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Синтетические пластмассы, или пластики, во всем мире производятся в возрастающих количе-
ствах, и одновременно растет количество пластиковых отходов, которые неизбежно загрязняют
окружающую среду. Процесс микробного разложения пластиков идет очень медленно, однако спо-
собность к нему найдена у многих бактерий, в том числе у симбионтов беспозвоночных, и микро-
скопических грибов. Наибольшее количество исследований посвящено микробному разложению
полиэтилена, полистирола и полиэтилентерефталата (ПЭТ). Имеется арсенал разнообразных мето-
дов детекции процессов деградации пластиков и определения их скорости. Тем не менее, из-за от-
сутствия единых протоколов сравнение результатов различных авторов затруднено. Наиболее эф-
фективным из известных в настоящее время процессов деградации пластиков является разложение
ПЭТ с помощью рекомбинантных гидролаз из термофильных актинобактерий. В обзоре рассматри-
ваются также различные способы ускорения процессов разложения пластиков.

Ключевые слова: пластики, микробная деградация, методы детекции, пути ускорения, термоста-
бильные гидролазы
DOI: 10.31857/S0026365621060082

Синтетические пластмассы, или пластики, ис-
пользуются в самых различных областях челове-
ческой деятельности, и представить себе совре-
менный мир, лишенный пластиков, трудно или
даже невозможно. Одним из важнейших свойств
пластиков является их высокая устойчивость к
воздействиям окружающей среды, в том числе к
биоразложению. Но это же их свойство породило
одну из центральных проблем современности: на
планете скапливаются огромные количества пла-
стиковых отходов.

В связи с простотой производства и повсе-
местностью применения глобальное производ-
ство пластиков неуклонно растет, что, соответ-
ственно, ведет к росту пластикового загрязнения
Земли (Geyer et al., 2017; Плакунов и соавт., 2020;
Lau et al., 2020). Весомый вклад в этот процесс
вносит растущее применение предметов однора-
зового использования. В 2015 г. годовое произ-
водство пластиков возросло до 350 млн тонн по
сравнению с 2 млн тонн в 1950 г. (Geyer et al.,
2017); в 2019 г. оно составило уже 368 млн тонн
(Plastics Europe, 2021). Суммарно за период с

1950 по 2015 годы продукция пластиков и использу-
емых при их производстве добавок составила
8300 млн тонн.

При сохранении существующих тенденций
увеличения производства пластиков ожидается
образование 33 млрд тонн пластиковых отходов к
2050 г., большая часть которых попадет на поли-
гоны твердых бытовых отходов или просто в
окружающую среду, в почву, атмосферу, водные
системы, загрязняя озера, реки, моря и океаны
(Rochman et al., 2013). По некоторым оценкам
около 8 млн тонн макропластика и 1.5 млн тонн
первичного микропластика ежегодно поступают
в океан (Jambeck et al., 2015; Boucher, Friot, 2017).
При сохранении существующих тенденций сово-
купная масса пластика океана может к 2025 г. уве-
личиться на порядок по сравнению с уровнем
2010 г. (Jambeck et al., 2015). Доля микропластика,
поступавшего в наземные места обитания с 2012
по 2017 гг., многократно превышала его поступле-
ние в океан (Horton et al., 2017).

В глобальной продукции пластиков, за исклю-
чением синтетических нитей, производимых из
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полиэстера, полиамида и акрила, наибольшую
долю составляют полиэтилены (36%), чуть мень-
шую – полипропилен (21%) и поливинилхлорид
(12%), равные доли составляют полиэтиленте-
рефталат, полиуретан и полистирол (10% каж-
дый) (Geyer et al., 2017). При этом в отходах доля
пластиков, из которых изготавливают упаковоч-
ные материалы, возрастает (Geyer et al., 2017).

Пластмассы оказывают вредное воздействие
на окружающую среду, прежде всего физически
разрушая среду обитания (Sheavly, Register, 2007).
Пластиковое загрязнение губительно влияет на
животных и человека (Schmaltz et al., 2020). При-
сутствие пластиковых материалов в морях приводит
к запутыванию в них морских животных (Gall,
Thompson, 2015; Kühn et al., 2015; Lusher et al.,
2018), переносу инвазивных видов (Kiessling et al.,
2015), которые внедряются в пищевые цепи и на-
рушают питание морских животных (Laist, 1987;
de Stephanis et al., 2013; Gall, Thompson, 2015;
Brandon et al., 2019). Пластики могут служить эф-
фективными системами доставки токсичных за-
грязнителей, которые являются известными ре-
продуктивными токсинами, канцерогенами и му-
тагенами (Wright, Kelly, 2017; Schmaltz et al., 2020),
содержащихся в них или адсорбированных из
окружающей среды (Gallo et al., 2018). Это представ-
ляет потенциальную опасность и для здоровья че-
ловека, потому что люди потребляют с пищей и
напитками, по разным оценкам, от 39000 до
52000 частиц микропластика в год (Schmaltz et al.,
2020).

Существующие в настоящее время уровень по-
ступления пластиков в отходы и их распределение
вносят значительный вклад в усиление парнико-
вого эффекта. При сохранении существующих
трендов к 2050 г. эмиссия парниковых газов из
пластиков составит 15% по углероду от глобаль-
ного количества парниковых газов (Zheng, Suh,
2019).

В настоящее время пластиковые отходы могут
быть термически разрушены, отправлены на по-
лигоны для отходов, оставлены в естественной
среде или переработаны с получением вторично-
го пластика (Peng et al., 2018; Ru et al., 2020). Вто-
ричная переработка задерживает окончательную
утилизацию пластиков, но, в конечном итоге, не
позволяет ее избежать. Несмотря на появление
новых технологий, таких как пиролиз, преобразу-
ющий пластиковые отходы в топливо, на сего-
дняшний день практически все тепловые разру-
шения пластиков происходят путем сжигания, с
получением энергии или без него (Lau et al., 2020;
Ru et al., 2020).

Микроорганизмы, проявляя значительную
пластичность метаболизма, обладают способно-
стью разлагать многие химические соединения, в
том числе некоторые пластики. Исследование та-

ких микроорганизмов, их метаболизма и фер-
ментного аппарата, а также интенсификация це-
левых процессов с помощью различных методов
и подходов могут послужить основой для создания
биотехнологии переработки пластиковых отходов,
которая позволит решить комплекс экологических
проблем, связанных с пластиковым загрязнением.

Настоящий обзор посвящен разнообразию
микроорганизмов, разлагающих наиболее широко
применяемые пластики, имеющихся у них фер-
ментативных механизмах, и возможности интен-
сификации столь важного для нашей планеты
процесса разложения пластиковых отходов.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ПЛАСТИКАХ

В настоящее время 80% применяемых пласт-
масс ‒ материалы на основе термопластичных
полимеров, так называемых термопластов или
термопластиков, состояние которых обратимо
меняется с твердого на вязкое с повышением тем-
пературы. На основе примерно 10–15 разновид-
ностей промышленных полимеров производится
более 4000 марок конструкционных термопла-
стиков (Мельникова, 2013). В рамках этого обзора
мы собираемся рассмотреть характеристики пяти
видов термопластиков, на которые приходится
основная часть производства: полиэтилена, по-
липропилена, поливинилхлорида, полиэтиленте-
рефталата и полистирола. Их основные свойства
представлены в табл. 1.

Около 90% объема производства термопластов
составляют материалы на основе полиолефинов
(полиэтилены, полипропилен), полистиролы,
поливинилхлориды; они выдерживают постоян-
ные внешние напряжения до 10–15 МПа и темпе-
ратуры до 80 ± 20°С. Около 9% объема производ-
ства составляют материалы на основе полиэти-
лентерефталата, полиамидов, поликарбоната,
полиформальдегида и др. Более прочные и термо-
стойкие, они выдерживают разрушающее напря-
жение до 140 ± 20 МПа и температуры до 150°С
(Мельникова, 2013).

