ка и 30 мл суспензии культур Micractinium sp. и
Synechococcus sp., предварительно смешанных в
соотношении 2 : 1 (об./об.). Перед началом экс-
перимента определяли общее содержание хлоро-
филла в смешанной культуре по методике, описан-
ной ранее [9]. Колбы помещали на термостатируе-
мую качалку (120 об. /мин, 26°С) и инкубировали в
течение 7 сут при освещении 40 мкмоль квантов
ФАР/м2с. Процесс иммобилизации оценивали по
изменению остаточного содержания хлорофилла
в суспензии клеток, не прикрепившихся к сорбен-
ту, при инкубации в течение 1, 2, 4, 24, 48, 168 ч.
Контролем служила смешанная культура, инку-
бированная в идентичных условиях, но без хито-
занового сорбента.

Эффективность иммобилизации смешанной
культуры для каждой длительности инкубации
вычисляли по формуле:

(1)

где Эим – эффективность иммобилизации культу-
ры на сорбенте, %; Схл1 – содержание хлорофилла
в контроле (без сорбента), мг/л; Схл2 – остаточное
содержание хлорофилла в суспензии клеток в
присутствии сорбента, мг/л.

Оценка сooтношения Micractinium sp. и Syn-
echococcus sp. в составе смешанной культуры в про-
цессе и по окончании иммобилизации. О соотноше-
нии ЦБ и МВ в составе смешанной культуры су-
дили по спектрам поглощения суспензии клеток,
вычисляя отношение уровней поглощения в об-
ласти основных максимумов цианобактериального

( )= ×им хл1 хл2 хл1Э С – С 100% С ,
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фикоцианина (630 нм) и хлорофилла а (680 нм) ЦБ
и МВ. По окончании инкубации (через 7 сут),
клетки смешанной культуры десорбировали с по-
верхности носителя путем механического разру-
шения сорбента и последующего отделения его
остатков от клеток смешанной культуры филь-
трованием через сетчатый нейлоновый фильтр с
диаметром пор 20 мкм. Соотношение величин
поглощения при 630 и 680 нм суспензий десорби-
рованной смешанной культуры сравнивали со
значениями в контроле.

Изучение особенностей прикрепления клеток
смешанной культуры методом сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ). Фрагменты сорбен-
та с иммобилизованными на них клетками из
смешанной культуры фиксировали 2%-ным рас-
твором глютарового альдегида, приготовленного
на 0.1 М какодилатном буфере с рН–7.2 в течение
1 ч, затем обезвоживали в водных растворах эта-
нола возрастающей концентрации (от 10 до 100%)
и помещали на ночь в 100%-ный ацетон. Образцы
высушивали при критической точке на установке
“DryerHCP-2” (“Hitachi”, Япония), напыляли зо-
лотом с палладием на ионно-напылительной уста-
новке “IB-3 IonCoater” (“Eiko”, Япония) и иссле-
довали с помощью сканирующего микроскопа
JSM-6380LA (“JEOL”, Япония) при ускоряющем
напряжении 15 Кв и инструментальном увеличе-
нии 60–20000.

Изучение биоизъятия фосфатов и нитратов им-
мобилизованными на хитозане клетками смешан-
ной культуры. Суспензии клеток Micractinium sp.
и Synechococcus sp. смешивали в соотношении
2 : 1 (об./об.). Перед смешиванием плотность
суспензий монокультур, определяемая по опти-
ческой плотности (ОП) при 680 нм, составляла
0.3 опт. ед. В стеклянные колбы на 250 мл вно-
сили 80 мл суспензии смешанной культуры и 3 об-
разца сорбента массой 0.050–0.053 г в форме дис-
ка. Колбы помещали на термостатированную ка-
чалку (120 об./мин, 26°С) и инкубировали в
течение 8 сут при освещении 40 мкмоль квантов
ФАР/м2 ∙ с. Контролем служила смешанная куль-
тура, которую инкубировали в идентичных услови-
ях, но без хитозанового сорбента. Перед началом
эксперимента, а также через 1 и 8 сут отбирали по
3 мл суспензии клеток смешанной культуры, инку-
бировавшейся с хитозаном и без, затем клетки от-
деляли от среды центрифугированием при 3000 g.
Остаточную концентрацию фосфатов и нитратов
в среде оценивали методом ионно-обменной хро-
матографии на хроматографе Thermo Dionex ICS
1600 HPLC (“Thermo Fisher Scientific Inc”, США) с
анионной аналитической колонкой IonPac AS12A.

Статистическая обработка полученных резуль-
татов. Представлены результаты двух независи-
мых экспериментов, каждый вариант в трех биоло-
гических повторностях. На рисунках представлены

средние значения и соответствующие стандартные
отклонения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При иммобилизации смешанной культуры че-

рез 1 ч после погружения хитозанового диска в
суспензию наблюдали снижение содержания
хлорофилла в суспензии по сравнению с контро-
лем, указывающее на прикрепление значитель-
ной доли клеток ОФМ к поверхности хитозано-
вого диска (рис. 1а). Рассчитанная по формуле (1)
эффективность иммобилизации варьировала в
пределах 40–52%, что свидетельствовало о высо-
кой сорбционной способности испытываемого
сорбента на основе хитозана (рис. 1б). В течение
4 ч культивирования более 70% клеток в суспен-
зии сорбировались на хитозане, однако в дальней-
шем скорость иммобилизации клеток снижалась.
Через 48 ч практически все клетки находились в им-
мобилизованном состоянии, а рассчитанная эф-
фективность иммобилизации составила 92–97%.
Сравнение эффективности иммобилизации сме-
шанной культуры Micractinium sp., Synechococcus
sp. и исследованной нами ранее монокультуры
Lobosphaera sp. NAMSU 925/2 [10] показало, что
тестируемый сорбент проявлял более высокую
способность к сорбции исследованной нами сме-
шанной культуры. Несмотря на окончание про-
цесса иммобилизации в течение 2 сут, инкубация
была продолжена до 7 сут для оценки прочности
прикрепления клеток, их способности к росту и
развитию, а также влияния иммобилизации на
соотношение клеток ОФМ в смешанной культу-
ре. Известно, что одним из главных недостатков
метода пассивной (адсорбционной) иммобилиза-
ции клеток микроорганизмов на поверхности
различных природных и синтетических носите-
лей является обратимость процесса [1]. Сорбиро-
ванные на носителе клетки могут легко освобож-
даться с его поверхности, переходя в суспензию,
что затрудняет культивирование и последующий
сбор биомассы. Следует отметить, что в экспери-
менте на протяжении 7 сут мы не наблюдали де-
сорбции клеток смешанной культуры c поверхно-
сти полимера, что свидетельствует о существенном
преимуществе его использования по сравнению с
другими известными носителями [1, 2].

Исследуемый сорбент (рис. 2а) был получен
путем сшивания хитозана с молекулярной массой
600 кДа глутаровым альдегидом (рис. 2б) методом
криополимеризации [8] и обладал высокопори-
стой структурой. Благодаря наличию значитель-
ного количества пор размером от 50 до 200 мкм
(рис. 2а), сорбент на основе сшитого хитозана ха-
рактеризовался большой площадью поверхности,
поэтому мог адсорбировать и надежно удержи-
вать значительное количество клеток микроорга-
низмов (рис. 2г). На первом этапе клетки иссле-
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дуемой смешанной культуры прикреплялись к
поверхности пористого сорбента, а затем диффун-
дировали по системе сообщающихся пор во внут-
ренние полости. При этом клетки смешанной
культуры сохраняют способность к активному ро-
сту и делению, подтверждаемым видимым увели-
чением количества иммобилизованной биомассы
клеток (рис. 2д).

Известно, что сорбент на основе природного
поликатионита хитозана обладал высоким срод-
ством к поверхностным структурам клеток ОФМ,
так как положительно заряженные аминогруппы
на поверхности полимера могут электростатиче-
ски взаимодействовать с отрицательно заряжен-
ными фосфатными группами в составе наружной
мембраны ЦБ, а также с карбоксильными и тио-

Рис. 2. Микрофотография (СЭМ) поверхности сорбента на основе хитозана (а), схема взаимодействия ЦБ (палочки)
и МВ (круги), несущих отрицательно заряженные фосфатные, карбоксильные и тиоловые группы поверхностных
клеточных структур, с поверхностью сорбента, несущего положительно заряженные аминогруппы (б), образец сор-
бента в форме диска до иммобилизации на нем клеток ОФМ (в), образец сорбента после культивирования с клетками
ОФМ в течение 7 сут (г).
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Рис. 1. Кинетика иммобилизации на сорбенте на основе хитозана (а) смешанной культуры Micractinium sp. NAMSU A-19
и Synechococcus sp. 1Dp66E-1 и ее эффективность (б, %): содержание хлорофилла (мг/л) в контроле ОФМ (1) и ОФМ +
+ хитозан (2).
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ловыми группами полисахаридов, белков и поли-
пептидов, входящими в состав поверхностных
структур клеток МВ и ЦБ (рис. 2в) [10, 11]. В вод-
ных растворах хитозановые сорбенты были спо-
собны к образованию многочисленных межмоле-
кулярных водородных связей, за счет чего проч-
ность связывания их с клеточными стенками
микроорганизмов увеличивалась, а комплексы не
разрушались даже при экстремальных изменени-
ях рН и ионной силы среды [11].

В ходе иммобилизации проводили оценку со-
отношения Micractinium sp. и Synechococcus sp. в
суспензии не прикрепившихся к сорбенту клеток
и сравнивали с их соотношением в смешанной
культуре, инкубированной без носителя. В тече-
ние первых 48 ч эксперимента соотношение ОП
при максимумах поглощения фикоцианина ЦБ
(630 нм) и суммарного хлорофилла а МВ и ЦБ
(680 нм) в суспензии клеток, не прикрепившихся
к сорбенту, и суспензии клеток в контроле значи-
мо не различалась (рис. 3). Следовательно, можно
предположить, что клетки МВ и ЦБ сорбирова-
лись с одинаковой эффективностью. После 7 сут
инкубирования смешанной культуры в присут-
ствии сорбента, соотношение ОП при 630 и 680 нм
в суспензии клеток, десорбированных из хитоза-
нового диска, и суспензии клеток в контроле от-
личалось незначительно, поэтому можно предпо-
ложить, что иммобилизация на полимере на ос-
нове хитозана не оказывала существенного
влияние на состав смешанной культуры (рис. 3).

Исследование сорбента с иммобилизованной
смешанной культурой проводили с применением
метода СЭМ (рис. 4). Одноклеточная ЦБ Syn-
echococcus sp. не образовывала слизистых чехлов и
была представлена клетками в форме палочек,
длиной 1.5–2.0 мкм и диаметром 0.6–0.8 мкм [12],
а одноклеточная МВ Micractinium sp. – сфериче-
скими клетками размером 2–3 мкм. Эти характе-
ристики ОФМ (рис. 4а) соответствуют клеткам
МВ и ЦБ на поверхности сорбента. Одновремен-
но выявляются бактерии разных морфотипов
(кокки, короткие и длинные палочки разного
диаметра), возможно, первоначально ассоцииро-
ванные с МВ. Как видно на рис. 4а ЦБ и гетеро-
трофные бактерии прикреплены к сорбенту пре-
имущественно не ориентировано. Однако неко-
торые клетки ЦБ и большинство тонких длинных
палочек бактерий прикрепляются полярным кон-
цом клетки перпендикулярно к поверхности сор-
бента. Одиночные клетки ЦБ, МВ и ассоцииро-
ванных бактерий, а также их скопления обнаруже-
ны на внешней поверхности, в поровых каналах и в
складчатых структурах сорбента (рис. 4б).

На поверхности и в поровых каналах полимера
на основе хитозана, кроме того, наблюдается
формирование внеклеточного полимерного мат-
рикса (ВПМ) в виде тяжей, которые объединяют
всех участников иммобилизованного сообщества
(рис. 4в). На микрофотографии (рис. 4г) видно,
что клетки Micractinium sp. и Synechococcus sp., ак-
тивно заселяя поверхность сорбента, образуют на
некоторых участках плотный слой агрегированных
клеток, в котором представлены оба фототрофных
компонента смешанной культуры. Известно, что
продукция ВПМ является одним из ключевых эта-
пов в формировании биопленки, образование кото-
рой подтверждается наличием крупных смешанных
клеточных агрегатов, прикрепленных к поверхно-
сти хитозана, каналов, являющихся необходимой
частью структуры биопленки (рис. 4г) [13]. Входя-
щие в состав ВПМ компоненты (экзополисахари-
ды, белки, аминокислоты) способствуют увеличе-
нию прочности связывания сообществ микроорга-
низмов с различными твердыми поверхностями
[14] благодаря адгезионному взаимодействию. При
иммобилизации ОФМ на поликатионном сорбенте
на основе хитозана, электростатическое взаимодей-
ствие, возникающее между свободными амино-
группами на поверхности сорбента и карбоксиль-
ными группами кислых полисахаридов, входящих в
составе ВПМ, способствует еще более прочному
связыванию агрегатов клеток с поверхностью носи-
теля, обеспечивая практически необратимую им-
мобилизацию.

Наряду с изучением сорбционной эффектив-
ности полимера на основе хитозана было иссле-
довано влияние иммобилизации на процесс по-
глощения биогенных элементов клетками ОФМ.
Результаты сравнения эффективности биоизъятия

Рис. 3. Отношение (ОП630/ОП680) максимумов по-
глощения фикоцианина ЦБ (630 нм) и суммарного
хлорофилла а МВ и ЦБ (680 нм) в суспензии сме-
шанной культуры, инкубируемой в присутствии
сорбента (1) и без него (2, контроль). На 7 сут показа-
но отношение оптической плотности для десорбиро-
ванной смешанной культуры (3).
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нитратов и фосфатов клетками свободной и иммо-
билизованной на хитозане смешанной культуры
Synechococcus sp. и Micractinium sp. представлены на
рис. 5. В 1 сут эксперимента количество, как погло-
щенных нитратов, так и фосфатов иммобилизо-
ванными и свободными клетками смешанной
культуры практически не отличалось. В течение
следующих 7 сут скорость изъятия биогенных
элементов клетками смешанной культуры ЦБ и
МВ значительно возрастала, при этом эффектив-
ность поглощения нитратов и фосфатов у иммо-
билизованных клеток была выше, чем у свобод-
ных. Так после окончании эксперимента клетки
смешанной культуры, иммобилизованной на хи-
тозановых дисках, поглотили 189 ± 11 мг/л нитра-
тов и 40 ± 3 мг/л фосфатов, тогда как свободные
клетки 150 ± 8 мг/л нитратов и 25 ± 2 мг/л фос-
фатов.

Увеличение эффективности изъятия биоген-
ных элементов клетками ОФМ, иммобилизован-
ных на различных природных носителях, описа-
но в ряде работ [1, 2, 5, 10] и объясняется увеличе-
нием метаболической активности МВ и ЦБ,
изменением микроокружения клеток. Известно
также, что иммобилизованные культуры более
устойчивы к изменениям рН, температуры, ион-
ной силы среды [2, 5]. Основным преимуществом

сшитых хитозановых сорбентов в сравнении с
другими природными полимерами является их
высокая механическая прочность и эффектив-
ность иммобилизации клеток [10]. Одним из пер-
спективных способов применения биодеградиру-
емых, нетоксичных полимеров на основе хитоза-

Рис. 4. СЭМ изображения иммобилизованных клеток смешанной культуры ЦБ Synechococcus sp. 1Dp66E-1 и МВ Mi-
cractinium sp. NAMSU A-19 с ассоциированными гетеротрофными бактериями на поверхности хитозанового сор-
бента (а, б), сопровождаемое образованием полимерного матрикса (в) и биопленки (г): 1 – клетки МВ Micractinium sp.,
2 – клетки ЦБ Synechococcus sp., 3 – клетки гетеротрофной бактерии в форме палочки, прикрепленной апикально к
поверхности сорбента, 4 – сорбент на основе хитозана, 5 – тяжи ВПМ, 6 – каналы биопленки, прикрепленной к
поверхности сорбента.
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Рис. 5. Биоизъятие нитратов (а) и фосфатов (б) сво-
бодными (I) и иммобилизованными клетками (II)
смешанной культуры Micractinium sp. NAMSU A-19 и
Synechococcus sp. 1Dp66E-1 при культивировании в
модифицированной среде BG-11 в течение 1 и 8 сут.
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на является их использование в процессе очистки
сточных вод от биогенных элементов, позволяю-
щее получать обогащенную биодоступными фор-
мами азота и фосфора биомассу ОФМ и исполь-
зовать ее в качестве удобрения.

Таким образом, сорбент на основе хитозана с
молекулярной массой 600 кДа обладал высокой
сорбирующей способностью в отношении сме-
шанной культуры Synechococcus sp. и Micractinium
sp. с ассоциированными гетеротрофными бакте-
риями. Поликатионный сорбент надежно удер-
живал клетки ОФМ как на поверхности, так и во
внутренних слоях полимера, не препятствуя их
росту и делению. В течение 7 сут культивирова-
ния клетки смешанной культуры практически
необратимо прикреплялись к поверхности поли-
мера, при этом наблюдалось формирование
ВПМ, который объединяет все компоненты об-
разующейся на носителе биопленки. Иммобили-
зация клеток смешанной культуры ОФМ на хито-
зановом сорбенте способствует увеличению эф-
фективности биоизъятия нитратов и фосфатов
клетками. Таким образом, сорбент на основе хи-
тозана может быть успешно использован для им-
мобилизации ассоциаций и смешанных культур
ОФМ с целью применения в различных областях
фотобиотехнологии, в том числе для очистки
сточных вод и биоизъятия биогенных элементов.

Работа по культивированию ОФМ, изучению
методом СЭМ и синтез сорбентов выполнены
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований (проект № 18-
29-25050) с использованием оборудования ЦКП
МГУ им. М.В. Ломоносова и лаборатории поли-
мерных материалов НИЦ “Курчатовский ин-
ститут”.

Работа по изучению эффективности иммоби-
лизации ОФМ выполнена при финансовой под-
держке Мегагранта правительства РФ (соглаше-
ние № 075-15-2019-1882).
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Immobilization of a Mixed Culture of Oxygenic Phototrophic Microorganisms 
on a Chitosan-Based Sorbent for Nutrient Bioremoval
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The immobilization of cells of a mixed culture of microalgae (MB) Micractinium sp. NAMSU A-19 and cy-
anobacteria (CB) Synechococcus sp. 1Dp66E-1 on chitosan-based polymer was studied. The polycationic
sorbent based on a natural chitosan polymer with a molecular weight of 600 kDa, obtained by crosslinking
chitosan with glutaraldehyde by cryopolymerization, has a high affinity for the surface structures of oxygenic
phototrophic microorganisms (OPM) and provides a strong attachment of cells to the surface of the sorbent.
The study of the kinetics and evaluation of the effectiveness of mixed culture immobilization showed a high
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sorption capacity of the chitosan sorbent, as during the 1st hour of cultivation the immobilization efficiency
was on average 40–52%, and after 48 h, almost all cells were immobilized. The highly porous, non-toxic and
biodegradable sorbent provided steady cell attachment during 7 days of cultivation, and did not affect the
growth of immobilized mixed culture, both on the surface and in the inner layers of the polymer. The study
of mixed culture immobilization by scanning electron microscopy showed that CB and MB cells are tightly
attached to the surface of the chitosan sorbent, followed by formation of strands of the extracellular polymer
matrix and biofilm, consisting of cells of the mixed culture of MB and CB, as well as heterotrophic bacteria
associated with Micractinium sp. Immobilization on a chitosan sorbent contributes the increasing of nitrates
and phosphates bioremoval by tested mixed culture.

Keywords: oxygenic phototrophic microorganisms, cyanobacteria, microalgae, immobilization, polymer ma-
terials, cross-linked chitosan, nutrient bioremoval
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Синтезированы конъюгаты хитозана с кофейной и феруловой кислотами с соотношением хито-
зан : кислота 5 : 1 с помощью модифицированного карбодиимидного метода, позволяющего регу-
лировать степень пришивки кислот от 0.5 до 3.4%. Изучена биологическая активность полученных
конъюгатов на примере 7-дневных проростков огурца (Cucumis sativus L.). Отмечен значительный
ростстимулирующий эффект обработки семян конъюгатами в бесстрессовых условиях выращива-
ния проростков при отсутствии изменений антиоксидантного статуса по сравнению с контрольны-
ми растениями. Установлено координационное действие конъюгатов на рост органов проростков в
разных условиях выращивания, проявляющееся в увеличении отношения длины корней к длине
побега. Обсуждены возможные механизмы ослабления действия длительного натрий-хлоридного
засоления при обработке семян конъюгатами с оксикоричными кислотами за счет снижения в се-
мядолях проростков интенсивности процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ), стабилиза-
ции уровня пролина и повышения общей пероксидазной активности.

Ключевые слова: огурец (Cucumis sativus L.), солевой стресс, конъюгаты, хитозан, оксикоричные кис-
лоты, морфометрические показатели, пролин, перекисное окисление липидов, антиоксидантная
активность
DOI: 10.31857/S0555109922010068

Проблема увеличения и сохранения устойчи-
вости растений к действию стрессовых факторов
за счет активации их защитных механизмов
остается актуальной [1, 2]. Одним из возможных
путей решения данной проблемы является раз-
работка новых форм экологически безопасных
биодеградируемых пленкообразующих препара-
тов для обработки семян, сочетающих биополи-
мерную матрицу и активное соединение в каче-
стве структурного фрагмента полимеров.

В качестве полимерной основы наибольший
интерес вызывает хитозан – гетерополимер
N-ацетилглюкозамина и глюкозамина, обладаю-
щий уникальными физико-химическим свойства-
ми, биоцидной активностью, биосовместимостью
и биодеградируемостью [3]. Оксикоричные кисло-
ты, как и большинство фенольных соединений,
вызывают защитные ответные реакции у растений.
В последнее время отмечается активное примене-

ние экзогенных оксикоричных кислот в качестве
индукторов устойчивости и регуляторов роста
растений. Согласно литературным данным [4, 5]
оксикоричные кислоты, в частности, кофейная
(КК) и феруловая (ФК), оказывали стимулирую-
щее действие на рост и развитие растений. Пре-
добработка КК оказывала положительный эф-
фект на растения сои в условиях солевого стресса
[6, 7]. В работе [8] отмечается, что экзогенная КК
в концентрации 0.1 мM участвует в регуляции ря-
да физиолого-биохимических процессов, которые
во многом определяют продуктивность растений
картофеля. Обработка рассады огурца 25 мкМ КК
стимулирует накопление свободных сахаров, что
свидетельствует о формировании адаптационных
реакций у растений в условиях гипотермического
стресса [9].

Возможность создания композиций хитозана
с оксикоричными кислотами может обеспечить

УДК 581.19+577.114
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множественный эффект – защитные свойства
при покрытии семян пленкой, стимуляция росто-
вых процессов, фунгистатический эффект, инду-
цирование защитных свойств растений по отно-
шению к биотическим и абиотическим стрессам.

Цель данной работы – оценка влияния синте-
зированных конъюгатов хитозана с оксикорич-
ными кислотами при обработке ими семян на фи-
зиолого-биохимические показатели растений огур-
ца в условиях выращивания без стресса и при
действии солевого стресса.

МЕТОДИКА

Объекты и методы исследования. Объектом ис-
следования служили проростки огурца (Cucumis
sativus L.), сорт Малышок. Семена растений обра-
батывали в стеклянной колбе путем их механиче-
ского перемешивания в 1%-ном водном растворе
конъюгатов хитозана с оксикоричными кислота-
ми в объеме 140 мкл на 3 г семян до равномерного
распределения раствора по поверхности семян.
Затем семена выдерживали при комнатной тем-
пературе в течение 24 ч. Контролем служили не-
обработанные семена. Обработанные и кон-
трольные семена перед закладкой опыта имели
одинаковую исходную влажность.

Для синтеза конъюгатов использовали хитозан
с M

v
 ~ 30 кДа, степенью деацетилирования 98.3%,

“Glentham Life Sciences” (Великобритания), ФК
(M = 194.18 г/моль) и КК (M = 180.16 г/моль, “Sig-
ma-Aldrich”, США), 1-этил-3-(3-диметиламино-
пропил) карбодиимид гидрохлорид (EDC, “Sig-
ma-Aldrich”).

Проростки огурца выращивали рулонным
способом [10] до 7-дневного возраста в услови-
ях искусственного освещения с интенсивно-
стью 4 тыс. люкс, фотопериод: 14 ч – свет, 10 ч –
темнота. Длительный солевой стресс создавали,
помещая рулоны с семенами в 100 мM раствор
хлорида натрия на весь период выращивания. В
условиях отсутствия стресса растения выращива-
ли на дистиллированной воде. Для биохимиче-
ских исследований использовали семядольные
листья.

Содержание пролина определяли согласно ме-
тоду [11], в основе которого лежит способность
нингидрина связываться с пролином с образова-
нием продукта розового цвета. Навеску семя-
дольных листьев (0.3 г) растирали в 3%-ной суль-
фосалициловой кислоте и центрифугировали
15 мин при 12000 g. К аликвоте супернатанта при-
ливали ледяную уксусную кислоту и нингидри-
новый реактив в соотношении 1 : 1 : 1, нагревали
в течение 60 мин при 90°С на термошейкере при
постоянном перемешивании (300 об./мин). Оп-
тическую плотность измеряли на спектрофото-

метре “Jasko V-630” (Япония) при длине волны
515 нм.

Интенсивность перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) оценивали спектрофотометрическим
методом, основанным на образовании окрашен-
ного комплекса малонового диальдегида (МДА) с
тиобарбитуровой кислотой (ТБК) при нагревании
(ТБК-продукты). Навеску семядольных листьев
(0.1 г) растирали в 2 мл 0.25%-ной ТБК, раство-
ренной в 10%-ной трихлоруксусной кислоте. Реак-
цию с образованием окрашенного комплекса про-
водили в течение 30 мин при 95°С на термошейкере
при постоянном перемешивании (300 об./мин), по-
сле чего пробы охлаждали и центрифугировали
15 мин при 12000 g. Оптическую плотность полу-
ченных растворов измеряли на спектрофотомет-
ре “Jasko V-630” (Япония) при длине волны 532 и
600 нм [12].

Для оценки активности общей пероксидазы
(КФ 1.11.1.7) семядольные листья (0.2 г) растира-
ли на холоду в 0.2 М Na-ацетатном буфере (рН
5.0), содержащем 0.1мМ фенилметилсульфонил-
фторид, затем центрифугировали 20 мин при
12000 g и температуре 4°С. Активность фермента
определяли по методу, основанному на измере-
нии оптической плотности продуктов реакции,
которые образуются при окислении бензидина за
определенный промежуток времени [13]. Реакци-
онная смесь содержала: супернатант, 0.2 М Na-
ацетатный буфер (рН 5.0), 0.01%-ный уксусно-
кислый бензидин, 0.3%-ный пероксид водорода.
Оптическую плотность измеряли при длине вол-
ны 590 нм на спектрофотометре “Jasko V-630”
(Япония) [13].

Для определения активности супероксиддис-
мутазы (СОД) (КФ 1.15.1.1) семядольные листья
(0.2 г) растирали на холоду в K, Na-фосфатном
буфере (рН 7.8), содержащем 0.1 мМ фенилме-
тилсульфонилфторид, центрифугировали 20 мин
при 12000 g и температуре 4°С. Общую активность
СОД определяли согласно методу [14]. Реакцион-
ная смесь содержала супернатант, 0.05%-ный
нитросиний тетразолий, 39 мкМ L-метионин,
0.24%-ный трилон-Б, 0.025%-ный рибофлавин.
Реакцию проводили при освещении люминес-
центными лампами (I- = 2350 Lm) в течение 15 мин.
Поглощение раствора измеряли при 560 нм на
спектрофотометре “Jasko V-630” (Япония) [14].

Концентрацию белка в полученных фермент-
ных препаратах оценивали по методу Бредфорда.

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с использованием общепринятых ме-
тодик [15]. На диаграммах приведены средние
значения показателей с указанием стандартной
ошибки средней, надстрочные символы обозна-
чают достоверность различий средних значений
по критерию Стьюдента при р ≤ 0.05: а – различия
достоверны относительно бесстрессового кон-
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троля, б – различия достоверны относительно
стрессового контроля.

Получение конъюгатов. Синтез конъюгатов хи-
тозана с молекулярной массой 30 кДа и ФК и КК
в концентрации 10 мкM проводили на основании
предварительно полученных данных о влиянии
хитозанов с различной молекулярной массой, ок-
сикоричных кислот в диапазоне концентраций
0.1–100 мкМ, а также их смесей на прорастание
семян и биометрические показатели растений
огурца в лабораторных условиях. Конъюгаты хи-
тозана с оксикоричными кислотами получали
карбодиимидным методом с предварительной
активацией карбоксильных групп кислоты EDC
(рис. 1) по методике, описанной в работе [16].
ФК или КК (5 мг/мл) и EDC растворяли в диме-
тилсульфоксиде. При этом EDC брали в трех-
кратном мольном избытке по отношению к окси-
коричным кислотам. Раствор кислоты по каплям
добавляли к раствору EDC и перемешивали на
магнитной мешалке в темноте 1 ч. Далее полу-
ченный раствор, содержащий активированную
кислоту, по каплям добавляли к раствору хито-
зана (5 мг/мл) в 0.5%-ной уксусной кислоте при
постоянном перемешивании на магнитной мешал-
ке, затем выдерживали 20 ч в темноте при комнат-
ной температуре. Синтезированный конъюгат хи-
тозана с ФК (или КК) очищали от реакционной
смеси диализом в целлюлозных диализных труб-
ках, размер пор 14 кДа, (Sigma D9277-100FT и
D9652-100FT) против воды в течение 1 сут. В про-

цессе синтеза массовое соотношение хитозан:
ФК (КК) составило 5:1. Содержание оксикорич-
ных кислот в синтезированных конъюгатах опре-
деляли спектрофотометрически как описано в
работе [16]. Для этого снимали спектр поглоще-
ния конъюгата в области 200–400 нм и рассчиты-
вали количество кислоты по предварительно по-
строенному калибровочному графику. Степень
пришивки ФРК (КФК) к хитозану (CR, %) рас-
считывали по формуле:

  

где nк – количество ФК (КК) в конъюгате, моль;
 – количество мономерных звеньев хитозана,

содержащих аминогруппы, моль.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Оценивали влияние синтезированных конъ-

югатов хитозан: ФК (Х-ФК) и хитозан: КК (Х-КК)
на биометрические показатели 7-дневных про-
ростков огурца в бесстрессовых и стрессовых
(100 мM NaCl) условиях. Внешний вид растений
представлен на рис. 2.