Мономером полиэтилена (ПЭ) является эти-
лен. В зависимости от метода получения произво-
дят несколько типов полиэтилена: полиэтилен
низкой плотности (ПЭНП), полиэтилен высокой
плотности (ПЭВП), сверхвысокомолекулярный
полиэтилен (СВМПЭ). ПЭНП отличается сильно
разветвленными цепями со степенью полимери-
зации ~50000, плотностью 910‒935 кг/м3 и степе-
нью кристалличности 50‒60%. ПЭВП представ-
ляет собой плотный полимер, молекулы которого
линейны и степень полимеризации составляет до
300000, с плотностью 930‒970 кг/м3 и степенью
кристалличности 70‒85% (Галыгин и соавт.,
2012). Основной причиной, вызывающей разли-
чия в свойствах ПЭНП и ПЭВП, является раз-
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ветвленность макромолекул: чем больше разветв-
лений в цепи, тем выше эластичность и меньше
кристалличность полимера. Полиэтилены как низ-
кой (ПЭНП), так и высокой плотности (ПЭВП)
широко используются и востребованы практиче-
ски на всех промышленных, сельскохозяйствен-
ных или бытовых рынках, главным образом, для
упаковки товаров. Доля СВМПЭ в общей продук-
ции чрезвычайно мала, но он заслуживает упоми-
нания как весьма интересный материал, находя-
щий все большее применение. СВМПЭ получают
на металлоорганических катализаторах, его моле-
кулярная масса более от 1.5 до 8 млн Да. Он обла-
дает исключительной прочностью, морозостой-
костью, физиологически инертен: применяется
для изготовления высокопрочных технических
изделий, таких как броня. СВМПЭ применяется
в эндопротезировании; он также обладает исклю-
чительно низким коэффициентом трения и
используется для производства искусственных
“ледовых” покрытий (Захаров и соавт., 2009;
Кудряшовa, 2020) .

Полипропилен (ПП) также относится к полио-
лефинам, то есть линейным углеводородам c общей
формулой CnH2n. Это высокомолекулярный про-
дукт полимеризации пропилена при низком и сред-
нем давлении 0.3–10 МПа и температуре 80°С на
стереоспецифических катализаторах Цигле-
ра‒Натта. В промышленности для производства
пропилена используют продукты переработки неф-
ти, а также природные углеводородные газы. В за-
висимости от способа полимеризации образуются
полимеры разного стереоизомерного состава. Изо-
тактический и синдиотактический полимеры име-
ют регулярно построенные цепи, располагающи-
еся вдоль спирали, а для атактического пластика
характерна структура со стерически нерегуляр-
ной последовательностью метильных групп
(Arutchelvi et al., 2008). Полипропилен – менее
плотный и более твердый, чем полиэтилен, пла-
стик, широко использующийся для производства
упаковочных материалов, разнообразных товаров
широкого потребления, нетканых материалов (в
том числе медицинских масок), лабораторного
оборудования (наконечников для пипеток и мик-
роцентрифужных пробирок).

Поливинилхлорид (ПВХ) получают путем по-
лимеризации винилхлорида; ему свойственна вы-
сокая химическая стойкость (устойчивость при
воздействии щелочей, многих кислот и органиче-
ских растворителей). Этот полимер состоит из
линейных или малоразветвленных макромолекул.
При низкой морозостойкости (‒15°С) ПВХ явля-
ется хорошим диэлектриком и находит широкое
применение при изготовлении кабелей и изоля-
ционных материалов; его используют также в
производстве труб, линолеума, оконных рам, на-
тяжных потолков и многого другого. ПВХ непо-
средственно для изготовления изделий не ис-

пользуется. Изделия изготавливают из компози-
ционных материалов на его основе: винипласта и
пластиката. Они содержат термостабилизаторы,
смазки, пигменты или красители, минеральные
наполнители, эластомер; пластикат к тому же со-
держит 30–90 массовых частей пластификатора
(например, эфиров фталевой, фосфорной, себа-
циновой или адипиновой кислот). Эти материа-
лы используются для изготовления химической
аппаратуры и коммуникаций, вентиляционных
воздуховодов, труб, строительных деталей. Из
прозрачного винипласта изготовляют объемную
тару для пищевых продуктов, бутылки и др. Пла-
стикат используют для изготовления изоляции и
оболочек для электропроводов и кабелей, для
производства шлангов, линолеума и плиток для
полов, материалов для облицовки стен и обивки
мебели, искусственной кожи. Прозрачные гиб-
кие трубки из пластиката применяют в системах
переливания крови и жизнеобеспечения в меди-
цинской технике (Мельникова, 2013).

Полиэтилентерефталат (ПЭТ) представляет
собой cложный эфир – продукт поликонденса-
ции этиленгликоля с терефталевой кислотой или
переэтерификации диметилтерефталата и эти-
ленгликоля. Структура ПЭТ состоит из линейных
алифатических и ароматических фрагментов. Та-
кое чередование кристаллических и аморфных
участков обеспечивает основные свойства ПЭТ:
твердость и ударопрочность, прозрачность, край-
не низкую газопроницаемость, водопоглощение
и пластичность в холодном и нагретом состояниях
(Шевлик и соавт., 2016). ПЭТ устойчив в диапазоне
температур от ‒40 до 60°С, отличается низким ко-
эффициентом трения и низкой гигроскопично-
стью. Разлагается под действием УФ-излучения
(Мельникова, 2013). Основным промышленным
способом получения ПЭТ является использование
нефтехимических продуктов. Высокая прочность и
износостойкость ПЭТ объясняются высоким со-
держанием ароматических терефталатных звеньев,
которые ограничивают подвижность полимерных
цепей (Marten et al., 2005). ПЭТ широко использу-
ется для производства тары для жидкостей и дру-
гих продуктов широкого пользования, волокон и
тканей (одежда).

Полистирол (ПС) – это синтетический поли-
мер, состоящий из молекул ароматического углево-
дорода стирола. Химическая формула полистирола
(C8H8)n; из химических элементов он включает
только углерод и водород. Степень полимериза-
ции промышленно выпускаемых полистиролов
n = 600‒2500. Фенильные группы препятствуют
упорядоченному расположению макромолекул и
формированию кристаллических образований.
Полистирол является гомополимером с молеку-
лярной массой 100000–400000 г/моль. Его трудно
деполимеризовать, так как вновь образованная
σ-связь “углерод‒углерод” прочнее, чем π-связь
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винильной группы. На свойства пластика влияет
характер расположения фенильных групп отно-
сительно зигзагообразной углеродной цепи. По-
листирол ‒ жесткий хрупкий аморфный полимер
с высокой степенью оптического светопропуска-
ния и невысокой механической прочностью. По-
листирол имеет низкую плотность (1060 кг/м3),
отличные диэлектрические свойства и хорошую
морозостойкость (до −40°C). Стандартный ком-
мерческий полистирол является атактическим, в
котором фенильные группы случайным образом
расположены по обеим сторонам полимерной це-
пи. Такое случайное расположение предотвращает
образование кристаллических участков, и полимер
является аморфным с температурой стеклования Tg
около 90°C. Из полистирола изготавливают одно-
разовую посуду, упаковки, одноразовое лабора-
торное оборудование (чашки Петри), медицин-
ские инструменты и стройматериалы.

Таким образом, все перечисленные пластики
широко используются в самых различных областях
деятельности человека. Несмотря на разные строе-
ние и структуру, их объединяет общее свойство:
устойчивость к внешним воздействиям, в том числе
и к биологическим факторам. Тем не менее, сейчас
достоверно известно, что достаточно большое ко-
личество микроорганизмов способно разрушать
пластики, используя их компоненты в качестве
энергетических субстратов и источника углерода.
Однако нерастворимость субстратов, крайне низ-
кая скорость процессов, нестандартизированный
состав пластиков, различная форма образцов за-
ставляет исследователей использовать разнообраз-
ные методы детекции и количественной оценки
процесса микробной деструкции пластиков.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ МИКРОБНОГО 
РАЗЛОЖЕНИЯ ПЛАСТИКОВ

Все рассматриваемые в этом обзоре наиболее
широко используемые пластики нерастворимы в
воде. Взаимодействие микроорганизмов с субстра-
том происходит на границе раздела фаз, и поэтому
их биодеградации предшествует образование биоп-
ленок. Роль биопленок в разложении биопласти-
ков подробно рассмотрена в недавнем обзоре
В.К. Плакунова и соавт. (2020). Также ряд работ
посвящен анализу микробного состава биопленок,
образующихся на поверхности образцов различных
видов пластика при инкубации их в природных ме-
стообитаниях. Так, например, был проанализи-
рован состав биопленок, развивавшихся на об-
разцах ПС во время их инкубации в воде Черного
моря и оборотной воде нефтехимического произ-
водства в течение 60 сут, и выявлена его специ-
фичность к материалу образцов (Турова и соавт.,
2020). Одновременно было отмечено изменение
состояния ПС (Лаптев и др., 2019).

Существует два принципиально разных подхода
к исследованию процесса разложения пластика
микроорганизмами: 1) тестирование чистых куль-
тур на способность к разложению пластика;
2) инкубация образцов пластика в присутствии
природных проб или непосредственно в природ-
ных местообитаниях – почве, компосте, мусор-
ных полигонах, воде или осадках водоемов. В по-
следнем случае упор делается на естественный от-
бор штаммов, обладающих искомыми
активностями.