В отсутствии стресса обработка семян конъ-
югатами приводила к увеличению длины и массы
проростков. Так, в варианте Х-ФК длина и масса
корней превышала контроль на 44 и 28% соответ-
ственно (рис. 3а, 3в). При обработке семян Х-КК
возрастали все показатели относительно бесс-
трессового контроля: длина корней – на 64%,

= ×
2к NHCR 100%,n n

2NHn

Рис. 1. Схема получения конъюгатов хитозана с оксикоричными кислотами карбодиимидным способом (R1=ОН,
R2=H — кофейная кислота; R1=OCH3, R2=H – феруловая кислота).
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Рис. 2. Внешний вид проростков огурца, выращенных в бессстрессовых и стрессовых условиях при обработке семян
конъюгатами хитозана с оксикоричными кислотами: 1 – контроль, Н2О, 2 – контроль, 100 мM NaCl, 3 – Х-ФК, Н2О,
4 – Х-ФК, 100 мM NaCl, 5 – Х-КК, Н2О, 6 – Х-КК, 100 мM NaCl.

1 2 3 4 5 6

длина побега – на 20%, масса корней – на 62%,
масса побега – на 29% (рис. 3).

В условиях действия солевого стресса реги-
стрировали значительное угнетение роста по
сравнению с обычными условиями. Длительное
засоление (100 мM NaCl) приводило к снижению
длины корней и побега в среднем на 34 и 31%, сы-
рая масса корней и побега уменьшалась на 28 и
36% соответственно. При этом не наблюдалось
достоверно значимых различий между контролем
в стрессовых условиях и опытными вариантами
по биометрическим показателям (рис. 3).

Отношение длины корней к длине побега уве-
личивалось в вариантах обработки Х-ФК и Х-КК
на 34 и 10% соответственно относительно кон-
трольных растений, находящихся в стрессовых
условиях (рис.4).

Таким образом, выявлен значительный рост-
стимулирующий эффект обработки семян конъ-
югатами на основе хитозана и оксикоричных кис-
лот при выращивании растений огурца без стрес-
са. При этом отмечено изменение соотношения
развития надземной и подземной частей пророст-
ка в сторону увеличения корневой системы.

Механизмы влияния на растения получаемых в
настоящее время конъюгатов на основе хитозана и
оксикоричных кислот только начинают изучаться.
Однако согласно литературным данным оксико-
ричные кислоты в низких концентрациях стиму-
лируют корнеобразование в результате предотвра-
щения декарбоксилирования индол-3-уксусной
кислоты (ИУК) [5, 17]. Также показано, что феру-

ловая и кофейная кислоты, имеющие гидроксил в
пара- положении, проявляют более эффектив-
ный антагонистический эффект в отношении
абсцизовой кислоты в сравнении с коричной
кислотой [17].

Отмечено стимулирующее действие средне- и
высокомолекулярных хитозанов на высоту, коли-
чество побегов и листьев у Freesia Eckl. ex Klatt.
[18]. Исследования Ли с соавт. [19] показали по-
ложительное влияние хитозана на проростки сои,
при этом эффективность действия хитозана была
прямо пропорциональна молекулярной массе.
Авторы, предположили, что замачивание семян в
растворе хитозана с высокой молекулярной мас-
сой (>1000 кДа) оказывало благоприятное влия-
ние на рост проростков сои. С другой стороны, в
исследованиях Луан с соавт. [20] стимулирующий
эффект проявлял низкомолекулярный хитозан
(16 кДа). Используемый в работе хитозан с моле-
кулярной массой 30 кДа оказывал стимулирую-
щее действие, увеличивая длину корней у про-
ростков огурца в условиях без стресса. Однако
наибольший эффект на рост и накопление био-
массы наблюдали при совместном применение
хитозана с оксикоричными кислотами [21]. На
основании полученных результатов синтезирова-
ли исследуемые в работе конъюгаты.

В условиях длительного солевого стресса не
отмечено активации роста проростков при при-
менении конъюгатов хитозана с оксикоричными
кислотами, однако увеличенное отношение дли-
ны корня к длине побега сохранялось, что может
свидетельствовать об улучшении водопоглощаю-
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щей способности корневой системы, предотвра-
щающей накопление токсичных ионов и переме-
щение их в надземные органы, и повышении
жизнеспособности проростков [22].

Накопление пролина является одной из наи-
более быстрых ответных реакций клетки, а его со-
держание может также быть важным показателем
состояния растений при действии солевого стрес-
са [22, 23]. Кроме осмопротекторных свойств
пролин регулирует кислотность цитозоля и под-
держивает соотношение НАД+/НАДН, усилива-
ет фотохимическую активность фотосистемы ІІ в
мембранах тилакоидов и снижает ПОЛ [24]. До-
полнительный синтез этой аминокислоты по-
вышает общую устойчивость растений к абио-
тическим стрессам, так как пролин защищает
мембраны, макромолекулы и структурные эле-
менты клетки, приводя, таким образом, к повы-
шению неспецифической устойчивости. Ана-
лизируется возможность рассматривать пролин
в качестве метаболического сигнала, регулиру-
ющего окислительно-восстановительный го-
меостаз и экспрессию некоторых генов стрес-
сового ответа [25–27].

Анализ содержания пролина в 7-дневных про-
ростках огурца показал существенное увеличение
его уровня при действии солевого стресса. Содер-

Рис. 3. Длина и масса корней (a, в) и побегов (б, г) 7-дневных проростков огурца, выращенных в бесстрессовых (1) и
стрессовых условиях (2, 100 мМ NaCl) при обработке семян конъюгатами хитозана с оксикоричными кислотами.
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Рис. 4. Отношение длины корней к длине побега
7-дневных проростков огурца, выращенных в бесс-
трессовых (1) и стрессовых условиях (2, 100 мМ NaCl)
при обработке семян конъюгатами хитозана с окси-
коричными кислотами.

2.4

1.8

1.2

0.6

0
К Х-ФК

О
тн

ош
ен

ие
 д

ли
ны

 к
ор

не
й

к 
дл

ин
е 

по
бе

га

Х-КК

1
2



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 1  2022

ПАРАМЕТРЫ РОСТА И АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ 79

жание пролина у контрольных растений было
2225.6 ± 88.9 мкг/г сухой массы, в 2 раза выше
аналогичного показателя у растений в отсутствии
стрессового фактора. Обработка семян Х-КК в
условиях выращивания без стресса приводила к
снижению содержания пролина в семядольных
листьях проростков на 27% относительно контро-
ля. В вариантах обработки Х-ФК и Х-КК содер-
жание пролина в условиях солевого стресса было
ниже относительно стрессового контроля на 12 и
23% соответственно (рис. 5а).

Уменьшение накопления пролина, вероятно,
свидетельствует о том, что обработка семян конъ-
югатами хитозана способствовала снижению сте-
пени повреждения семядолей огурца хлористым
натрием. Похожие результаты о снижении накоп-
ления пролина при солевом стрессе были получе-
ны при обработке 24-эпибрассинолидом расте-
ний проса [28] и перца [29], а также при обработке
мио-инозитолом перца в условиях засухи [30].

Одним из последствий действия засоления на
растения является окислительный стресс, связан-
ный, прежде всего, с нарушениями процессов
фотосинтеза и дыхания [31]. В условиях действия
солевого стресса происходит связанное с падением
устьичной проводимости ингибирование фото-
синтеза и снижение активности фотосистемы II.
При этом нарушается функционирование элек-
тронтранспортной цепи в хлоропластах, что вы-
зывает усиление образования АФК, таких как
синглетный кислород, супероксидный анион-ра-
дикал, пероксид водорода и др. [32], что приводит
к активации ПОЛ [33, 34]. Также считается, что
причиной повышения уровня АФК в клетках при
солевом стрессе непосредственно может быть де-
фицит воды, нарушающий гидратацию и функ-
ционирование биомакромолекул [35].

В условиях действия стрессового фактора в се-
мядольных листьях проростков контрольного ва-

рианта отмечалось увеличение содержания ТБК-
продуктов в 1.8 раза относительно растений, вы-
ращенных на воде. Тогда как интенсивность ПОЛ
в семядолях проростков из обработанных конъ-
югатами семян была существенно ниже при соле-
вом стрессе по сравнению со стрессовым контро-
лем. Наблюдалось снижение содержания ТБК-
продуктов на 42% при обработке Х-ФК и на 24%
при обработке Х-КК (рис. 5б).

Значительная индуцируемая NaCl интенсив-
ность процессов ПОЛ, о чем свидетельствует воз-
растание количества ТБК-продуктов, является
маркером развивающегося в растениях огурца
стресса, уровень которого значительно ниже при
обработке семян конъюгатами хитозана с оксико-
ричными кислотами.

При стресс-зависимой генерации АФК в клет-
ке происходит изменение активности антиокси-
дантных ферментов и метаболизма низкомолеку-
лярных протекторных соединений. В настоящее
время не вызывает сомнений большое значение
антиоксидантной системы в формировании соле-
устойчивости растений [35, 36]. Во многих работах,
выполненных на контрастных по устойчивости
растениях, показана корреляция между активно-
стью антиоксидантных ферментов и резистентно-
стью к действию засоления [37, 38], хотя она не яв-
ляется однозначной. Как полифункциональные
ферменты неспецифические пероксидазы задей-
ствованы и в адаптации растений к засолению.
Установлено повышение их активности при крат-
косрочном воздействии солевого стресса [39], а так-
же показана более высокая активность неспецифи-
ческой пероксидазы у солеустойчивых растений
при засолении по сравнению с неустойчивыми [37].

При действии солевого стресса наблюдали
увеличение активности пероксидазы в 1.8 раза в
контрольных растениях, в 2.4 в варианте Х-ФК и
3 раза в варианте К-КК относительно растений в

Рис. 5. Содержание пролина (а) и ТБК-продуктов (б) в 7-дневных проростках огурца, выращенных в бесстрессовых (1)
и стрессовых условиях (2, 100 мМ NaCl) при обработке семян конъюгатами хитозана с оксикоричными кислотами.
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условиях выращивания без стресса. При этом
значительное повышение активности фермента
(в 2 раза) относительно стрессового контроля в
условиях засоления отмечалось при обработке се-
мян конъюгатами Х-КК (рис. 6а). Возрастание
активности этого антиоксидантного фермента в
растениях огурца при засолении из опытных ва-
риантов сопровождалось снижением интенсив-
ности ПОЛ.

Активность СОД снижалась при действии со-
левого стресса в среднем на 20% при обработке
семян конъюгатами относительно бесстрессового
контроля. Достоверно значимых различий актив-
ности фермента между вариантами как в отсут-
ствии стресса, так и в стрессовых условиях не на-
блюдалось (рис. 6б).

При действии неблагоприятных факторов ак-
тивность СОД может изменяться разнонаправле-
но. Имеющиеся литературные данные показыва-
ют существование взаимосвязи между активно-
стью СОД и устойчивостью растений к действию
стрессоров. Так, у солетолерантного сорта сафло-
ра (Carthamus tinctorius L.) активность СОД при
солевом стрессе была выше, чем у чувствительно-
го [37]. Такую же зависимость между активно-
стью СОД и солеустойчивостью выявили у раз-
личных генотипов гороха [38]. Значительное уве-
личение активности СОД при действии засоления
установлено у солеустойчивых сортов томата [40].
Однако при увеличении длительности действия
стрессора или его интенсивности происходившая
в начале активация СОД снижалась в условиях ге-
нерации АФК [41]. Наблюдаемое в настоящей ра-
боте снижение активности СОД на 7 сут действия
солевого стресса могло быть вызвано длительным
воздействием NaCl на проростки.

В литературных источниках сообщалось о ро-
ли экзогенных оксикоричных кислот [6, 42, 43] и
хитозанов [44] в ослаблении неблагоприятного

воздействия стресса на растения, в том числе в ре-
зультате изменения функционирования антиок-
сидантной системы растений.

Полученные нами данные свидетельствуют о
том, что в условиях выращивания без стресса об-
работка семян конъюгатами хитозана с ФК и КК
оказывала ростстимулирующий эффект на про-
ростки, в том числе, координируя рост органов,
увеличивая отношение длины корней к надзем-
ной части. При этом не наблюдалось значитель-
ных изменений антиоксидантного статуса отно-
сительно контрольных растений. В связи с чем,
можно предположить, что синтезированные
конъюгаты эффективны в качестве регуляторов
роста в отсутствии стрессового воздействия.

В условиях длительного засоления при обра-
ботке семян конъюгатами не выявлено измене-
ний по длине и биомассе проростков огурца по
сравнению с контрольными растениями, однако
сохранялось увеличенное отношение длины кор-
ней к длине побегов. При этом в тканях семядолей
не отмечено значительной аккумуляции пролина,
но выявлено снижение интенсивности процессов
ПОЛ на фоне высокой общей пероксидазной ак-
тивности. Можно предположить, что полученные
конъюгаты хитозана с ФК и КК способны повы-
шать устойчивость проростков к длительному на-
трий-хлоридного засолению в результате сниже-
ния интенсивности окислительных процессов.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Белорусского Республиканского Фонда Фунда-
ментальных исследований, грант № Б19-020.
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Growth Parameters and Antioxidant Activity in Cucumber Seedlings with Application 
of Chitosan and Hydroxycinnamic Acids Conjugates under Salt Stress

E. L. Nedveda, *, J. N. Kalatskajaa, I. A. Ovchinnikova, E. I. Rybinskayaa, A. N. Kraskouskib, 
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Minsk, 220072 Republic of Belarus

b Institute of Chemistry of New Materials of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220141 Republic of Belarus
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Chitosan-ferulic and chitosan-caffeic acids conjugates with a ratio of 5:1 were synthesized by the modified
carbodiimide method that allows to regulate the degree of acid cross-linking from 0.5 to 3.4%. The biological
activity of the synthesized conjugates was studied in 7-day-old cucumber seedlings (Cucumis sativus L.).
A significant growth-stimulating effect of conjugates seed treatment was observed in stressful conditions of
growing seedlings, in the absence of antioxidant status changes in comparison with control plants. The coor-
dination effect of conjugates on the seedling organs growth under different growing conditions was estab-
lished, which is manifested in an increase of the roots to shoot length ratio. Possible mechanisms of alleviate
prolonged salinity-induced stress with chitosan and hydroxycinnamic acids conjugates seed treatment due to
a decrease in the lipid peroxidation intensity in seedling cotyledons, stabilization of the proline level, and an
increase in the total peroxidase activity were discussed.

Keywords: cucumber seedlings, NaCl salt stress, conjugates, chitosan, hydroxycinnamic acids, morphometric
parameters, proline, lipid peroxidation, antioxidant activity
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Предложена новая методика определения состава конъюгатов белков с наночастицами, основанная
на использовании флуорескамина в качестве флуоресцентной метки и позволяющая получать ре-
зультаты с высокой точностью при минимальной продолжительности и трудоемкости. Охарактеризо-
ваны по составу и связыванию иммуноглобулинов конъюгаты наночастиц золота со стрептококковым
белком G. Установлены оптимальные концентрации белка G 8 мкг/мл и золотых наночастиц – 2.5 нМ
(ОП520 = 5) со средним диаметром 25 нм. Полученные конъюгаты применили для разработанного
иммунохроматографического анализа антибиотика сульфониламида – важного контролируемого
контаминанта пищевой продукции. Непрямое мечение специфических антител позволило исполь-
зовать в анализе неочищенную кроличью антисыворотку. Визуальный и инструментальный преде-
лы обнаружения сульфониламида составили 100 и 0.3 нг/мл соответственно. Продолжительность
анализа – 10 мин. Проведена апробация тест-систем для характеристики проб мёда.

Ключевые слова: иммунохроматография, наночастицы золота, флуорескамин, сульфонамиды, мед
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Уникальные физико-химические и биологи-
ческие свойства способствовали применению на-
ночастиц золота (НЧЗ) и их модифицированных
производных в разнообразных областях науки и
техники [1, 2]. Особенно востребованы комплек-
сы НЧЗ с различными белками, используемые
для направленного транспорта лекарств [3, 4],
иммунизации [5], биоимиджинга [6, 7], в качестве
маркерных агентов в аналитических системах [8–
10]. Несмотря на накопленный опыт и большое
количество работ, посвященных конъюгирова-
нию белков с наночастицами, полученные дан-
ные остаются неоднозначными и в ряде случаев
противоречащими друг другу [11]. Открытым так-
же остается вопрос зависимости функциональ-
ной активности конъюгатов от их состава.

Для изучения структуры и состава конъюгатов
белок–НЧЗ используются различные методы:
дифференциальная центробежная седиментация
[12], спектрофотометрия [13–15], флуориметрия
[11, 16–18], модификации иммуноферментного
анализа [19, 20], высокоэффективная жидкостная
хроматография [21], просвечивающая электрон-
ная микроскопия [22] и др. Однако у этих методов
есть ряд недостатков: недостаточная чувствитель-

ность, сложная пробоподготовка, необходимость
дорогостоящего оборудования, большое количе-
ство манипуляционных стадий и, как следствие,
низкая точность и воспроизводимость результа-
тов. Некоторые методы, например, измерение
триптофановой флуоресценции, пригодны лишь
для белков определенного состава [11], поэтому
актуальна разработка универсального и нетрудо-
емкого метода определения состава конъюгатов
наночастиц с белками.

Предлагаемый в данной работе метод основан
на мечении белков флуорескамином с последую-
щей регистрацией флуоресценции. Флуореска-
мин – флуорогенный краситель с длиной волны
возбуждения 390 нм, используемый в генетиче-
ских исследованиях, в тонкослойной и бумажной
хроматографии, при измерениях протеолитиче-
ской активности и др. При взаимодействии флуо-
рескамина с первичными аминогруппами белка
образуются интенсивно флуоресцирующие про-
изводные [23–25]. Поскольку практически все
белки содержат лизин, флурескамин – универ-
сальный реагент для мечения белков. Преиму-
ществом флуорескамина является то, что его ис-
ходная форма не флуоресцирует, флуоресцен-
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ция появляется только после взаимодействия с
аминогруппой и поэтому измерения характери-
зуются низким фоновым сигналом. Реакция с
аминогруппами протекает за несколько секунд.
К тому же флуорескамин устойчив лишь в органи-
ческих растворителях, а в воде гидролизуется с вы-
падением продукта в осадок в течение 1–2 мин, что
исключает необходимость отделять продукт ре-
акции от несвязанной метки. Отсутствие дополни-
тельных стадий обусловливает высокую производи-
тельность измерений. Разработанная методика
обеспечивает инструментарий для простого и быст-
рого количественного определения белка, сорбиро-
ванного на поверхности наночастиц. В качестве та-
кого белка в экспериментах использовали иммуно-
глобулин-связывающий стрептококковый белок
G, который часто применяется в иммунохими-
ческих методах для непрямого мечения антител
[26, 27].

На основании предложенной методики были
выбраны препараты золотых наночастиц с иммо-
билизованным белком G с оптимальной нагрузкой,
использованные для разработки иммунохромато-
графического анализа (ИХА) сульфонамидного ан-
тибиотика сульфониламида (СА). Сульфонамиды
широко используются в сельском хозяйстве для
борьбы с инфекционными заболеваниями. Оста-
точные количества сульфонамидов в пищевых про-
дуктах животного происхождения могут привести к
развитию ряда заболеваний и аллергических ре-
акций у людей, а также к возникновению рези-
стентных штаммов микроорганизмов, что требует
постоянного контроля и предотвращения чрез-
мерного употребления антибиотиков данного
класса [28, 29].

Цель работы – разработка методики определе-
ния состава конъюгатов белков с наночастицами
и ее применение для создания иммунохромато-
графической тест-системы на сульфониламид.

МЕТОДИКА

Получение наночастиц золота. НЧЗ синтезиро-
вали согласно методу Френса [30]. 1 мл 1%-ного
водного раствора HAuCl4 (“Sigma-Aldrich”,
США) вносили в 97.5 мл воды, нагревали смесь до
кипения, а затем при активном перемешивании
добавляли 1.5 мл 1%-ного водного раствора цит-
рата натрия (“Химмед”, Россия). Раствор кипя-
тили 15 мин, затем охлаждали и хранили при 4°C.

Определение размеров наночастиц золота мето-
дом просвечивающей электронной микроскопии.
Снимки препаратов НЧЗ получали с помощью
микроскопа CX-100 (“Jeol”, Япония) при ускоря-
ющем напряжении 80 кВ и увеличении 33000.
Фотографии сканировали и анализировали с помо-
щью программы Image Tool (“UTHSCSA”, США),

характеризуя не менее 120 изображений одиноч-
ных частиц.

Определение состава конъюгатов НЧЗ–белок.
Раствор НЧЗ разливали в 10 пробирок по 2.0 мл,
двукратно центрифугировали при 10000 g, затем
отбирали надосадочную жидкость. Осадок взбал-
тывали (объем оставшейся в пробирке жидкости
доводили надосадочной жидкостью до 0.2 мл).
Стоковый раствор белка G (“Имтек”, Россия) с
концентрацией 240 мкг/мл разводили надосадоч-
ной жидкостью для достижения конечных кон-
центраций белка 24, 16, 10, 7, 5 и 3 мкг/мл. По 0.2 мл
данных растворов белка в надосадочной жидко-
сти добавляли к 0.2 мл растворов НЧЗ, получен-
ных после центрифугирования, а оставшиеся рас-
творы белка использовали для построения граду-
ировочной зависимости. Белок G инкубировали с
НЧЗ 30 мин при комнатной температуре, дву-
кратно центрифугировали при 10000 g, отбирали
0.2 мл надосадочной жидкости и переносили в
микропланшет (“Roskilde”, Дания). Градуировоч-
ные растворы также переносили в микропланшет
по 0.2 мл. К полученным растворам добавляли по
10 мкл раствора флуорескамина (“Sigma-Aldrich”,
США) в ацетоне (100 мг/мл), инкубировали 10 мин
при комнатной температуре и измеряли флуорес-
ценцию. Спектры флуоресценции регистрировали
с помощью фотометра Perkin Elmer En Spire 2300
(“Waltham”, США) при длине волны возбуждаю-
щего света 390 нм в диапазоне длин волн испуска-
емого света 450–550 нм.

Получение конъюгата НЧЗ с белком G для ис-
пользования в ИХА. Раствор НЧЗ (оптическая
плотность при 520 нм: D520 = 1) доводили карбо-
натом калия до pH 8.5–9.0, после чего вносили в
этот раствор белок G до концентрации 8 мкг/мл.
Смесь инкубировали 30 мин при комнатной тем-
пературе, затем вносили 10%-ный раствор БСА
(“Boval Biosolutions”, США) и выдерживали еще
10 мин при интенсивном перемешивании. Полу-
ченный раствор центрифугировали 15 мин при
10000 g. Осадок отбирали и вносили 1%-ный рас-
твор БСА до конечного объема 1 мл. Полученный
раствор хранили при 4°С.

Получение антисывороток против СА. Для синте-
за использовали производное СА с карбоксильной
группой NH2C6H4SO2NH(CH2)3COOH, предостав-
ленное А.А. Формановским (Институт биооргани-
ческой химии РАН, Россия). Конъюгат данного
производного и бычьего сывороточного альбумина
(СА-БСА) синтезировали карбодиимидным мето-
дом [31] и использовали для иммунизации кро-
ликов породы шиншилла массой 3–4 кг соглас-
но [32].

Для первой иммунизации раствор иммуногена
в фосфатно-солевом буфере (ФБС; 50 мМ калий-
фосфатный буфер, рН 7.4, с 0.1 М NaCl) эмульги-
ровали с равным объемом полного адъюванта



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 58  № 1  2022

КОНЪЮГАТЫ ИММУНОГЛОБУЛИН-СВЯЗЫВАЮЩИЙ БЕЛОК 85

Фрейнда до конечной концентрации 1 мг/мл (по
белку). Эту смесь (1.0 мл) вводили внутрикожно и
подкожно. Впоследствии кролики получали бу-
стерные инъекции, содержавшие 0.5 мг иммуноге-
на на животное, подкожно в ФБС с равным объе-
мом неполного адъюванта Фрейнда и внутривенно
в ФБС. Через неделю у кроликов отбирали кровь.
Циклы реиммунизации повторяли с 5-недельным
интервалом.

Изготовление иммунохроматографических тест-
систем. Комплектация тест-полосок включала
рабочую мембрану, мембраны для нанесения об-
разца и конъюгата, а также конечную впитываю-
щую мембрану. В качестве рабочей использовали
нитроцеллюлозную мембрану UniSart CN95
(“Sartorius”, Германия), впитывающей – мембра-
ну CFSP 223000 (“Millipore”, США), мембраны
для нанесения конъюгата – непредобработанную
мембрану PT-R5 (“Advanced Microdevices”, Ин-
дия). С помощью автоматического диспенсера
IsoFlow (“Imagene Technology”, США) на рабочей
мембране формировали аналитическую зону с им-
мобилизованным конъюгатом СА-БСА (3 мг/мл) в
ФБС и контрольную зону с иммобилизованным
антителами козы против иммуноглобулинов кро-
лика (“Имтек”, Россия) в концентрации 5 мг/мл.
Конъюгат НЧЗ с белком G наносили на мембра-
ну для конъюгата (D520 = 10, объем нанесения –
13 мкл/мм). После нанесения реагентов мембра-
ны сушили на воздухе при 20–22°C не менее 20 ч.
Собирали мультимембранный композит, из ко-
торого получали полоски шириной 3.5 мм, ис-
пользуя автоматический гильотинный нарезчик
Index Cutter-1 (“A-Point Technologies”, США).
Нарезку и упаковку проводили в помещении с от-
носительной влажностью воздуха не более 30%.
Упакованные тест-полоски хранили при комнат-
ной температуре.

Проведение иммунохроматографического ана-
лиза СА. ИХА проводили при комнатной темпе-
ратуре. В ФБС, содержащий 1% детергента твин-
20 (ФБСТ), или в контаминированные пробы мёда,
разбавленные ФБСТ в соотношении 1 : 4, вноси-
ли раствор СА для достижения его конечных кон-
центраций в диапазоне 0.8–100 нг/мл, а также ан-
тисыворотку в разведении 1 : 800. Тест-полоски
вносили в пробы в вертикальном положении, ин-
кубировали 10 мин, а затем извлекали и оценивали
результат ИХА визуально. С помощью программ-
ного обеспечения TotalLab TL120 (“Nonlinear Dy-
namics”, Великобритания) проводили оцифровку
изображений тест-полосок и определяли интен-
сивности окрашивания контрольной и аналитиче-
ской зон.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Размерная характеристика наночастиц золота.

Для определения среднего диаметра и гомоген-

ности НЧЗ использовали метод просвечиваю-
щей электронной микроскопии. Согласно полу-
ченным данным, синтезированные наночасти-
цы характеризовались сферической формой и
гомогенным распределением по размерам. Дли-
на большей оси наночастиц составила 25 ± 3 нм,
меньшей оси – 23 ± 4 нм, средний диаметр –
25 ± 5 нм.

Характеристика состава конъюгатов белок G–
НЧЗ. Для определения состава конъюгатов ис-
пользовали метод флуоресцентной спектроско-
пии, вводя флуорескамин в качестве метки в гра-
дуировочные и реакционные растворы. Получали
зависимости интенсивности флуоресценции при
490 нм от концентрации добавленного белка для
градуировочных растворов (рис. 1а) и надосадоч-
ных жидкостей (рис. 1б). На основании линеари-
зованной градуировочной зависимости (R-фактор
был больше 0.99) по величинам флуоресценции
вычисляли содержание белка в надосадочных
жидкостях. Затем рассчитывали количество свя-

Рис. 1. Зависимости интенсивности флуоресценции
(усл. ед., I) от добавленной концентрации белка G
(мг/мл) в калибровочных растворах (а) и в реакцион-
ных растворах после центрифугирования (б).
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занного белка в конъюгатах как разницу между до-
бавленным и несвязавшимся белком.

Полученная зависимость между количествами
добавленного и связанного с НЧЗ белка G пред-
ставлена на рис. 2. Пплато на кривой отражает на-
сыщение поверхности НЧЗ иммобилизованным
белком.

При выборе оптимального состава конъюгата
белок G–НЧЗ и протокола его получения исхо-
дили из критерия максимального связывания им-
мобилизуемого белка. Выбор этого критерия опре-
делялся использованием непрямой схемы ИХА, в
которой рост реакционной способности конъ-
югата обеспечивал большую интенсивность сиг-
нала и более чувствительное выявление аналита.
При этом для других форматов ИХА ранее отме-
чалась оправданность использования конъюгатов
НЧЗ–антитело с меньшей нагрузкой. Так, в сэнд-
вич-ИХА сокращение нагрузки антител в 2–4 раза
снижало расход специфических реагентов без зна-
чимых изменений аналитических параметров [33],
а в конкурентном ИХА приводило к сдвигу рабоче-
го диапазона градуировочных кривых в область
более низких концентраций [34]. При выборе оп-
тимальных составов конъюгатов для данных фор-
матов ИХА также может быть использована пред-
ложенная в данной работе методика со взаимодей-
ствием иммуноглобулинов с флуорескамином.