Собственно процесс биодеградации пластиков
предлагается разделить на четыре этапа (Sharma,
2018; Montazer et al., 2019):

1) биодетериорацию, состоящую в изменении
свойств полимера и облегчающую его дальней-
шее разложение;

2) биофрагментацию, которая приводит к гид-
ролизу и фрагментации углеродных цепей поли-
мера, а также к выделению промежуточных про-
дуктов разложения;

3) биоассимиляцию, при которой мелкие угле-
водородные фрагменты-метаболиты метаболизи-
руются клетками и включаются в биомассу мик-
роорганизмов;

4) минерализацию, которая сопровождает пол-
ное разрушение пластика до СО2 и воды.

Для каждого из этапов существует набор мето-
дов, позволяющих достоверно зарегистрировать
происходящие с пластиком изменения. Основ-
ные методы детекции микробной биодеградации
пластиков представлены в табл. 2.

Первичную информацию об изменениях, про-
исходящих на поверхности пластика, можно полу-
чить с помощью различных видов микроскопии.
Наиболее часто используется сканирующая элек-
тронная микроскопия (СЭМ) отмытых от клеток
образцов, в сравнении с контрольными образцами,
инкубировавшимися в отсутствие микроорганиз-
мов. Может быть использована атомно-силовая
микроскопия и другие подходы, позволяющие изу-
чить поверхность полимера. Используются и дру-
гие методы, позволяющие определить изменения
в структуре пластика, например, проверка образ-
цов пластика, инкубированных в присутствии
микробных культур, на изменение его механиче-
ских свойств (прочность на разрыв, удлинение при
разрыве, модуль упругости и предел текучести).

Биофрагментация регистрируется по умень-
шению средней молекулярной массы углеродных
цепей полимера (Mn) и расширению молекулярно-
массового распределения, определяемых с помо-
щью гель-проникающей хроматографии, а также
путем регистрации промежуточных продуктов
разложения пластика, для чего используются
спектрофотометрия, ГХ-МС, ВЭЖХ, ИК-спек-
троскопия с преобразованием Фурье и ядерный



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

МИКРОБНАЯ ДЕГРАДАЦИЯ ПЛАСТИКА И ПУТИ ЕЕ ИНТЕНСИФИКАЦИИ 633

Таблица 2. Основные методы детекции микробной биодеградации пластиков

Анализируемый
параметр Метод Признаки биодеградации 

пластика Ссылки

Характер поверхности
пластика

Сканирующая электронная 
микроскопия (СЭМ), 
атомно-силовая
микроскопия (АСМ)

Изменение структуры 
поверхности – образование 
микротрещин, отверстий, 
перепадов высоты рельефа

Muhonja et al., 2018; Skari-
yachan et al., 2018; Sarmah, 
Rout, 2018; Delacuvellerie 
et al., 2019; Park, Kim, 2019; 
etc.

Предел прочности при
растяжении (Tensile strength, 
TS) и удлинение при разрыве 
(EAB, extension at break)

Тензиометрия Снижение TS и EAB
(при деградации ПЭНП)

Skariyachan et al., 2016

Температура стеклования 
(перехода в “стекловидное” 
состояние)

Дифференциальная 
сканирующая калоримет-
рия (DSC)

Снижение температуры 
стеклования

Lucas et al., 2008; Park, 
Kim, 2019

Измерение степени 
кристалличности

Инфракрасная 
спектроскопия 
с преобразованием 
Фурье (FTIR)

Степень кристалличности 
повышается при биодегра-
дации за счет “выедания” 
аморфной части ПЭ

Sen, Raut, 2015; Das,
Kumar, 2015

Гидрофобность Измерение контактного 
угла, BATH-тест

Уменьшение угла (увеличе-
ние гидрофильности)

 Koutny et al., 2006; Das, 
Kumar, 2015

Остаточная масса 
полимера

Гравиметрия 
(взвешивание)

Снижение массы пластика Sarmah, Rout, 2018; ; Mohan 
Rasu et al., 2018; Skariyachan 
et al., 2018; Park, Delacuvel-
lerie et al., 2019; Kim, 2019

Химический состав Инфракрасная 
спектроскопия 
с преобразованием
Фурье (FTIR)

Увеличение карбонильного 
индекса, образование интер-
медиатов с дополнитель-
ными функциональными 
группами (карбониль-
ными/карбоксильными), 
алканов; появление новых 
пиков, соответствующих 
карбонильным и простым 
эфирным связям

Muhonja et al., 2018; Skari-
yachan et al., 2018; Park, Kim, 
2019; Sarmah, Rout, 2018; 
Delacuvellerie et al., 2019

Молекулярный вес Ядерный магнитный 
резонанс (NMR, ЯМР), 
газовая хроматография/ 
масс-спектрометрия
(GC-MS, ГХ-МС), 
гель-проникающая
хроматография (GPC, ГПХ)

Снижение средней 
молекулярной массы

Sarmah, Rout, 2018; Muhonja 
et al., 2018; Skariyachan et al., 
2018; Park, Kim, 2019; 
Yamada-Onodera et al., 2001

Увеличение микробной 
биомассы

Анализ содержания
белка (биомассы)

Увеличение количества
микробного белка
в присутствии полимера

Sarmah, Rout, 2018
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магнитный резонанс. В частности, ИК-спектро-
скопия (FTIR, Fourier-transform infrared spectros-
copy) позволяет получить данные о содержании в
образце различных связей между атомами, таких
как С‒С, С‒Cl, С‒О, С=О и т.д. Изменение
спектра может свидетельствовать о процессах окис-
ления, дехлорирования (в случае ПВХ), разрушения
цепей полимера. Термогравиметрический анализ
позволяет оценить термостабильность пластика,
которая теоретически будет снижаться при умень-
шении и разрыве цепей полимера, но увеличивать-
ся при разрушении или вымывании пластифика-
торов.

На этом и последующих этапах используется
также наиболее прямой метод определения раз-
ложения пластика микроорганизмами – грави-
метрический, для чего образцы пластика должны
быть тщательно отмыты от ассоциированных с
ними клеток.

Для некоторых пластиков, например, для
ПЭТ, может быть использован ряд спектрофото-
метрических методов, основанных на обнаружении
изменения оптической плотности культуральной
жидкости, как напрямую, вследствие образования
соединений, поглощающих свет, так и с приме-
нением индикатора, реагирующего на изменения
pH (Pirillo et al., 2021).

Биоассимиляция пластика определяется по
увеличению выхода биомассы клеток в культуре,
растущей в присутствии пластика, например, по
определению количества образовавшегося кле-
точного белка в сравнении с контролем.

Наконец, минерализация пластика определя-
ется по количеству образовавшегося СО2 или, в
случае анаэробного процесса, продуктов терми-
нальных восстановительных реакций ‒ СН4, H2S,
восстановленных соединений азота и пр.

В качестве вспомогательного метода, позволя-
ющего провести скрининг изолятов, можно ис-
пользовать тест на чашке с агаром, в котором по-
лимер диспергируется в виде взвеси очень мелких
частиц (порошка). Вокруг колонии микроорга-
низма, разрушающего пластик, образуется зона
просветления.

Наконец, высокоточным методом является
использование пластиков, меченых 14С-радиоак-
тивными изотопами (Silelicki et al., 1978), и опреде-
ление метки в образовавшихся продуктах ‒ 14CO2
или 14CH4. На этот метод не влияет присутствие
биоразлагаемых примесей или добавок в полиме-
ре, однако его применение ограничивается слож-
ностью проведения и стоимостью синтеза радио-
активно меченых полимеров.

Как правило, исследователи используют ком-
плекс методов (Müller, 2005; Lucas et al., 2008; Ru
et al., 2020), позволяющих зафиксировать измене-
ния полимера, состояние микробной культуры,

образование промежуточных или конечных про-
дуктов разложения пластика.

ПРИМЕРЫ БИОДЕГРАДАЦИИ
ПЛАСТИКОВ МИКРООРГАНИЗМАМИ

Несмотря на трудоемкость исследований и
сложность получения достоверных результатов, в
последние два десятилетия появилось большое
количество экспериментальных работ, демон-
стрирующих микробную деградацию пластиков с
помощью перечисленных в предыдущем разделе
методов. Здесь мы приведем лишь некоторые из них.