Следует отметить, что такое решение позволи-
ло работать даже с нефракционированной полик-
лональной антисывороткой. Поскольку иммуно-
глобулиновая фракция антисыворотки содержит
небольшую долю антител против использованно-
го антигена (как правило, менее 5% [35]), то боль-

шая часть иммуноглобулинов в сыворотке будет
блокировать реакционные центры конъюгата
НЧЗ с белком G, препятствуя эффективному свя-
зыванию маркера в аналитической зоне. Тем не
менее, использование установленной максималь-
ной нагрузки иммобилизуемых антител обеспечи-
ло возможность эффективной регистрации ре-
зультатов анализа и выявления аналита в низких
концентрациях.

Выбранная оптимальная концентрация белка
G для синтеза конъюгата составила 8 мкг/мл, что
соответствовало ранее установленным требова-
ниям для конъюгата белок G–НЧЗ, используемо-
го в серодиагностике [36]. При данной концен-
трации обеспечивается иммобилизация 133 моле-
кул белка G на одну НЧЗ диаметром 25 нм.

Иммунохроматографический анализ СА. Кон-
курентный ИХА был реализован в формате с не-
прямым введением маркера. Ранее для ряда си-
стем отмечалось, что непрямое мечение антител с
помощью аффинных взаимодействий (например,
с использованием антивидовых антител, стафи-
лококкового белка А, стрептококкового белка G
или других иммуноглобулин-связывающих моле-
кул) дает значительное преимущество в иммуно-
анализе по сравнению с использованием антител,
непосредственно иммобилизованных на маркер-
ных частицах [37–40]. Преимущества непрямого
мечения состоят в возможности независимо ва-
рьировать концентрацию маркера (для интенсив-
ного сигнала) и специфических антител (для эф-
фективной конкуренции), используя для этого
два разных реагента. В традиционном же ИХА с
прямым мечением изменять концентрации спе-
цифических антител и маркера можно только од-
новременно и однонаправлено.

Для проведения анализа пробу смешивали с
препаратом специфических антител, инкубируя в
течение 1 мин, после чего в эту смесь погружали
тест-полоску. В результате происходило двухсту-
пенчатое взаимодействие – образование ком-
плекса специфических антител с антигеном и его
выявление сорбированным на подложке конъ-
югатом белка G с меткой (НЧЗ). Продолжитель-
ность иммунохроматографии составляла 10 мин,
после чего проводили регистрацию результатов.

Аналитические параметры тест-системы были
установлены по результатам определения СА в
ФБСТ и в искусственно контаминированных
пробах мёда. На рис. 3 представлены отсканиро-
ванные изображения тест-полосок после анали-
за. При цифровой регистрации предел обнаруже-
ния СА, определявшийся по статистически досто-
верному снижению интенсивности окрашивания
относительно окрашивания в отсутствии СА, был
равен 0.3 нг/мл, рабочий диапазон – 0.6–1.0 нг/мл в
ФБСТ. Предел обнаружения в мёде составил
0.37 нг/мл, рабочий диапазон – 0.37–1.5 нг/мл.

Рис. 2. Зависимость концентрации белка G (мкг/мл)
в составе конъюгата с НЧЗ от концентрации добав-
ленного белка .
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Визуальный предел обнаружения СА, соответ-
ствовавший исчезновению окрашивания в анали-
тической зоне, составил 100 нг/мл, что связано с со-
хранением относительно стабильного низкого сиг-
нала в широком диапазоне концентраций (от 3 до

50 нг/мл) за рамками рабочего диапазона количе-
ственного анализа.

Полученные результаты соответствуют уста-
новленным нормам по максимально допустимо-
му содержанию сульфонамидов в пищевой про-

Рис. 3. Иммунохроматографическое определение СА: внешний вид тест-полосок при тестировании проб в ФБСТ (а),
в меде (б) и градуировочные кривые (в; 1 – в меде, 2 – в ФБСТ).
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дукции (0.1 мг/кг) [41, 42]. Использование в тест-
системе конъюгата наночастиц золота с белком G
подтверждает его эффективность для обеспече-
ния высокочувствительного анализа, а универ-
сальность данного маркера позволяет его исполь-
зовать для детекции различных соединений.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (грант № 20-76-
10033).
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Conjugates of Immunoglobulin-Binding Protein and Gold Nanoparticle: Determination 
of Composition and Application in Immunochromatographic Analysis of Sulfonylamide
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A new method for determining the composition of conjugates between proteins with nanoparticles is proposed,
based on the use of fluorescamine as a fluorescent label and which allows obtaining results with high accuracy
with a minimum duration and laboriousness. Conjugates of gold nanoparticles with streptococcal protein G
were characterized by the composition and binding of immunoglobulins. The synthesis was found to be optimal
at protein G concentration of 8 μg/mL and a concentration of gold nanoparticles with an average diameter of
25 nm equal to 2.5 nM (OD520 = 5). The resulting conjugates were used in the developed immunochromato-
graphic assay of the antibiotic sulfonylamide, an important controlled contaminant of food products. Indirect
labeling of specific antibodies allowed the use of crude rabbit antiserum in the assay. The visual and instrumental
limits of detection for sulfonylamide were 100 and 0.3 ng/mL, respectively. The duration of the analysis is 10 min.
The test systems were applied for the characterization of honey samples.

Keywords: immunochromatography, gold nanoparticles, f luorescamine, sulfonamides, honey



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ, 2022, том 58, № 1, с. 90–104

90

МЕТОДИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ ЖИРНЫХ КИСЛОТ
В БИОЛОГИЧЕСКИХ ОБРАЗЦАХ

© 2022 г.   В. А. Зотов1, *, В. В. Бессонов1, Д. В. Рисник1

1Федеральный исследовательский центр питания, биотехнологии и безопасности пищи, Москва, 109240 Россия
*e-mail: arkont-87@yandex.ru

Поступила в редакцию 10.01.2021 г.
После доработки 07.07.2021 г.

Принята к публикации 02.09.2021 г.

В обзоре рассмотрены основные современные методы определения жирных кислот (ЖК) в биоло-
гических объектах, а также менее распространенные, но перспективные методы. Описываются и
сравниваются преимущества, недостатки и перспективы этих методов. Особое внимание уделено
особенностям подготовки биологических образцов, таким как экстракция липидов и дериватиза-
ция жирных кислот. Рассматриваются методические аспекты определения жирных кислот методами
газовой хроматографии (ГХ) и высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), особенно-
сти использования различных типов неподвижных фаз используемых для хроматографического разде-
ления ЖК. Проанализированы возможности использования капиллярного электрофореза (КЭ) и
спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) для анализа жирных кислот, особые требова-
ния и ограничения этих методов при работе с биоматериалом.

Ключевые слова: липиды, полиненасыщенные жирные кислоты, газовая хроматография, жидкост-
ная хроматография, капиллярный электрофорез, сверхкритическая флюидная хроматография,
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Жирные кислоты (ЖК) – ациклические одно-
основные карбоновые кислоты, содержащиеся в
жирах, маслах и восках биологического проис-
хождения. В организме человека ЖК присутству-
ют в основном в виде продуктов этерификации,
представленных триглицеридами, фосфолипида-
ми и эфирами холестерина [1]. ЖК, как правило,
содержат неразветвленную цепь из атомов угле-
рода С4-С24, (включая углерод карбоксильной
группы) и могут быть как насыщенными, так и
ненасыщенными. Разветвленные жирные кисло-
ты по сравнению с жирными кислотами с нераз-
ветвленной цепью в составе липидов растений и
животных встречаются реже. В бактериях доволь-
но часто встречаются монометил-разветвленные
жирные кислоты [2].

По степени ненасыщенности ЖК подразделя-
ют на насыщенные, в которых отсутствуют крат-
ные связи, мононенасыщенные, содержащие од-
ну двойную связь, и полиненасыщенные, в струк-
туре которых содержится две и более кратные
связи [3].

Ряд полиненасыщенных жирных кислот
(ПНЖК), необходимых животным и человеку,
но которые не образуются в ходе биосинтеза в
их организмах, относят к незаменимым. К ним

относятся 18-атомные кислоты семейств n-6 и n-
3 (омега-6 и омега-3): линолевая кислота с двумя
двойными связями 18:2n-6 и альфа-линоленовая
кислота с тремя двойными связями 18:3n-3 [4].

Биологическая роль ЖК заключается в их уча-
стии в формировании клеточных мембран, внутри-
клеточных структур и органелл, а также в энергети-
ческом обмене. Помимо этого, они участвуют в
синтезе биологически активных соединений, таких
как эйкозаноиды [5].

Изучение содержания ЖК и их метаболических
профилей важно для лабораторно-клинической
диагностики [6]. Например, изучение маркеров
метаболизма ЖК применяется в диагностике рис-
ков развития сердечно-сосудистых заболеваний и
метаболического синдрома. Масштабные клини-
ческие и эпидемиологические исследования боль-
ших групп пациентов (более десяти тысяч чело-
век) показали, что повышенное потребление
омега-3 ПНЖК существенно снижает риск сер-
дечно-сосудистых заболеваний у здоровых людей
и на 35% снижает смертность среди людей, пере-
несших эти заболевания [7]. По современным
представлениям влияние эйкозапентаеновой
кислоты на сердечно-сосудистую систему связа-
но с действием ее производных – эйкозаноидов,
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которые являются ингибиторами тромбообразо-
вания, способствуют расширению просвета со-
судов, участвуют в регуляции иммунного ответа
[8–10]. Возможные механизмы кардиопротектор-
ных эффектов омега-3 ПНЖК заключаются в по-
нижении уровней триглицеридов, ослаблении
аритмий, снижении кровяного давления, предот-
вращении агрегации кровяных телец [11, 12].

Многие исследования связывают аномалии в
метаболизме ЖК с развитием некоторых видов
онкологических заболеваний. Однако общие тен-
денции изменений липидных профилей плазмы
крови у больных имеют ряд противоречий, что
связано с различием в механизмах синтеза и ис-
пользования липидов при различных разновид-
ностях раковых заболеваний [13, 14].

Нарушение нормальных процессов метаболиз-
ма ЖК может являться причиной хронических
нервно-мышечных заболеваний, которые могут
сопровождаться тяжелыми осложнениями, в том
числе со смертельным исходом, включая миопа-
тию, прогрессивную кардиомиопатию, рецидиви-
рующую энцефалопатию и т.д.

В эпидемиологических исследованиях уста-
новлена прямая корреляция между недостаточ-
ной обеспеченностью омега-3 ПНЖК и развити-
ем психических и нейродегенеративных заболе-
ваний. Несмотря на то, что в настоящее время не
найдено средств лечения одного из самых рас-
пространённых видов деменции – болезни Альц-
геймера [7, 15], имеются достоверные данные,
свидетельствующие о возможности снижения
риска развития и даже замедления развития этого
заболевания при дополнительном употреблении
докозагексаеновой кислоты [16].

Чтобы раскрыть биологическую значимость
ЖК в заболеваниях, необходимо дополнительное
изучение роли и механизмов их метаболизма, со-
вершенствование методик их количественного
определения в биологических образцах, что поз-
волит внести значительный вклад в практику ла-
бораторно-клинической диагностики. Разработ-
ка и совершенствование надежных процедур
определения ЖК в свободных и этерифициро-
ванных формах позволит усовершенствовать ме-
тоды диагностики метаболического синдрома,
наследственных и онкологических заболеваний,
а также осуществить выявление отклонений у лю-
дей, находящихся в зоне риска на ранней стадии.

Изучение содержания ЖК в биологических
объектах является сложной аналитической зада-
чей из-за большого разнообразия веществ, в со-
став которых входят ЖК, и из-за сложного харак-
тера матрицы (посторонних компонентов образ-
ца). В настоящее время в основном используются
хроматографические методы: газовая хроматогра-
фия (ГХ), высокоэффективная жидкостная хрома-
тография (ВЭЖХ), сверхкритическая флюидная

хроматография (СФХ), а также комбинированные
методы – масс-спектрометрия в сочетании с раз-
личными способами разделения, спектроскопия
ядерного магнитного резонанса (ЯМР-спектро-
скопия) [17–19].

Газовая хроматография. Среди инструменталь-
ных методов анализа ЖК наиболее распростра-
ненным является ГХ с тем или иным способом де-
тектирования. Наиболее часто используется пла-
менно-ионизационный детектор. Его основными
преимуществами являются низкие пределы обна-
ружения (на уровне нг/мл) и широкий линейный
диапазон [20].

Исторически это был первый хроматографи-
ческий метод, использованный для анализа ЖК
[17]. Известно, что основные требования, предъ-
являемые к аналитам при использовании этого
метода разделения, – летучесть, термостабиль-
ность и инертность. Поскольку ЖК характеризу-
ются термолабильностью, низкой летучестью,
наличием полярных функциональных групп, а
также легко поддаются полимеризации и дегид-
ратации [1, 21, 22], что препятствует их прямому
качественному и количественному определению
методами ГХ [23]. Такие свойства обуславливают
необходимость проведения предварительной де-
риватизации перед проведением анализа. Дери-
ватизация позволяет повысить летучесть ЖК, а
также улучшает эффективность их разделения и
повышает чувствительность определения [24]. В
литературе описано множество подходов к дери-
ватизации ЖК. Чаще всего легколетучие произ-
водные ЖК получают путем одностадийной кис-
лотной или щелочной переэтерификации.

Кислотно-катализируемые реакции. В случае
кислотно-катализируемых реакций переэтерифи-
кации в прошлом широкое распространение полу-
чило использование растворов соляной (HCl) или
серной (H2SO4) кислот в спиртах [25]. Обычно при-
меняют 2–10% растворы в метаноле (CH3OH). Од-
нако в современной практике чаще используют
различные кислоты Льюиса: например, фторид
бора (BF3) и хлорид алюминия (AlCl3) [26, 27].
Общая схема кислотно-катализируемых реакций
дериватизации липидов представлена на рис. 1а.

Применение трифторида бора для определе-
ния ЖК описано еще в 1964 г. [28]. В настоящее
время есть множество данных о применении BF3
при анализе биологических образцов, в том числе
для трансметилирования липидов в плазме крови
человека [29], эритроцитах и сыворотке крови
[23, 30], мышечной ткани коров и овец [31, 32],
печени рыб [33], бактериях [34]. BF3 в метаноле
позволяет конвертировать кислоты всех классов
липидов (включая свободные ЖК) в метиловые
эфиры [27]. Дериватизация проводится при 100°С.
Этерификация свободных ЖК в таких условиях
происходит за 2 мин, переэтерификация фосфоли-
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пидов – за 10 мин. Более длительного времени
требует переэтерификация триглицеридов и сфиг-
номиелина – 30 и 90 мин соответственно [28]. Вы-
ход реакции этерификации, выполненной таким
образом для биологических объектов, достигает
99% [28, 35]. Применение BF3 для анализа ПНЖК
плазмы крови и мембран эритроцитов описано в
работе Вогнилда [36]. Экстракцию липидов про-
водили по методу Фолча (смесью хлороформа и
метанола). Применение трифторида бора для эте-
рификации свободных ЖК, полярных эфиров и
триглицеридов возможно в комбинации с гидрок-
сидом натрия. Метод продемонстрировал высокую
эффективность при анализе общего содержания
ЖК в плазме крови человека и тканях печени кры-
сы. Эффективность этерификации превышает 85%
для всех классов липидов [26]. Полученные метило-
вые эфиры экстрагируют с использованием н-гек-
сана (или н-пентана) с последующей промывкой
водой. Однако, такой способ является достаточно
жестким. В целях предотвращения окисления не-
насыщенных ЖК реакцию проводят в присут-
ствии антиоксидантов.