Так, биодеградация полиэтилена микроорга-
низмами была описана в ряде работ, опубликован-
ных за последние 30 лет, и сейчас является одной из
основных тем исследований в области разложения
пластиков (Shah et al., 2008; Ammala et al., 2011; Sen,
Raut 2015; Harrison et al., 2018); общепризнанным
является тот факт, что процесс биодеградации в
нормальных условиях протекает чрезвычайно
медленно. Известно, что ПЭ, имеющий простую
линейную структуру, чрезвычайно устойчив к би-
оразложению. Низкая скорость биоразложения
ПЭ связана также с его высокой гидрофобностью
(в состав молекул входят только ‒CH2 группы) и
высокой молекулярной массой (более 30 кДа), что
препятствует его транспорту непосредственно в
клетки (Orr et al., 2004; Sivan et al., 2006). Было пока-
зано, что в случае, когда ПЭ был единственным ис-
точником энергии для микроорганизмов, фраг-
менты меньшего размера использовались быст-
рее, чем более крупные (Kawai et al., 2004). Также
сообщалось, что для достижения значимой степе-
ни биоразложения за разумный период времени
средняя молекулярная масса полиэтилена долж-
на быть ниже 5000 Да (Reddy et al., 2009). Разветв-
ленная структура делает цепи ПЭНП более до-
ступными, а третичные атомы углерода в местах
разветвления ‒ более уязвимыми для атаки. Мо-
лярная масса ПЭВП намного выше, что, возмож-
но, затрудняет доступ микроорганизмов и их фер-
ментов к полимерным цепям (Sudhakar et al.,
2008; Fontanella et al., 2010). Показано, что струк-
турные вариации полиэтиленовых полимеров,
образующиеся во время полимеризации и после-
дующей обработки, такие как ненасыщенные
двойные углерод-углеродные связи, карбониль-
ные группы и гидропероксидные группы (Ojeda
et al., 2011), первыми потребляются бактериями, что
приводит к быстрому росту микроорганизмов. Если
для первых двух этапов, биоразрушения (биоде-
териорации) и биофрагментации ПЭ, было при-
ведено достаточно фактов и доказательств их
именно микробного происхождения (Albertsson,
Karlsson, 1990; Ammala et al., 2011), то доказатель-
ства биоассимиляции и полной минерализации
ПЭ весьма немногочисленны (Yang et al., 2014;
Sen, Raut, 2016; Montazer et al., 2019).
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В табл. 3 приведены примеры исследования
разложения ПЭ, представленные в различных
публикациях. Из-за большого разнообразия ис-
пользуемых полиэтиленовых материалов и широ-
кого диапазона условий культивирования сравне-
ние различных результатов биодеградации зачастую
весьма затруднено. Это подчеркивает необходи-
мость стандартизированных методов и протоколов
для систематического изучения биоразложения
синтетических пластмасс, как это было
предложено Montazer и соавт. (Montazer et al.,
2020).

О процессе деградации полипропилена из-
вестно очень мало. Очевидно, однако, что длин-
ные молекулы, высокоупорядоченная структура,
отсутствие групп, доступных для окисления, а
также наличие боковой метильной группы за-
трудняют деградацию ПП (Jeon, Kim, 2016). Как
правило, при инкубации образцов ПП с микро-
организмами отмечают уменьшение массы пла-
стика, однако значения могут варьировать от
0.43% за 12 мес. (Arkatkar et al., 2009) до 6.4% за 40 сут
(Auta et al., 2018) для чистого ПП и бактериальных
культур, и от 1.4% за 3 мес. (Sheik et al., 2015) до
18% за 12 мес. для ПП, содержащего катализатор,
и культур различных микромицетов ‒ Phaneroch-
aete chrysosporium, Engyodontium album (Jeyakumar
et al., 2013). Биоразложение ПП оценивают по об-
разованию биопленок, увеличению содержания
белка или АТФ в культуре по сравнению с кон-
тролем без пластика, по уменьшению молекуляр-
ной массы полимера, увеличению степени гидро-
фильности поверхности, изменению ИК-спек-
тров.

Проблема изучения биодеградации отходов
поливинилхлорида (ПВХ) связана с высоким со-
держанием в типичных бытовых изделиях из этого
материала различных добавок: пластификаторов,
термостабилизаторов, антипиренов, биоцидов, до-
ля которых может доходить до 50‒75%. Хорошо
известна способность многих микроорганизмов
расти на питательных средах с пластификаторами
в качестве единственного источника углерода и
энергии (Berk et al., 1957; Booth et al., 1968; Webb
et al., 2000; Nakamiya et al., 2005; Sabev et al., 2006;
Das et al., 2012). Поэтому снижение веса пластика
под воздействием микроорганизмов, или измене-
ние таких физических свойств как гибкость и
прочность на разрыв может быть связано не
столько с разрушением цепей ПВХ, сколько с
уменьшением доли добавок (Luzia et al., 2020; Ru
et al., 2020). Решить эту проблему можно либо ис-
пользуя чистый порошок ПВХ (Wu et al., 2017)
или пластинки чистого ПВХ, получаемые иссле-
дователями в лаборатории растворением коммер-
ческого препарата в тетрагидрофуране (Kirbas et
al., 1999; Ali et al., 2014; Khatoon et al., 2019), либо
прибегая к дополнительным методам анализа.
Среди них наиболее часто применяют ИК-спек-

троскопию, термогравиметрический анализ и гель-
проникающую хроматографию (Raddadi, Fava,
2019).

Высокая прочность и износостойкость ПЭТ
объясняются высоким содержанием ароматиче-
ских терефталатных звеньев, которые ограничива-
ют подвижность полимерных цепей (Marten et al.,
2005) и делают ПЭТ чрезвычайно устойчивым к
микробной деградации (Andredy, 1994; Zheng et al.,
2005; Müller, 2006; Tokiwa et al., 2009). Степень
кристалличности таких синтетических полимеров,
которая обычно превышает 30‒40% (Liu et al., 2004;
Lee et al., 2013), а также гидрофобность поверхно-
сти в значительной степени влияют на их биораз-
лагаемость, так как воздействие ферментов мик-
роорганизмов происходит, прежде всего, на
аморфные участки пластика и имеет наиболее
важное значение при первичной адгезии потен-
циальных деструкторов (Urgun-Demirtas et al.,
2007; Wang et al., 2016).

Несмотря на аморфность полистирола, дей-
ствие ферментов на полимер крайне затруднено,
поскольку его молекулы имеют высокую молеку-
лярную массу и неполярны, а сам полимер нерас-
творим в воде (Motta et al., 2009). Кроме того, бо-
ковые фенильные группы, неупорядоченно рас-
пределенные в пространстве, очень устойчивы к
биоразложению (Atlas, Barta, 1987). Сведения о
микробном разрушении ПС противоречивы. Так,
ряд исследователей считает, что полистирол
устойчив к действию микроорганизмов. Напри-
мер, выделенные из почвы чистые культуры Mi-
crobacterium sp. NA23, Paenibacillus urinalis NA26,
Bacillus sp. NB6, Pseudomonas aeruginosa NB26 не
показали активности по отношению к пленке ПС
в течение 8 мес. (Atiq et al., 2010), а лист ПС, зако-
панный в почву на 32 года, не имел признаков де-
градации (Otake et al., 1995). Другие исследовате-
ли отмечают, что полистирол разрушается мик-
роорганизмами очень медленно, так как на 75%
состоит из ароматических соединений и имеет
высокую молекулярную массу. Гидрофобный ха-
рактер ПС способствует его устойчивости к гид-
ролизу, а также влияет на способность микроор-
ганизмов прикрепиться к его поверхности. Высо-
кая молекулярная масса и плохая растворимость
в воде не позволяют микробным клеткам транс-
портировать ПС через клеточную стенку и цито-
плазматическую мембрану для метаболизма. Об-
разуемые микроорганизмами экзоферменты не
могут проникнуть внутрь полимера и действуют
на поверхности. В исследованиях по биодеграда-
ции ПС чаще всего применяются визуальные на-
блюдения за изменениями поверхности образца и
его цвета, а также за появлением и развитием
микробных биообрастаний с использованием
флуоресцентной (для оценки жизнеспособности
микробных клеток) и сканирующей электронной
микроскопии; гравиметрия; детекция образовав-
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шихся интермедиатов путем спектрофотометрии
(для ароматических соединений), газовой хромато-
графии, высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии и инфракрасной спектроскопии Фурье;
оценка потребления и выделения газов.