В современной практике анализа ПНЖК в ка-
честве антиоксиданта часто используется 2,6-дит-
ретбутил-4-метилфенол (бутилгидрокситолуол
или BHT). Одним из недостатков метода является
ограничение по срокам и условиям хранения рас-
твора фторида бора [22]. Фторид бора способен ре-
агировать с холестерином с образованием мети-
лового эфира, который мешает дальнейшему
анализу компонентов. Необходимо отметить, что
используемый в качестве антиоксиданта BHT, яв-
ляется весьма токсичным веществом и обладает
ярко выраженным канцерогенным действием [37]. 

Хлорид алюминия (AlCl3) также используют
при определении жирнокислотного состава ли-
пидов. Этот реагент может быть использован для
прямого метилирования (без предварительной
экстракции жиров). По способности переэтери-
фикации AlCl3 сравним с фторидом бора. Пре-
имуществом метода является меньшее содержа-
ние мешающих хроматографическому анализу
продуктов. Недостаток – неспособность метили-
ровать свободные ЖК [25].

Для прямого метилирования возможно также
применение ацетилхлорида (CH3COCl). Его до-
бавляют в пробу без предварительной подготовки
с последующей экстракцией метиловых эфиров
н-гексаном или н-пентаном. Система метанол-
ацетилхлорид применима для дериватизации ши-
рокого спектра липидов, при этом ацетилхлорид
отличается более высокой эффективностью де-
риватизации по сравнению с соляной кислотой и
фторидом бора [38].

Растворы соляной или серной кислот в мета-
ноле, как и BF3, быстро метилируют свободные
ЖК и могут быть использованы для переэтерифи-
кации всех классов липидов, содержащихся в
биологическом материале, в том числе, напри-
мер, в плазме крови человека [39, 40], мышцах и
печени животных [41]. Реакцию обычно проводят
при 60–70°С в течение часа.

Одним из общих недостатков кислотных ката-
лизаторов является способность конвертировать
плазмалогены, присутствующие в биологических
образцах, в диметилацетали, которые могут за-
труднять хроматографическое разделение мети-
ловых эфиров ЖК [42]. Следует отметить, что ди-
метилацетали можно отличить от жирных кислот

Рис. 1. Общая схема кислотно- (а) и основно-катализируемых (б) реакций дериватизации липидов [18].
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по масс-спектрам, поэтому их присутствие не ме-
шает анализу при использовании масс-спектро-
метрического детектирования.

Основно-катализируемые реакции. Эти реак-
ции (рис. 1б) проходят в более мягких условиях.
Наиболее часто применяемыми способами дери-
ватизации являются получение алкильных произ-
водных (метиловых, этиловых и изопропиловых) в
результате взаимодействия растворов алкоголятов
щелочных металлов в соответствующих спиртах.
Классическим и наиболее распространенным спо-
собом в клинической практике, микробиологии и
анализе пищевых продуктов является метилиро-
вание [40, 43].

Для щелочного трансметилирования наиболее
часто используют растворы метилата натрия
(CH3ONa) или гидроксида калия (KOH) в мета-
ноле. Реакция с метилатом происходит достаточ-
но быстро даже при комнатной температуре, по-
этому нет необходимости в использовании анти-
оксидантов [31]. Особенностью этого основно-
катализируемого метода дериватизации является
отсутствие модификации свободных кислот и
сфинголипидов в метиловые эфиры. Тем не менее,
CH3ONa эффективно используется для трансме-
тилирования липидов крови человека и мышеч-
ной ткани [31, 44]. Применение раствора KOH в
метаноле для трансметилирования липидов
предотвращает реакции изомеризации двойных
связей в молекулах ненасыщенных кислот и об-
разование метокси-артефактов [45, 46]. В обоих
случаях не происходит высвобождение диметил-
ацеталей из плазмалогенов, которые могут поме-
шать хроматографическому определению.

Реже для щелочной этерификации используют
производные аммония, например гидроксид тет-
раметиламмония (TMAH), гидроксид триметил-
фениламмония (TMPAH) и др. [47]. Связанные
ЖК переходят в соли аммония, которые подвер-
гаются пиролизу с получением метиловых эфиров
в испарителе газового хроматографа. Преимуще-
ство этого способа заключается в том, что реакция
проводится при комнатной температуре, в одну
стадию без предварительной экстракции [48].

Известны способы метилирования ЖК с ис-
пользованием диазометана (рис. 2) и алкилхлор-
формиатов [49]. Для метилирования ЖК может
быть использован йодметан (CH3I). Этот метод
был применен для определения состава сфинго-
липидов [50] и свободных ЖК в мозговой ткани.
Кроме получения метильных производных ли-
пидных соединений применяют этерификацию
до этил-, пропил-, изопропил-, бутил- и изобу-
тилпроизводных [51].

Описаны методы этерификации ЖК до мети-
ловых эфиров непосредственно в биоматериале
(плазме крови, эритроцитах, тканях) без предва-
рительной экстракции липидной фракции [30]. В

этом случае не требуются такие стадии пробопод-
готовки, как, например, отгонка растворителя
или центрифугирование, что позволяет избежать
потерь в определяемых компонентах и значитель-
но сократить время анализа. Производные, полу-
ченные после экстракции н-гексаном (или н-пен-
таном) и промывки водой, подвергают хромато-
графическому анализу.

В некоторых исследованиях приведены мето-
ды построения метаболических профилей ЖК с
последовательным применением разных дерива-
тизирующих агентов [52].

В целом, одним из главных недостатков мети-
лирования является относительно длительное
время реакции и высокая температура, что может
способствовать изменению структуры определяе-
мых кислот.

Разделение производных ЖК обычно прово-
дят на капиллярных колонках с неподвижной фа-
зой разной степени полярности. Среди неполяр-
ных неподвижных фаз распространены диметил-
полисилоксан и фенилметилполисилоксан. Часто
для анализа метиловых эфиров жирных кислот
(МЭЖК) используются полярные капиллярные
колонки с неподвижной фазой на основе полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) [18]. Это связано с тем, что ка-
пиллярные колонки с ПЭГ эффективно разделя-
ют эфиры с изомерией углеродного скелета и
кратных связей. Наиболее серьезным ограниче-
нием для ПЭГ-фазы является низкая разрешаю-
щая способность для пространственных изоме-
ров, которые элюируются одновременно. Таким
образом, эти колонки не пригодны, если требует-
ся разделение специфичных цис-, транс-изоме-
ров ЖК при использовании пламенно-ионизаци-
онного детектора. Дополнительную эффектив-
ность могут обеспечить капиллярные колонки с
высокополярной (например, цианополисилокса-
новой) неподвижной фазой. Методика определе-
ния МЭЖК c использованием капиллярной ко-
лонки с цианопропильным покрытием предло-
жена специалистами по ГХ компании “Agilent
Technologies” (США). Методика позволила про-
вести полное разделение 37-компонентной стан-
дартной смеси МЭЖК, а использование водорода
в качестве газа носителя позволило сократить
время анализа до 18 мин [53].

Информацию о химической структуре анали-
зируемых ЖК получают с помощью масс-спек-

Рис. 2. Дериватизация жирных кислот диазометаном
[18].
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трометрических (МС) детекторов. Предел обна-
ружения МС сравним с пределом обнаружения
пламенно-ионизационного детектора. В практи-
ке анализа ЖК методом ГХ-МС помимо метили-
рующих агентов, для дериватизации ЖК использу-
ются и другие реагенты. Такими реагентами могут
быть, например, N,O-бис(триметилсилил)трифто-
рацетамид (BSTFA) [54], N-метил-N-(трет-бутил-
диметилсилил) трифторацетамид (MTBSTFA) [55].
При реакции с MTBSTFA получают сложные
эфиры трет-бутилдиметилсилила (TBDMS), пре-
имущества которых состоят в высокой стабиль-
ности и образовании очень интенсивных пиков
характеристических ионов при фрагментации и,
следовательно, легко интерпретируемых масс-
спектров. С использованием этого дериватизиру-
ющего агента разработан метод для одновремен-
ного определения ЖК и стеринов в биологиче-
ских жидкостях. Методика была успешно приме-
нена для количественного определения 18 ЖК и
некоторых стеринов включая прекурсоры холе-
стерина в образцах слюны человека. Помимо это-
го методика подходит для анализа таких объектов,
как моча, амниотическая жидкость, спинномозго-
вая жидкость и может быть весьма перспективна в
клинической практике [55]. Довольно мягкий спо-
соб дериватизации – реакция с бис(пентафторфе-
нил)диметилсиланом – длится всего 15 мин. и
проходит при комнатной температуре [56]. Для
определения короткоцепочечных жирных кис-
лот, являющихся маркерами многих метаболиче-
ских заболеваний, предложена методика дерива-
тизации пентафторбензилбромидом (PFBBr).
При помощи этого метода определяли коротко-
цепочечные линейные и разветвленные жирные
кислоты в фекалиях мышей. Оптимальное время
реакции составило 90 мин при температуре 60°С
и pH 7. Методика позволила одновременно обна-
ружить 8 основных короткоцепочечных ЖК с
пределом обнаружения 0.244–0.977 мкмоль [57].

При определении ЖК методом ГХ-МС воз-
можна дериватизация 3-пиридилкарбинолом с
получением пиколиниловых эфиров. Спектры
пиколиниловых эфиров ЖК весьма информатив-
ны, содержат интенсивные пики молекулярных
ионов, позволяют достоверно определить струк-
туру углеродной цепи кислот и положение крат-
ных связей.

Применение этого способа дериватизации для
экспрессного профилирования жирных кислот в
бактериальных клетках описано в работе Курке-
вича с соавторами. Описанный ими метод инте-
ресен тем, что авторы использовали пиролизер в
качестве термохимического микрореактора для
дериватизации. Вкратце, аликвоту (5 мкл) сус-
пензии бактериальных клеток в ацетоне помеща-
ли на термоэлемент пиролизера. Сразу после это-
го добавляли 1 мкл дериватизирующей смеси
(10% водный раствор гидроксида натрия и 5% пи-

ридилкарбинола), и растворители выпаривали в
токе азота. Термоэлемент помещали в пиролизер
по точке Кюри и проводили пиролитическую га-
зовую хроматографию (метод исследования при
котором образец подвергают пиролизу, а образо-
вавшиеся летучие продукты разделяют в газовом
хроматографе) с масс-спектрометрическим детек-
тированием [58]. Температуры, при которых про-
водят разделение пиколиниловых эфиров, пример-
но на 50°С выше чем те, которые используют для
разделения МЭЖК, так как они имеют более низ-
кую летучесть. Необходимо отметить, что хромато-
графическое разделение этих производных харак-
теризуется худшим разрешением по сравнению с
методами разделения метиловых эфиров [59].

Высокоспецифичным масс-спектром облада-
ют также производные ЖК 4.4-диметилоксазоли-
на (DMOX). Способность к разделению у них
сходна с метиловыми эфирами соответствующих
кислот [60]. В случае применения пентафторфе-
нилдиметилсилила для дериватизации предел об-
наружения можно понизить до 0.05 нг/мл [61].

Жидкостная хроматография. Одним из альтер-
нативных направлений в анализе липидов явля-
ется ВЭЖХ [18]. Основное преимущество ВЭЖХ
над ГХ заключается в большей чувствительности
и более высокой селективности, что обусловлено
разнообразием неподвижных фаз ВЭЖХ коло-
нок. Недостатком ВЭЖХ для анализа липидов яв-
ляется длительность разделения и высокий рас-
ход органических растворителей.

Одна из сложностей анализа ЖК при исполь-
зовании ВЭЖХ заключается в низком поглоще-
нии ими излучения в ближнем ультрафиолетовом
(УФ) диапазоне, что затрудняет их прямое детек-
тирование с помощью УФ детекторов или флуо-
ресцентного детектора. В случае работы с этими
наиболее распространенными в ВЭЖХ типами
детекторов, перед анализом необходима дерива-
тизация для введения сильных хромофорных
УФ-поглощающих групп в молекулы ЖК. Дери-
ватизирующими агентами для этого могут служить
2-бромацетофенон [62], 9-флуоренилметилхлор-
формиат [63], 2-нитрофенилгидразин [64].

Описан метод определения жирных кислот в
семенах масличных культур с помощью флуорес-
центного детектора с предколоночной деривати-
зацией 9-флуоренилметилхлороформиатом. Ре-
акция дериватизации проводилась при 60°C в тече-
ние всего 10 мин. Хроматографическое разделение
14 жирных кислот (C10–C22) было достигнуто за
30 мин. Использовались длины волн возбуждения
и излучения 265 и 315 нм соответственно. Метод
показал хорошую чувствительность и воспроизво-
димость: пределы обнаружения – 0.01–0.05 мкг/мл,
относительные стандартные отклонения – менее
0.27%. Этот метод был применен для количе-
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ственного определения жирных кислот в кунжут-
ном масле [63].

Дериватизация не требуется в случае примене-
ния детекторов, отклик которых не зависит от оп-
тических свойств образца, например, детектора
по светорассеянию (Evaporative Light Scattering
Detector – ELSD). Этот детектор совместим с ши-
роким спектром растворителей, что обеспечивает
некоторую гибкость при разработке методик.
ELSD подходит для обнаружения C12C22 кислот.
Кислоты с более короткой цепью слишком лету-
чие для их уверенного детектирования таким спо-
собом [65].

Большинство разделений проводят на обра-
щенной фазе с использованием колонок с октаде-
цилсиликагелем (ODS, C18). Реже используются
С30 и С8 фазы [50]. Фаза С8 в большей степени
подходит для определения более полярных липи-
дов, например фосфолипидов и короткоцепочеч-
ных насыщенных ЖК [66].

Хиральные неподвижные фазы, например,
3,5-динитробензоил фенилглицин (DNBPG)
“Merck KGaA” (Германия), используют для раз-
деления продуктов перекисного окисления липи-
дов [67], разделения энантиомеров ЖК [68].

Широко распространенной группой методов в
липидомике является ВЭЖХ в сочетании с масс-
спектрометрией [69–71]. В последние десятиле-
тия технический прогресс привел к существенно-
му усовершенствованию ВЭЖХ-МС-систем, что
позволило повысить чувствительность и селек-
тивность приборов. С помощью этих методов мо-
гут быть проанализированы все основные классы
липидов крови человека (стерины, сложные эфиры
холестерина, фосфохолины, фосфоэтаноламины,
сфингомиелины, триацилглицерины, ЖК, лизо-
фосфохолины и диацилглицерины), возросла ско-
рость анализа, уменьшилось время на подготовку
проб.