Таким образом, несмотря на большие методи-
ческие сложности, ряд разработанных специаль-
но для решения задачи разложения пластика ме-
тодов позволяет достоверно продемонстрировать
процесс деструкции основных видов пластиков,
осуществляемых бактериями и грибами. Анало-
гичная информация об участии в этих процессах
архей пока отсутствует. К сожалению, из-за раз-
личий между используемыми субстратами, а так-
же формы образцов (пленки, порошок, гранулы
и пр.) результаты невозможно сравнивать между
собой. Очередной задачей исследователей явля-
ется создание единого протокола исследования
разложения пластиков, который должен будет ре-
шить эту задачу.

РАЗНООБРАЗИЕ СВОБОДНОЖИВУЩИХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ, 

ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИХ ПРОЦЕСС 
БИОДЕГРАДАЦИИ ПЛАСТИКОВ

Несмотря на то, что процесс разложения пла-
стиков идет очень медленно, способность осу-
ществлять его была найдена у многих бактерий и
микромицетов.

Микроорганизмы, разлагающие ПЭ и другие
виды пластика, чаще всего выделяли из почвы,
мусорных полигонов, компоста, морской воды и
активного ила (Montazer et al., 2020). Так, описана
биофрагментация и использование в качестве ис-
точника углерода и энергии ПЭНП, не подвер-
гавшегося предварительной обработке, штаммами
Pseudomonas putida, Acinetobacter pittii и Micrococcus
luteus (Montazer et al., 2019). Процесс сопровож-
дался образованием алканов и накоплением в
клетках биоразлагаемых полимеров – полигид-
роксиалканоатов. Известно более чем 20 родов
бактерий, для которых показана возможность
биодеградации различных типов ПЭ (Ghatge et al.,
2020). Бактерии, способные к разложению ПЭ, и
скорости осуществляемого процесса представле-
ны в табл. 2. Способность разлагать ПЭ была об-
наружена также у грибов родов Aspergillus, Clado-
sporium, Fusarium, Gliocladium, Mortierella, Mucor,
Penicillium, Zalerion (El-Shafei et al., 1998; Yamada-
Onodera et al., 2001; Volke-Sepúlveda et al., 2002;
Bonhomme et al., 2003; Manzur et al., 2004; Koutny
et al., 2006; Hasan et al., 2007; Ahebnazar et al., 2010;
Nowak et al., 2011; Pramila, Ramesh, 2011; Sheik et al.,
2015; Paco et al., 2017). Грибы обладают мощной
ферментативной системой и способностью вы-
живать в жестких условиях окружающей среды
при низком содержании питательных веществ и
влаги. Помимо этого, они обладают способно-

стью широко распространять гифы, которые мо-
гут проникать в трещины и углубления в пластике
(Jeyakumar et al., 2013).

Для бактерий родов Bacillus spp. (Sudhakar et al.,
2008; Abrusci et al., 2013), Rhodococcus spp. (Bonho-
mme et al., 2003; Gilan et al., 2004; Fontanella et al.,
2010) и Pseudomonas spp. (Rajandas et al., 2012), а
также для грибов родов Aspergillus и Fusarium
(Hasan et al., 2007; Sahebnazar et al., 2010), была
показана деполимеризация ПЭ после различных
видов предварительной обработки, такой как уль-
трафиолетовое облучение (УФ) и/или термиче-
ская обработка, которая делает углеродные цепи
полимера чувствительными к биоразложению
(Ammala et al., 2011).

Сообщения об успешной микробной деграда-
ции полипропилена весьма немногочислены.
Так, было показано, что консорциум бактерий
(Aneurinibacillus aneurinilyticus, Brevibacillus sp.,
B. agri, and B. brevi), выделенных из водоочистных
сооружений и мусорных полигонов, за 140 сут ин-
кубации при 50°С уменьшил массу ПП-гранул на
44%, а пленок ‒ на 56% (Skariyachan et al., 2008).
Гравиметрические показатели были подтвержде-
ны данными ИК-спектроскопии Фурье, СЭМ и
рядом других методов. Рост на минеральной сре-
де с ПП как единственным источником углерода
и энергии, сопровождавшийся уменьшением
массы ПП, был показан для Bacillus cereus и Sporo-
sarcina globispora (Auta et al., 2017). Однако основ-
ная часть положительных результатов по микроб-
ной деградации ПП была получена в результате
предобработки пластика и будет освещена ниже.

Исследование способности грибов и бактерий
к разложению ПВХ оказалась затруднена присут-
ствием в этом пластике пластификаторов, которые
могут являться истинными субстратами растущих
на ПВХ микроорганизмов (Kirbas et al., 1999;
Webb et al., 2000; Peciulyte, 2002; Sabev et al., 2006).
В опытах с чистым ПВХ была продемонстрирова-
на активность Phanerocheate chrysosporium, Lentinus
tigrinus, Aspergillus niger и A. sydowii, подтвержденная
увеличением биомассы грибов, выделением СО2
и сканирующей электронной микроскопией об-
разца (Ali et al., 2014). Авторы продемонстрирова-
ли рост гриба на среде с пластиком, снижение
массы лишенного пластификаторов и примесей
полимера на 31% за 2 мес., минерализацию (к чет-
вертой неделе выделение СО2 составило 13.74 мг/л),
а также сопутствующее росту биомассы усиление
активности пероксидазы. Источником грибов,
способных разлагать ПВХ, может быть загрязнен-
ная этим пластиком почва. Недавно было показано,
что подобные условия привели к селекции штам-
мов Mucor sp. и Penicillium sp., способных расти на
среде с ПВХ и, основываясь на результатах ИК-
спектрометрии, вызвать частичное разрушение
пластика (Pardo-Rodríguez, Zorro-Mateus, 2021).
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Бактерий, участвующих в повреждении изде-
лий из ПВХ, начали изучать одновременно с гри-
бами. В одной из первых работ выделенные с по-
верхности пластиковых изделий представители
родов Pseudomonas, Brevibacterium и Achromobacter
в лабораторных условиях снижали на 20% вес и
уменьшали гибкость ПВХ с пластификатором ди-
изо-октилсебацинатом (Booth et al., 1968). Тем не
менее, работ о воздействии бактерий на ПВХ зна-
чительно меньше, чем о воздействии грибов, и
многие из имеющихся связаны с утилизацией пла-
стификаторов. Наибольший интерес представляет
исследование биодеградации пленок ПВХ куль-
турами Bacillus flexus и Pseudomonas citronellolis.
Обе культуры за 45 сут инкубации вызвали фраг-
ментацию пленок ПВХ, изменение данных ИК-
спектроскопии, уменьшение термостабильности
и снижение Mn примерно на 10%, а P. citronellosis
вызывал уменьшение гравиметрического веса об-
разцов ПВХ нa 19% в течение 30 сут (Giacomucci
et al., 2019). Авторы отмечают, что используемые
ими пленки содержали до 30% различных добавок
(цитраты, адипаты и полиадипаты, эпоксидиро-
ванное соевое масло, Zn), и полученные результа-
ты позволяют предполагать разрушение как цепей
полимера, так и добавок. Искусственный консор-
циум из Pseudomonas otitidis, Bacillus aerius, B. cereus и
Acanthopleurobacter pedis вносили в эксперимен-
тальные образцы почвы с погруженными в нее
пластиковыми пленками (Anwar et al., 2016). По
сравнению с контрольными почвенными образ-
цами добавление консорциума не только привело
к значительному повреждению поверхности пла-
стика (данные СЭМ) и изменению профилей
ИК- и УФ-спектроскопии, но также к снижению
Mn на 78.5% (с 72.65 до 15.63 кДа за 9 мес.; до 66.61
кДа в контроле), что указывает на разрушение це-
пей полимера. Этот исключительный результат
сильно выбивается из результатов аналогичных
работ и требует дополнительного подтверждения.

Разложением ПЭТ занимаются много и актив-
но, и наиболее выдающиеся результаты, достигну-
тые с помощью использования ПЭТ-разлагающих
ферментов, будут изложены в соответствующем
разделе обзора. Нельзя не упомянуть, однако,
наиболее известный микроорганизм, эффективно
разлагающий ПЭТ – Ideonella sakaiensis (Yoshida
et al., 2016). I. sakaiensis вызывает практически
полную дегредацию пленок PЭТ за 6 нед. инкуба-
ции при 30°С. Однако основными источниками
ферментов, разлагающих ПЭТ, в настоящее вре-
мя являются термофильные актинобактерии, вы-
деляемые из компоста и развивающиеся при тем-
пературе 50‒60°С, способствующей деградации
полимерного субстрата, – Thermomonospora fusca
(Kleeberg et al., 1998), Thermobifida alba (Hu et al.,
2010), Saccharomonospora viridis (Kawai et al., 2014),
Thermomonospora kurvata (Wei et al., 2014).

Данных по разложению полистирола микро-
организмами довольно много, но они противоре-
чивы и трудно поддаются сравнению из-за разли-
чий в структуре полимера и разных методов детек-
ции его разложения. Так, при том, что большинство
клеток Rhodococcus ruber прикрепилось к субстрату
(ПС) в течение нескольких часов, 0.8% снижение
массы полимера было отмечено лишь после 8 нед.
культивирования (Mor, Sivan, 2008). Из проб, полу-
ченных с полей орошения в Индии, были выделены
два штамма бактерий Exiguobacterium sibiricum и Ex-
iguobacterium undae, способных использовать твер-
дый прозрачный ПС и гранулы ПС как источник
углерода и энергии (Chauhan et al., 2018). С помо-
щью атомно-силовой микроскопии было показано,
что поверхность становится более шероховатой,
что приводит к снижению ее гидрофобности.
ИК-спектроскопия Фурье показала, что образу-
ются окисленные группировки в молекулах, а
гравиметрия подтвердила убыль массы ПС на
0.4% за 30 сут. Однако штамм Bacillus paralicheni-
formis, выделенный из Аравийского моря, был
способен разрушать 34% по массе пленки ПС за
60 сут (Kumar et al., 2021). Для грибов рода Curvu-
laria было показано, что гифы “прилипают” к по-
верхности атактического полистирола и прони-
кают в нее; при этом потеря массы составила
2‒5% за 2‒3 мес. (Motta et al., 2009). При инкубации
Enterobacter sp., Citrobacter sedlakii, Alcaligenes sp., Bre-
vundimonas diminuta с ПС как единственным ис-
точником углерода и энергии показали до 12%
убыли субстрата за месяц. Установлено, что гри-
бы бурой гнили Gloeophyllum striatum и Gloeophyl-
lum trabeum способны атаковать ПС с помощью
реакций Фентона при участии гидрохинона, при
этом после 20 сут инкубации происходит суще-
ственная деполимеризация ПС и снижение моле-
кулярной массы почти на 50% (Krueger et al.,
2015). Факт биодеградации лигнополистирола
грибами белой гнили Pleurotus ostreatus, Phaneroch-
aete chrysosporium и Trametes versicolor был отмечен
еще в 1992 г. (Milstein et al., 1992). Восьминедельная
инкубация Cephalosporium sp. с ПС привела к потере
массы пластика на 2.17 ± 0.16%, а с Mucor sp. ‒ на
1.81 ± 0.13%, что было дополнительно подтвер-
ждено регистрацией изменений поверхности ПС
от гладкой к шероховатой, снижением рН среды,
появлением интермедиатов и снижением молеку-
лярной массы (Chaudhary et al., 2019).

Наряду с исследованием чистых культур, мик-
робное разложение ПС исследовалось и для природ-
ных ассоциаций микроорганизмов. Присутствие
ПС вызывало сукцессию микробного сообщества
активного ила в аэробных и анаэробных условиях
(Wei et al., 2020). Микроорганизмы активного ила
образовывали на кубиках ПС биопленки, увели-
чивающиеся с первой по девятую недели инкуба-
ции. Сканирующая электронная микроскопия и
рентгеноспектроскопия выявили изменения в
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структуре ПС, а ИК-спектроскопия с преобразо-
ванием Фурье показала появление в среде интер-
медиатов неизвестного состава. При добавлении
двух типов меченого изотопом 14C полистирола
(α- и β-14C) к почве и активному илу сточных вод
оказалось, что через 8 нед. только 0.01% ПС окис-
лился до 14CO2, а через 75 сут общий уровень кон-
версии составил 0.7% (Giullet et al., 1974). Невысо-
кие активности зафиксированы при деградации
14C-ПС смешанными культурами 17 штаммов
лигнинразрушающих грибов, а также микробны-
ми сообществами ила, различных почв, навоза и
мусорной свалки (от 0.04 до 3.0% за 16 нед.) (Siel-
icki et al., 1978; Kaplan et al., 1979). Существенно
более высокие скорости деградации пенополи-
стирола выявили в образцах с мусорной свалки
Саримукти, Индонезия, где убыль массы пеноПС
за 7 нед. инкубации составила 18.23% (Hidayat
et al., 2020). СЭМ показала образование пор на
поверхности пластика, а ИК-спектроскопия Фурье
подтвердила образование более простых функци-
ональных групп в молекулах и появление C‒O-
групп. Предполагается, что в разложении пено-
полистирола участвовали бактерии родов Pseudo-
monas и Bacillus.

МИКРООРГАНИЗМЫ-СИМБИОНТЫ 
БЕСПОЗВОНОЧНЫХ, РАЗЛАГАЮЩИЕ 

ПЛАСТИК

Известно, что ряд беспозвоночных животных
может потреблять пластики, и в последние годы
интерес к этому явлению, а также к микробиомам
кишечника этих организмов резко возрос. Пер-
вое упоминание о том, что некоторые насекомые
могут оставлять отверстия в полиэтиленовой упа-
ковке относится к 2007 г. (Riudavets et al., 2007).
Позднее из кишечника Plodia interpunctella (юж-
ной амбарной огнeвки) были выделены штаммы
Enterobacter asburiae и Bacillus sp., способные раз-
рушать ПЭ в виде пленки за 60 сут на 6 и 10% со-
ответственно, с уменьшением молекулярного ве-
са остаточного ПЭ.

Описана способность личинок большой вос-
ковой моли Galleria mellonella быстро разлагать
полиэтилен (убыль массы составила 13% за 14 ч) с
образованием этиленгликоля (по данным Фурье-
инфракрасной спектроскопии). Из кишечника
личинок G. mellonella был выделен штамм Entero-
bacter sp., вызывающий изменения физических и
химических свойств пленки ПЭ, зарегистриро-
ванные методами Фурье-инфракрасной спектро-
скопии, ЖХ-MС, СЭM и AСM после 31 сут инку-
бации (Ren et al., 2019). Личинки G. mellonella про-
явили также способность к деградации ПС (Lou
et al., 2020): происходила значительная потеря
массы пластика, появление C=O и C‒O-групп в
молекулах и образование длинноцепочечных

жирных кислот. Изучение состава микробиоты
кишечника личинок G. mellonella показало, что
при употреблении пластика в кишечнике начина-
ют доминировать представители родов Bacillus и
Serratia. При этом разрушение ПС отдельными
выделенными штаммами шло менее эффектив-
но, чем кишечным сообществом в целом.

Позднее была описана биодеградация ПЭ и
других пластиков личинками различных насеко-
мых, таких как мучной хрущак Tenebrio molitor (Bil-
len et al., 2020), тeмный хрущак Tenebrio obscurus
(Brandon et al., 2018; Peng et al., 2019), супер хру-
щак Zophobas atratus (Peng et al., 2020), малая пче-
линая огневка Achroia grisella (Kundungal et al.,
2019), а также улитками Achatina fulita (Song et al.,
2020). Из кишечника личинок T. molitor были вы-
делены штаммы Acinetobacter sp. и Bacillus sp., спо-
собные к росту на ПЭНП только в кокультуре;
при этом масса ПЭНП за 30 сут снижалась на 18%
(Yin et al., 2020).

Интересные результаты показаны для личи-
нок мучного хрущака T. molitor, способных расти,
используя в качестве корма порошок ПВХ (Peng
et al., 2020). Происходила частичная деградация
цепей полимера до небольших хлорорганических
соединений, и снижение Mn на 33.4‒36.4%. Од-
нако полная минерализации пластика шла очень
медленно. Подобная активность Tenebrio molitor
была продемонстрирована также для полиэтиле-
на и полистирола (Wu et al., 2019). Важно отме-
тить, что добавление в корм антибиотика значи-
тельно снижало эффективность биодеградации,
что свидетельствует о роли микробиома кишеч-
ника личинок в этом процессе. Анализ вариа-
бельных фрагментов генов 16S рРНК кишечного
сообщества личинок показало преимуществен-
ное развитие на корме из ПВХ представителей се-
мейств Streptococcaceae (в основном род Lactococ-
cus), Spiroplasmataceae, Enterobacteriaceae и Clostri-
diaceae, не доминировавших на стандартном
корме из отрубей.