Среди методов ионизации, обычно используе-
мых в ВЭЖХ-МС, наиболее популярны иониза-
ция электрораспылением (ESI) и химическая
ионизация при атмосферном давлении (APCI).

Для экстракции липидов из биологических
матриц перед анализом методом ВЭЖХ-МС для
экстракции обычно пользуются методом Фолча
или Блайя–Дайера, которые считаются эталон-
ными. Также для этой цели применяют смеси ме-
тил-трет-бутилового эфира (МТБЭ) и метанола,
гексана и изопропанола, бутанола и метанола.
Все эти методы экстракции демонстрируют раз-
личную степень эффективности извлечения для
разных классов липидов. Известны методики
анализа липидов с одностадийной экстракцией,
например метанолом [72]. Метанол обладает вы-
сокой экстрагирующей способностью в отноше-
нии фосфолипидов и лизофосфохолинов. Поми-
мо этого он вызывает денатурацию белков крови,

которые затем легко удалить центрифугировани-
ем, а супернатант может быть непосредственно
введен в ВЭЖХ-МС систему без дополнительной
очистки. В силу своей простоты этот метод обла-
дает очень высокой воспроизводимостью.

В литературных источниках описаны и более
универсальные способы одностадийной экстрак-
ции, например с использованием смеси метано-
ла, хлороформа и МТБЭ в соотношении 1.3 : 1 : 1
[73]. Соотношение объемов образца (100 мкл
плазмы крови) и экстрагирующей смеси – 1 : 20.
Экстракцию проводили в 5 мл пробирке Эппен-
дорфа. Образцы встряхивали и выдерживали при
комнатной температуре в течение 30 мин, затем
повторно встряхивали и центрифугировали при
2000 оборотов в течение 10 мин. Верхний слой
экстрагента подвергали хроматографированию
без дополнительной очистки. Хроматографиче-
ское разделение проводили на хроматографе Agi-
lent 1290 “Agilent Technologies” (США) на фазе
С18 (колонка Zorbax Eclipse Plus RRHD 2.1 ×
× 150 мм, 1.8 мкм “Agilent Technologies” (США)).
В качестве элюента применяли 5 мМ раствор
формиата аммония в воде, в ацетонитриле и в
изопропаноле. Разделение было выполнено при
температуре 40°C. Детектирование проводили на
квадруполь-времяпролетном масс-спектрометре
Agilent 6540 “Agilent Technologies” (США) в режи-
ме регистрации положительных ионов (напряже-
ние на капилляре – 4000 В) с азотом в качестве га-
за-осушителя (температура – 250°C, скорость по-
тока – 8.8 л/мин). Напряжение на фрагменторе,
конусе, скиммере, и октаполе – 110, 500, 65, и 750 В,
соответственно. Скорость сканирования – 2 ГГц.
При таких условиях удалось обеспечить наилуч-
шее соотношение сигнал/шум для стандартных
образцов основных классов липидов, которые в
режиме положительной ионизации были детек-
тированы преимущественно в виде аддуктов соста-
ва [M + H]+. Еще более высокой чувствительности
для ЖК (в виде аддуктов [M–HCOO]) удалось до-
биться в отрицательном режиме. Описанный метод
экстракции обеспечивал близкую к 100% степень
извлечения для девяти основных классов липидов
крови человека [73].

Качественно нового уровня в нецелевой липи-
домике позволяет достичь сочетание ВЭЖХ с
масс-спектрометрами высокого разрешения. В
последнее время благодаря очень высокой разре-
шающей способности и точности для исследова-
ния липидных профилей все чаще используются
масс-анализаторы ионно-циклотронного резо-
нанса с преобразованием Фурье (ИЦР/ПФ). На-
пример, в работе Ху с соавторами [74] предложен
метод ВЭЖХ-ИЦР/ПФ для определения липидов
в плазме крови человека и мыши. Хроматографи-
ческое разделение проводили на фазе C8 с по-
верхностно-пористыми частицами сорбента в
градиентном режиме. В качестве элюента исполь-
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зовали смеси ацетонитрил–вода (60 : 40) и изо-
пропанол–ацетонитрил (90 : 10). В одном цикле
ВЭЖХ-ИЦР/ПФ было обнаружено более 160 ли-
пидов, относящихся к восьми различным клас-
сам. Метод был полностью валидирован. Предел
обнаружения методики – 0.08–1.28 мкг/мл плазмы,
стандартное отклонение воспроизводимости – 2.7–
7.9%.

В работе Корц [75] для определения 6 ПНЖК,
14 эйкозаноидов и 3 окисленных метаболитов
применяли осаждение белков и онлайн твердо-
фазную экстракцию в сочетании с тандемным
МС-детектированием. Разделение компонентов
пробы проводили на фазе С18. Для точной иден-
тификации соединений были подобраны специ-
фические MRM-переходы (MRM – мониторинг
множественных реакций). Предложенный метод
отличается быстрой автоматизированной пробо-
подготовкой. Пределы обнаружения составили
200–1000 нг/мл для ПНЖК и 10–1000 пг/мл для
их метаболитов.

В практике ВЭЖХ анализа липидов описаны
методы дериватизации диметиламиноэтанолом.
Например, в работе Петтинелла с соавторами [76]
было предложено проводить определение ЖК в
тканях атеросклеротических бляшек после их
удаления с внутренней стенки артерии. Для этого
сначала проводили экстракцию ЖК из матрицы с
помощью смеси хлороформа и метанола, а затем
полученную смесь гидролизовали с помощью
40% гидроксида калия. Далее проводили дерива-
тизацию свободных ЖК деанолом (диметилами-
ноэтанол или DMEA), с добавлением йодметана.
Полученные триметиламиноэтиловые эфиры ЖК
определяли методом ВЭЖХ/МС-МС. Пределы об-
наружения составили 4–40 нг/мл.

В настоящее время анализ липидов с помощью
ВЭЖХ-МС – один из наиболее эффективных
подходов для исследования самых разнообразных
биологических объектов, в том числе плазмы
крови и других биологических жидкостей. По со-
вокупности таких характеристик, как чувствитель-
ность, селективность и точность определения,
жидкостная хромато-масс-спектрометрия являет-
ся непревзойденной техникой физико-химическо-
го анализа. Альтернативой является газовая хрома-
тография-масс-спектрометрия (ГХ-МС), которая
по-прежнему играет важную роль в липидомике.
Однако методы липидного профилирования на
основе ГХ-МС обычно требуют длительных про-
цедур гидролиза и дериватизации, что может быть
источником дополнительной погрешности при
количественном определении. При этом для ана-
лиза неполярных липидов предпочтительнее ис-
пользовать ГХ-МС.

Сверхкритическая флюидная хроматография.
Сверхкритическая флюидная хроматография
(СФХ) – вид хроматографии, в котором подвиж-

ной фазой служит сверхкритический флюид, –
вещество при температуре и давлении выше кри-
тической точки. Свойства веществ в сверхкрити-
ческом состоянии являются промежуточными
между их свойствами в газовом и жидком агрегат-
ном состоянии. Например, при плотности близ-
кой к плотности жидкости, они обладают гораздо
более высокими коэффициентами диффузии и
значительно меньшей вязкостью. Отсутствует по-
верхностное натяжение. В то же время их раство-
ряющая способность намного выше, чем у газов.
Контролируя температуру и давление флюида,
можно в широком диапазоне изменять его свой-
ства.

Первое упоминание об использовании сверх-
критического флюида в хроматографии относит-
ся к 1962 г. Метод описан немецким химиком
Клеспером [77]. Тогда он получил название “га-
зовая хроматография высокого давления”. СФХ
имеет ряд преимуществ перед ГХ и ВЭЖХ. Низ-
кая вязкость позволяет использовать более длин-
ные (и, соответственно, более эффективные) ко-
лонки и работать с более высокими скоростями
потоков; хроматографы совместимы практически
с любым типом детектора, включая, например,
пламенно-ионизационный, что невозможно в
ВЭЖХ. Немаловажным является экологичность,
так как углекислый газ, который наиболее часто
используется в качестве элюента в СФХ, не ток-
сичен в отличие от таких растворителей, как ме-
танол и ацетонитрил, обычно используемых в
жидкостной хроматографии. В отличие от ГХ воз-
можно разделение термолабильных и нелетучих
веществ.

Такое сочетание свойств позволяет анализи-
ровать ЖК без дериватизации, поскольку не тре-
буется обеспечивать летучесть образца, как в слу-
чае с ГХ, и не нужно вводить в молекулы аналитов
хромофорные группы, как при ВЭЖХ с УФ-де-
тектированием [78]. Следует отметить, что СФХ-
систему гораздо проще сочетать с масс-селектив-
ными детекторами, так как поток подвижной фа-
зы заметно меньше, чем в ВЭЖХ. Как и в случае
ВЭЖХ-МС для ионизации предпочтительно при-
менять электроспрей и химическую ионизацию
при атмосферном давлении [79]. Также в отличие
от ВЭЖХ СФХ позволяет использовать более вы-
сокие скорости потока при более низком давле-
нии, что позволяет достичь большей эффектив-
ности и, соответственно лучшего разрешения, и
одновременно сократить время анализа.

Современным трендом в СФХ-анализе биоло-
гических объектов и, в частности в липидомике,
является развитие многомерной хроматографии.
В многомерной хроматографии проба последова-
тельно разделяется на двух колонках разной дли-
ны и с разными неподвижными фазами [18, 80].
Впервые применение двумерной СФХ для анали-
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за жиров описано Хиратой в 2004 г. [81]. В работе
выполнено разделение метиловых эфиров ЖК с
помощью системы СКФ × СКФ с насадочными
колонками и пламенно-ионизационным детек-
тором. Первая колонка с силикагелем (150 × 4.6 мм,
размер частиц сорбента 5 мкм) работала при по-
стоянном давлении 13 МПа при 20°С и обеспечи-
вала разделение по количеству кратных связей.
Вторая колонка с октадецилсиликагелем (50 ×
× 4.6 мм, размер частиц сорбента 5 мкм) работала
при постоянном расходе (3 мл/мин) при 50°C.
Удерживание на второй колонке возрастало с ро-
стом длины углеродной цепи, однако несколько
сокращалось при увеличении количества крат-
ных связей, что, вероятно, связано с некоторым
увеличением полярности аналитов. Эта система
позволяла добиться очень высокого разрешения
и простой идентификации минорных компонен-
тов пробы.

Высокой степени ортогональности позволяет
добиться сочетание СФХ и обращено-фазовой
жидкостной хроматографии ОФ-ВЭЖХ [82]. При-
менение подобной системы описано для анализа
триглицеридов рыбьего жира [83]. На первом изме-
рении разделение фенациловых эфиров ЖК про-
исходило на фазе, модифицированной серебром.
Фазы с закрепленными ионами переходных ме-
таллов, в частности серебра, чрезвычайно селек-
тивны по отношению к соединениям с кратными
связями. В качестве элюента использовали угле-
кислый газ с ацетонитрилом и изопропанолом в
качестве модификаторов. На втором измерении
разделение происходило на фазе С18 (колонка
Zorbax SB C18 50 × 4.6 мм, с размером частиц сор-
бента 3.5 мкм) с градиентным элюированием во-
дой и ацетонитрилом. Комбинация СФХ ×
× ОФ-ВЭЖХ обеспечила значительно более вы-
сокую пиковую емкость главным образом за счет
высокой степени ортогональности, основанной
на ненасыщенности и гидрофобности.

Несмотря на все преимущества, СФХ в насто-
ящее время не получила широкого распростране-
ния. В первую очередь это связано со сложностью
аппаратного исполнения СФХ систем. Посколь-
ку жидкости обладают очень низкой сжимаемо-
стью, их плотность почти постоянна независимо
от давления. Сверхкритические флюиды, напро-
тив, очень сжимаемы и их физические свойства
существенно изменяются с изменением давления
при движении через колонку. Для поддержания
постоянного давления (даже при изменении рас-
хода элюента) в системе требуются регуляторы
обратного давления, которые очень сложны тех-
нически. Помимо этого для изготовления про-
кладок и уплотнительных колец необходимы спе-
циальные материалы, устойчивые к действию
сверхкритической жидкости

Перспективы дальнейшего развития СФХ свя-
заны с разработкой новых типов сорбентов, что
позволит осуществлять разделению специфиче-
ских аналитов и расширить область применения
СФХ на ранее недоступные для этого метода зада-
чи. Развитие методов динамического модифици-
рования может гибко регулировать свойства по-
движной и стационарной фаз и обеспечить воз-
можность одновременного анализа различных
липидов с широким диапазоном полярностей.
Большой потенциал в качестве комплексного и
высокопроизводительного метода профилирова-
ния липидов имеет внедрение хроматографиче-
ских систем с возможностью автоматической
сверхкритической флюидной экстракции (СФЭ).
Это позволит осуществлять извлечение аналитов
из объектов исследования значительно эффектив-
нее и быстрее, уменьшить расход реактивов и, сле-
довательно, сократить время анализа и существен-
но снизить его стоимость.

Капиллярный электрофорез. Альтернативой хро-
матографическим методам анализа липидов явля-
ется капиллярный электрофорез (КЭ). Метод ос-
нован на разделении заряженных компонентов
пробы в кварцевом капилляре под действием при-
ложенного электрического поля. Разделение про-
исходит в кварцевом капилляре, предварительно
заполненном электролитом (подходящий буфер-
ный раствор). После подачи высокого напряжения
(до 30 кВ) к концам капилляра компоненты смеси
начинают двигаться с разной скоростью, в зависи-
мости от их заряда и ионного радиуса и, соответ-
ственно, в разное время достигают зоны детекти-
рования. Разделение характеризуется очень вы-
соким разрешением, для анализа требуется
небольшое количество пробы – обычно объем
анализируемого раствора составляет порядка 2 нл.
Детектирование аналитов при капиллярном
электрофорезе может осуществляться различны-
ми способами. Наиболее распространенно фото-
метрическое детектирование в ультрафиолетовой
или видимой области и лазерная флуоресценция.
Вполне допустимо сочетание систем капилляр-
ного электрофореза с масс-спектрометрами.

Капиллярный электрофорез традиционно ис-
пользовали для определения высокомолекуляр-
ных биомолекул, однако в последнее время воз-
росла его роль в анализе низкомолекулярных ор-
ганических веществ. В начале 21 века КЭ начали
применять для исследования трансжиров в пище-
вых продуктах [84].

Для разработки эффективного метода КЭ необ-
ходимо принять во внимание несколько аспектов.
Важным этапом анализа является оптимизация
электрофоретических и аналитических парамет-
ров: концентрации и pH фонового электролита,
типа и концентрации буферных добавок (поверх-
ностно-активные вещества, органические раство-
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рители, циклодекстрины), приложенного напря-
жения, температуры системы. В первую очередь
нужно подобрать pH. Поскольку значения кон-
стант кислотности (pKa) ЖК составляет прибли-
зительно 5.0, обычно используют электролиты с
pH выше 7.0, чтобы перевести аналиты в анион-
ную форму.