Способность разрушать ПС была изучена для
личинок двух разновидностей мучного хрущака
(T. molitor и T. obscurus) и их микробиоты (Yang et
al., 2015a, 2015b; Peng et al., 2019). По данным ра-
диоизотопного анализа за 24 ч 47.7% меченого 13С
пеноПС минерализовалось до CO2, 49.2% выде-
лялось с фекалиями, и небольшая часть встраива-
лась в липиды. С помощью ГХ-МС были зареги-
стрированы следующие интермедиаты разложе-
ния полистирола: пентанон, 4-гидрокси-4-
метилбензен, 2,2-диметил-1,3-диоксолан-4-мета-
нол, оксалат, бутил-6-этилокт-3-ил-эфир, фенол,
2,4-бис(1,1-диметилэтил), 1,2-бензендикарбокси-
лат, бутил-2-метилпропиловый эфир. Микробное
сообщество кишечника личинок при употреблении
в пищу пеноПС претерпевало значительную сук-
цессию: от преобладания молочнокислых и энте-
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робактерий к доминированию стрептококков, а
затем спироплазм и энтерококков. Важная роль
кишечной микробиоты в процессе деградации
пеноПС была доказана подавлением ее активно-
сти с помощью антибиотиков, что практически
прекращало разложение пластика. Из кишечника
личинок были выделены и идентифицированы 30
изолятов, которые затем инкубировали как чи-
стые культуры в течение 28 сут в присутствии ПС.
Значимый прирост числа клеток показали штам-
мы Bacillus cereus, Enterobacter hormaechei, Entero-
coccus gallinarum, Enterococcus faecalis, Chryseobac-
terium sp., Exiguobacterium sp.; при росте последне-
го организма на ПС в течение 60 сут в
культуральной жидкости с помощью ГХ были вы-
явлены многочисленные пики интермедиатов, а
пластик потерял около 7.5% массы.

Личинка Zophobas atratus потребляла в сутки
0.58 г ‒ в 4 раза больше, чем личинки мучного
хрущака. С помощью различных методов анализа
было доказано, что в ee кишечнике происходит
деполимеризация ПС и образование низкомоле-
кулярных интермедиатов, при этом 36.7% углерода
пеноПС минерализуется до CO2 в течение 16 сут
(Yang et al., 2020). Из кишечника личинки Zopho-
bas atratus был выделен штамм Pseudomonas aerugi-
nosa, способный к деградации ПС, и показано,
что в процессе разрушения ПС повышается экс-
прессия сериновой гидролазы (Kim et al., 2020).
Личинки жука Plesiophthalmus davidis за 14 сут по-
требили 34.27 ± 4.04 мг пеноПС на личинку и вы-
жили, питаясь только этим пластиком. После
20 сут инкубации накопительных культур кишеч-
ной микробиоты этого насекомого с ПС наблю-
дали образование биопленок на поверхности пла-
стика и ее морфологические изменения (образо-
вание полостей). ИК-спектроскопия Фурье
показала появление C‒O-связей в молекулах.
Анализ микробного сообщества показал, что в
кишечнике в значительных количествах присут-
ствовала Serratia marcescens; при кормлении личи-
нок ПС в течение 2-х нед. ее количество увеличи-
валось в 6 раз (Woo et al., 2020).

Недавно была исследована способность широ-
ко распространенного вида улитки Achatina fulica
перерабатывать пеноПС (Song et al., 2020). Улит-
ка потребляла18.5 ± 2.9 мг ПС в течение 4 нед.,
выделяла микропластик с суммарной потерей
массы в среднем на 30.7%. Аналитические методы
подтвердили изменение молекулярной массы оста-
точного ПС и образование окисленных групп в мо-
лекулах. Анализ микробного сообщества с помо-
щью высокопроизводительного секвенирования
генов 16S рРНК выявил существенные сдвиги в
сторону увеличения представителей семейств En-
terobacteriaceae, Sphingobacteriaceae и Aeromonada-
ceae, что указывает на их возможное участие в
процессе биодеградации.

МЕХАНИЗМЫ МИКРОБНОЙ
ДЕГРАДАЦИИ ПЛАСТИКОВ

Полиэтилен и другие пластики, содержащие
только углерод-углеродные связи в основной це-
пи, очень устойчивы к внешним воздействиям, в
том числе и к микробному разложению (Wei,
Zimmermann, 2017); тем не менее, у микроорга-
низмов существует целый ряд механизмов, приво-
дящих к их деградации (Sheel, Pant, 2018). В процес-
се микробной биодеградации ПЭ, как правило,
происходит биофрагментация полимера микроб-
ными ферментами с последующей биоассимиля-
цией получившихся мелких (с молярной массой
меньше 500 г/моль) фрагментов (Bonhomme et al.,
2003; Montazer et al., 2019).

В настоящее время известны две группы фер-
ментов, участвующих в разложении ПЭ, и обе
они задействованы в разложении других трудно-
разлагаемых полимеров – углеводородов и лиг-
нина. В первом случае это алкангидроксилазы
(Yoon et al., 2012; Jeon, Kim, 2015; Gravouil et al.,
2017) и монооксигеназы (Jeon, Kim, 2015; Moreno,
Rojo, 2019), во втором ‒ лакказы (Santo et al., 2013;
Sheel, Pant, 2018) и марганецпероксидаза (Iiyoshi
et al., 1998; Mukherjee, Kundu, 2014).

Алкангидроксилазы (EC 1.14.15.3) являются
ключевыми ферментами, участвующими в аэроб-
ном разложении алканов бактериями (Monahan
et al., 2020). Начальная стадия включает гидрокси-
лирование связей C‒C с образованием первичных
или вторичных спиртов, которые затем окисляются
до альдегидов или кетонов, а затем до карбоновых
кислот. Карбоксилированные н-алканы аналогич-
ны жирным кислотам, которые могут катаболизи-
роваться бактериями через систему β-окисления. C
помощью транскриптомного анализа было показа-
но, что у Rhodococcus ruber в присутствии ПЭ экс-
прессируются ферменты деградации алканов и
пути β-окисления жирных кислот (Gravouil et al.,
2017). Полная система алкангидроксилаз из Pseu-
domonas aeruginosa, выделенного с загрязненного
нефтью пляжа, была экспрессирована в E. coli, в
результате чего 19.3% низкомолекулярного ПЭ
(low-molecular weight polyethylene, LMWPE) за
80 сут было минерализовано до СО2 (Yoon et al.,
2012). Для многих микроорганизмов, разлагаю-
щих ПЭ, также была показана их способность ис-
пользовать линейные н-алканы, такие как пара-
фин (C44H90, Mw = 618). Было обнаружено, что
линейные молекулы парафина потребляются не-
сколькими микроорганизмами в течение 20 сут
(Haines and Alexander, 1975). Однако ни о разрыве
связей C‒C в основной цепи полиэтиленовых
полимеров, ни об образовании продуктов гидро-
лиза карбоновых кислот с длинной углеродной
цепью не сообщалось (Eubeler et al., 2010; Yoon
et al., 2012; Jeon, Kim, 2015; Gewert, 2015).
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К ферментам, участвующим в разложении
лигнина, относятся марганецпероксидаза (ЕС
1.11.1.13), лигнинпероксидазы (EC 1.11.1.14) и лак-
казы (EC 1.10.3.2), и для них также установлено
участие в разложении ПЭ (Restrepo-Florez et al.,
2014; Krueger et al., 2015). Внеклеточная медь-за-
висимая лакказа из Rhodococcus ruber вызывала
снижение среднего молекулярного веса и Mn об-
лученного УФ полиэтилена, увеличивая содержа-
ние карбонильных групп в полимере (Santo et al.,
2013). Еще одним ферментом, участвующим в
биодеградации синтетических пластиков, в том
числе ПЭ, является марганецпероксидаза (ЕС
1.11.1.13). Показано, что лигнин-разлагающие
грибы Phanerochaete chrysosporium и Trametes versi-
color и штамм IZU-154, а также частично очищен-
ная марганецпероксидаза из P. chrysosporium вы-
зывали деградацию ПЭ, причем процесс стимули-
ровался ионами Mn (Iiyoshi et al., 1998). Также была
продемонстрирована способность этого фермента
осуществлять биодеградацию предварительно об-
лученного ультрафиолетом ПЭ (Mukherjee, Kundu,
2014). Есть указания на существование подобных
механизмов и у бактерий. Так, у Bacillus cereus бы-
ла показана стимуляция синтеза лакказы и марга-
нецпероксидазы при инкубации с ПЭ, предвари-
тельно подвергнутым УФ-облучению (Sowmya
et al., 2014). Показано, что лигнинпероксидаза
Streptomyces sp. вызывала деградацию ПЭ после
термообработки (Pometto et al., 1992).