Классическая разновидность КЭ – капилляр-
ный зонный электрофорез – ограниченно приме-
нима для определения ЖК из-за плохой раство-
римости Аналитов в воде и низкого УФ-поглоще-
ния аналитов. Водные электролиты допустимо
использовать для разделения кислот с длиной це-
пи C2–C14. Как и в случае ВЭЖХ, для фотометри-
ческого детектирования возможно введение в мо-
лекулы ЖК хромофорных групп, например, дери-
ватизация ω-бромацетофеноном для получения
фенациловых эфиров ЖК [85].

Для соединений, слабо поглощающих излуче-
ние в УФ-диапазоне, в практике КЭ существует
возможность регистрации методом косвенного
(непрямого) детектирования. В этом случае в фо-
новый электролит вводят небольшое количество
вещества, хорошо поглощающего излучение тре-
буемой длины волны, подвижность которого
близка к подвижности разделяемых веществ. В
случае определения анионов поглощающий ион
также должен быть анионом, а при определении
катионов – катионом. Чаще всего используют ка-
тионы ароматических аминов или гетероцикли-
ческие соединения. Количество добавки должно
быть мало для сохранения постоянной ионной
силы ведущего электролита в процессе разделе-
ния. В зоне, где находится непоглощающий ион,
уменьшается концентрация поглощающего иона,
и на электрофореграмме регистрируются отрица-
тельные пики, площади которых пропорциональ-
ны концентрациям определяемых ионов. Косвен-
ное детектирование позволяет регистрировать все
присутствующие в пробе компоненты, то есть яв-
ляется универсальным способом детектирования.

Наиболее распространено в практике анализа
ЖК с помощью капиллярного электрофореза ис-
пользование системы с неводным буферным элек-
тролитом и косвенным детектированием. Напри-
мер, предложен метод разделения различных сме-
сей насыщенных и ненасыщенных свободных ЖК
с использованием аденозинмонофосфата (АМФ)
в качестве хромофора. Преимущество этого реа-
гента в том, что он имеет высокую молярную по-
глощающую способность, большое отношение
фонового поглощения к фоновому шуму, раство-
рим как в водных, так и в неводных средах [85].

В работе Хаддадиана с соавторами [86] разде-
ление кислот C12–C31 было проведено с исполь-
зованием электролита, содержащего N-метил-
формамид и диоксан в соотношении 3:2, 40 мМ
2-амино-2-гидроксиметил-пропан-1,3-диола

(ТРИС), 2.5 мМ АМФ и 0.5% лаурилового эфира
полиоксиэтилена (Brij 35) за 40 мин. Смесь 13 на-
сыщенных и ненасыщенных изомеров C14–C22
ЖК была разделена до базовой линии за 37 мин с
использованием смеси N-метилформамид–ди-
оксан–вода в соотношении 5 : 4 : 1.

Косвенное детектирование было успешно при-
менено для анализа фосфолипидов крови [87]. В
качестве электролита использован 5 мМ раствор
аденозинмонофосфата. Разделение проводили
при температуре 25°C и приложенном напряже-
нии 30 кВ. Кислоты разделяли в анионной форме
и в виде цвиттер-ионов. Метод очень перспекти-
вен для определения фосфолипидов в биологиче-
ских образцах.

Прямое УФ-детектирование возможно, если
аналиты содержат несколько двойных связей в
углеродной цепи, что обеспечивает возможность
поглощения излучения в интервале от 200 до
250 нм [88]. Например, была предложена методи-
ка анализа содержания омега-3 ЖК в яйцах с пря-
мым УФ-детектированием при 200 нм [89]. В ис-
следовании применяли 12 мМ боратный буфер-
ный раствор, pH 9.2, содержащий 12 ммоль Brij 35,
17% ацетонитрила и 33% метанола. Рабочие усло-
вия: ввод пробы – 25 мбар в секунду, напряжение
27 кВ, температура 27°C, детектирование прямое
при 200 нм. Параметры капилляра – 40 см ×
× 50 мкм × 375 мкм. Описанная в работе методи-
ка имела такие преимущества, как низкая себе-
стоимость, короткое время анализа, отсутствие
дериватизации в ходе подготовки проб и простота
интерпретации данных.

Основные преимущества – высокая эффектив-
ность разделения, недоступная для ВЭЖХ, низкое
расход образцов и реагентов, короткое время ана-
лиза, простота подготовки образцов (отсутствие
дериватизации). К сожалению, КЭ обеспечивает
гораздо более низкую чувствительность по сравне-
нию с хроматографическими методами (ВЭЖХ
или ГХ), а также худшую воспроизводимость. Та-
ким образом, КЭ представляет собой интересную
альтернативу для скрининга ЖК в образцах с вы-
соким содержанием ЖК, например, в раститель-
ных маслах, продуктах питания, БАДах.

Спектроскопия ядерного магнитного резонанса.
ЯМР-спектроскопия – метод исследования веще-
ства, использующий явление ядерного магнитного
резонанса. Это один из наиболее совершенных ме-
тодов качественного анализа, дающий наиболее
полную информацию о молекулярном строении
химических веществ и реакционной способности
молекул, допускающий также количественное
определение. Сигнал пропорционален разности в
заселенности уровней, которая определяется ста-
тистикой Больцмана. Достоинства метода – чув-
ствительность к структурным изменениям, неде-
структивность, высокая скорость анализа, возмож-
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ность анализа смесей. Особые требования к
подготовке образца для проведения ЯМР-анализа
сокращают сферы применения или вообще делают
невозможным его применение в работе с биомате-
риалом.

Однако возможен анализ биологических жид-
костей и тканей с очень простой подготовкой
(жидкость-жидкостная экстракция). Например, в
случае липидного анализа плазмы крови, жиры мо-
гут быть выделены с помощью процедуры жидкост-
ной экстракции по методу Фолча (смесь CHCl3 и
CH3OH) и перерастворены в дейтерированном
хлороформе (CDCl3) перед анализом. Образцы
могут быть проанализированы непосредственно
(без экстракции) после добавления равного объе-
ма D2O. ЯМР-анализы проводятся с использова-
нием ЯМР 1H спектроскопии протонного магнит-
ного резонанса (ПМР). Образец плазмы получают
центрифугированием [90]. При этом ЯМР 1H яв-
ляется наиболее быстрым способом получения
информации, поскольку в сравнении со спектро-
скопией на ядрах углерода (13С ЯМР-спектроско-
пия) для получения спектра нужно гораздо мень-
ше времени.

Существуют исследования, в которых описано
применение протонного магнитного резонанса
для количественного определения ненасыщен-
ных ЖК в тканях животных [91]. Свежие образцы
тканей аорты, почек и сердца замораживали с по-
мощью жидкого азота сразу после извлечения.
Замороженные ткани взвешивали и гомогенизи-
ровали. Липиды экстрагировали смесью хлоро-
форм-метанол (2:1) из расчета 20 об./ед. веса тка-
ни (20 мл/г) в течение 20 мин. Затем образцы
фильтровали через воронку из пористого стекла.
Такой же объем раствора использовали для про-
мывки остатков ткани на фильтре. Фильтрат сме-
шивали с 0.74%-ным раствором KCl (1/5 общего
объема фильтрата) для удаления всех нелипид-
ных примесей и оставляли для разделения на
ночь. Нижний слой (хлороформный) собирали,
отгоняли растворитель в роторном испарителе при
30°C. Сухие экстракты перерастворяли в CDCl3 и
использовали для анализа. Спектры ЯМР жирных
кислот в экстрактах получены при 200 МГц на
спектрометре Varian XL-200 с использованием
ширины частотной полосы 5000 Гц, угол поворо-
та вектора намагниченности 60°, время сбора
данных 1.64 с, задержка 4 с.

Ввиду сложности матриц биологических объ-
ектов, ЯМР часто применяют в сочетании с ка-
ким-либо методом разделения, например, ВЭЖХ
или ГХ. ЯМР в сочетании с ВЭЖХ незаменим при
структурном анализе неизвестных соединений в
биологических матрицах. Нужно отметить, что по
сравнению с другими методами детектирования
(такими как масс-спектрометрия), обычно при-
меняемыми в хроматографии, ЯМР характеризу-

ется более низкой чувствительностью [92]. Низ-
кая чувствительность всегда была основным
ограничением ЯМР-спектроскопии. Теоретиче-
ски ЯМР не имеет предела чувствительности, по-
скольку чувствительность и разрешение связаны
с силой магнитного поля (отношение сигнал-
шум увеличивается пропорционально 1.5 степени
вектора магнитной индукции). Кроме того, каче-
ство полученного спектра вещества может быть
улучшено за счет увеличения числа сканирова-
ний (времени накопления сигналов). Однако для
коммерчески доступных в настоящее время спек-
трометров пределы обнаружения все еще нахо-
дятся в диапазоне от низких микромолярных до
высоких наномолярных. Помимо этого проблема
анализа биологических объектов связана с тем,
что чем сложнее молекула органического соеди-
нения, тем больше сигналов содержит ее протон-
ный спектр. При этом неизбежно наложение сиг-
налов с близкими химическими сдвигами, что за-
трудняет расшифровку полученных данных.
Увеличение рабочей частоты спектрометра разде-
ляет мультиплетные спектральные линии взаи-
модействующих протонов, что позволяет полу-
чить более информативный спектр, но в то же
время удорожает используемое оборудование.

Метод ЯМР является единственно возможным
вариантом прямого подтверждения строения мо-
лекулы вещества, выделенного из биологического
объекта и первоначально идентифицированного
методами ГЖХ или ВЭЖХ. ЯМР спектросокопия
позволяет наиболее простым способом провести
анализ конформаций молекул веществ и типов хи-
мических связей всех классов липидов. Другие ва-
рианты подтверждения структуры менее информа-
тивны. Например, масс-спектрометрия имеет дело
с фрагментами молекул, а ИК-спектроскопия поз-
воляет оценить общие представления о наличии в
веществе определенных функциональных групп
или фрагментов структур молекулы. Таким обра-
зом, не смотря на то, что ЯМР спектросокопия
определеяет строение не измененной молекулы,
этот метод является в основном, подтверждающим.

Малая распространенность ЯМР обусловлена
высокой эксплуатационной стоимостью по срав-
нению с масс-спектрометрами и другими распро-
страненными аналитическими инструментами.
Помимо этого, метод ЯМР требует очень высо-
кой квалификации операторов, использования
растворителей со специальным изотопным соста-
вом. Также высокие требования предъявляются к
лабораториям, в которых эксплуатируются ЯМР-
спектрометры (отсутствие вибраций, изоляцией
от магнитных и радиочастотных помех и т.д.). Эти
факторы, в дополнение к первостепенной про-
блеме низкой чувствительности сдерживают при-
менение ЯМР в анализе биологических объектов.
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Таблица 1. Сравнение основных методов анализа содержания жирных кислот в биологических образцах

Показатель
Вид анализа

ГХ ВЭЖХ СФХ КЭ ЯМР

Предел обнару-
жения 0.1 пг/мл–1 нг/мл 10 пг/мл–

1000 нг/мл ~1 пг/мл 0.1 мкг/мл 0.1–1 мкг/мл

Чувствительность Высокая Высокая Высокая Низкая Низкая

Селективность Средняя Высокая Высокая

Удовлетвори-
тельная (в случае 
непрямого детек-
тирования)

Высокая

Продолжитель-
ность анализа Длительная Длительная Короткая Короткая 

(~40 мин) Короткая

Пробоподготовка Экстракция, дерива-
тизация Экстракция Экстракция Экстракция

Экстракция, 
перерастворение 
в дейтерирован-
ном хлоро-
форме; 
добавление рав-
ного объема D2O

Необходимость 
дериватизации + (требуется)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов)

+ – (требуется 
для оптических 
детекторов в слу-
чае прямого 
детектирования)

– (не требуется)

Дериватизирую-
щие агенты

Кислоты в метаноле 
(фторид бора, хлорид 
алюминия, соляная 
кислота, серная кис-
лота); ацетилхлорид; 
метилат натрия; гид-
роксид калия в мета-
ноле; гидроксид 
тетраметиламмония, 
гидроксид триметил-
фениламмония; 
диазометан и его 
производные; алкил-
хлороформиаты; йод-
метан; бис-
триметилсилил-три-
фторацетамид; N-
метил-N-(трет-
бутилдиметилсилил) 
трифторацетамид; 
бис-(пентафторфе-
нил) диметилсилан; 
пентафторбензил-
бромид

Хлорангидрид 
нафталинкар-
боновой кис-
лоты; 
фталевый 
ангидрид; 
дифеновый 
ангидрид; 2-
сульфобензой-
ный ангидрид; 
диметиламино-
этанол

Кислоты в 
метаноле; ω-
бромацетофе-
нон

ω-бромацетофе-
нон –

Продолжитель-
ность дериватиза-
ции

2–90 мин 30–120 мин 2–90 мин 15 мин –
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В табл. 1 приведено сравнение рассмотренных
в работе методов анализа ЖК.

Обзор литературы, посвященный применению
различных методов анализа ЖК в биологических
объектах, показал, что все представленные хрома-
тографические методы пригодны для качествен-
ного и количественного определения этих соеди-
нений. Выбор конкретной методики зависит от
многих факторов – типа анализируемого образца,
характера матрицы и т.п.

ГХ и ВЭЖХ в сочетании с различными детек-
торами являются доминирующими по распро-
страненности методами анализа ЖК. Разнообра-
зие детекторов увеличивает гибкость и расширяет
сферу применимости этих групп методов к раз-
личным типам образцов. Очень перспективен для
анализа липидов метод СФХ. Интересную аль-
тернативу хроматографии для скрининга ЖК в
различных матрицах представляет собой КЭ.

Применение ЯМР для анализа липидов огра-
ничивается высокой эксплуатационной стоимо-
стью и очень высокими требованиями к квали-
фикации операторов, а также сравнительно низ-
кой чувствительностью.

Работа проведена при финансовой поддержке
Российского научного фонда по проекту № 19-
76-30014 “Фундаментальные исследования пат-
тернов питания человека как основа перспектив-
ных технологий производства пищевых продук-
тов заданного состава и свойств для реализации
стратегии здорового питания и профилактики со-
циально значимых заболеваний”.
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The review considers principal methods for determination of fatty acids (FA) in biological objects, as well as
less common but promising methods. The advantages, disadvantages and prospects of these methods are de-
scribed and compared. Special attention is paid to the specificities of the preparation of biological samples,
such as the extraction of lipids and derivatization process of fatty acids. The methodological aspects of the
determination of fatty acids by gas chromatography (GC) and high-performance liquid chromatography
(HPLC), the features of the use of various types of stationary phases used for chromatographic separation of
FA are considered. The possibilities of using capillary electrophoresis (CE) and nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) for the analysis of fatty acids are analyzed. Special requirements and limitations of these
methods concerning to work with biomaterials are also considered.
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