Таким образом, эти и некоторые другие экспе-
риментальные данные указывают на участие пере-
численных ферментов в разложении полиэтилена.
Следует отметить, однако, что в большинстве
случаев пластик предварительно подвергался УФ
или термообработке, что делало его более доступ-
ным для действия ферментов.

Сведения о механизмах деградации ПП отсут-
ствуют. Информации о механизмах разложения
ПВХ также практически нет; однако было пока-
зано, что разложение ПВХ P. chrysosporium осно-
вывается на действии пероксидазы (Khatoon et al.,
2019). При этом видимые повреждения поверхно-
сти пластика (данные СЭМ) и изменение профи-
ля ИК-спектроскопии были значительно более
выражены при обработке ПВХ раствором очи-
щенной пероксидазы из P. chrysosporium, чем при
инкубации пластика в присутствии культуры.

Механизмы деструкции ПЭТ активно
изучаются; его биодеградация осуществляется
путем ограниченного ферментативного гидроли-
за сложноэфирной связи полимерной основы.
Ферменты бактерий и грибов вызывают гидролиз
сложноэфирных связей в составе ПЭТ до образо-
вания терефталата и этиленгликоля. Промежу-
точными продуктами ферментативного гидроли-
за также являются моно-(2-гидроксиэтил) тереф-
талат и бис-(2-гидроксиэтил) терефталат

(Vertommen et al., 2005; Ronkvist et al., 2009), кото-
рые также могут разрушаться до терефталата и
этиленгликоля под действием эстераз (Austin et
al., 2018; Мaurya et al., 2020). При этом активность
ПЭТ-гидролаз подвергается ингибированию
промежуточными продуктами MHET и BHET,
что показано на примере полиэфиргидролазы Tf-
Cut2 из Thermobifida fusca (Barth et al., 2015a).

Среди основных ПЭТ-гидролизующих фер-
ментов выделяют гидролазы, кутиназы, ПЭТазу,
выделенную из Ideonella sakaiensis, сходную по
своей природе с кутиназами, а также липазы и эс-
теразы, образуемые различными грибами и бак-
териями (табл. 5).

Кутиназы (E.C. 3.1.1.74) имеют широкую суб-
стратную специфичность и проявляют гидроли-
тическую активность как в отношении нераство-
римых триглицеридов (типичные субстраты липаз),
так и растворимых сложных эфиров (субстраты
эстераз) (Taniguchi, 2019). Среди продуцентов ку-
тиназ, которые гидролизуют ПЭТ, описаны пред-
ставители Fusarium solani, Thermobifida fusca, Ther-
mobifida cellulolysilitica, Humicola insolens и Pseudo-
monas mendocina. Ферментативный гидролиз ПЭТ
при участии кутиназ относят к так называемой
поверхностной эрозии синтетических полимеров
(Zhang et al., 2004; Wei et al., 2014). В отличие от
других ферментов, разлагающих биополимеры,
(например, целлюлозу или полигидроксиалкано-
аты), специфические связывающие домены, от-
ветственные за адсорбцию клеток к субстрату, в
кутиназах отсутствуют (Chen et al., 2013; Wei et al.,
2014). Их адсорбция на поверхности ПЭТ опреде-
ляется гидрофобными участками, находящимися
в непосредственной близости от каталитического
центра фермента, что было показано на примере
нескольких кутиназ Thermobifida (Herrero Acero et al.,
2011). Авторы показали, что именно различия в
электростатических и гидрофобных свойствах
поверхности кутиназ из T. cellulolysilitica и T. fusca
определяют различия в их гидролитической ак-
тивности, что приводит к высоким выходам про-
дуктов гидролиза у T. fusca. Кутиназы более ак-
тивны в отношении биоразложения ПЭТ, среди
них много термостабильных ферментов, которые
способны вызывать значительную потерю веса
аморфных ПЭТ-пленок (Wei et al., 2016). Кутина-
зы из гриба Fusarium solani и бактерии Pseudomo-
nas mendocina действуют при 50°C, а кутиназа, вы-
деленная из гриба Humilica insolens, проявляет
термостабильность в диапазоне 70‒80°C, однако
их активность в 10 раз выше при использовании
ПЭТ с 7% кристалличности, чем при использовании
пластика с 35% кристалличности (Ronkvist et al.,
2009).

Фермент ПЭТаза (ПЭТ-гидролаза; ЕС 3.1.1.101)
из Ideonella sakaiensis 201-F6 (Yoshida et al., 2016),
сходен по данным секвенирования с кутиназами,
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но имеет более широкий активный центр с допол-
нительными дисульфидными мостиками (Kawai
et al., 2020). Этот фермент проявляет наивысшую
гидролитическую активность в отношении ПЭТ с
низкой кристалличностью при температуре окру-
жающей среды, но он не термоустойчив, что от-
личает его от других кутиназ, которые проявляют
высокую термостабильность.

Ферменты эстеразы (3.1) действуют на границе
раздела между водной средой и нерастворимыми
в воде субстратами. На примере эстеразы Clostridi-
um botulinum обнаружена важная роль цинк-связы-
вающего домена в ПЭТ-гидролитической актив-
ности этих анаэробных бактерий, отличающая эти
ферменты от кутиназ аэробных микроорганизмов
(Biundo et al., 2018; Kawai et al., 2019). Генная ин-
женерия и введение определенных мутаций по
этому участку эстераз облегчали адсорбцию Clos-
tridium botulinum на ПЭТ и повышали гидролити-
ческую активность (Biundo et al., 2016). Эстеразы
гидролизуют сложные эфиры с алифатической
областью с преимущественно более короткой це-
пью по сравнению с теми, которые подвергаются
действию липаз (Freddi et al., 2011). Поэтому лишь
незначительное число эстераз, таких как п-нит-
робензилэстераза, выделенная из Bacillus subtilis
(BsEstB), способны участвовать в гидролизе ПЭТ
(Ribitsch et al., 2011). Эстеразы обладают меньшим
потенциалом для поверхностного гидролиза слож-
ных полиэфиров, чем кутиназы или липазы, од-
нако эстераза Thermobifida Thh_Est обладает ак-
тивностью для поверхностного гидролиза ПЭТ,
сравнимой с кутиназами из того же рода (Ribitsch
et al., 2012).

Липазы (ЕС 3.1.1.3) проявляют низкую актив-
ность в отношении биодеградации ПЭТ из-за
ограниченной доступности к субстрату (Zimmer-
mann, Billig, 2011). Имеются данные о деградации
ПЭТ липазами из дрожжей Candida cylindracea,
мицелиального гриба Aspergillus oryzae и бактерии
Pseudomonas sp. (Wang et al., 2008; Ma et al., 2012;
Maurya et al., 2020).

Для полиэстеразы, выявленной у Penicillium ci-
trinum, была показана частичная биодеградация
ПЭТ и модельного субстрата бис-(бензоилокси-
этил) терефталата (3ПЭТ) с высвобождением
продуктов разложения моно-(2-гидроксиэтил) те-
рефталата и бис-(2-гидроксиэтил) терефталата,
однако количество терефталиевой кислоты было
незначительным (Liebminger et al., 2007). Среди
известных своей ПЭТ-гидролазной активностью
отмечают рекомбинантную термостабильную по-
лиэстеразу из дрожжей Saccharomonospora viridis
AHK190 (Kawai et al., 2014), рекомбинантную эс-
теразу, выделенную исходно из Thermobifida halo-
tolerans и способную деполимеризовать ПЭТ с об-
разованием TA и MHEТ (Ribitsch et al., 2012), а

также нитробензилэстеразу из Bacillus subtilis
(Ribitsch et al., 2011).

Имеется некоторое количество работ, посвя-
щенное механизмам разложения ПС. Слабыми
участками полимерной цепи полистирола явля-
ются третичные атомы углерода, присоединен-
ные к фенильным группам. Именно они уязвимы
для атаки свободных радикалов, и ряд химиче-
ских реакций может здесь привести к разрыву це-
пи и инициировать образование карбонильных
групп (Niessner, Gausepohl, 2003). Образование
карбонильных групп, а также пероксидных групп
ускоряет деградацию полимера (Meekum, Ken-
haraj, 2002; Botelho et al., 2004).

Первыми этапами процесса могут быть фер-
ментативная деполимеризация, воздействие агрес-
сивных метаболитов микроорганизмов и химиче-
ская реакция полимера с имеющимися в нем добав-
ками (Milstein et al., 1992; Mooney et al., 2006;
Krueger et al., 2015; Tischler et al., 2015; Ho et al., 2018;
Chauhun et al., 2018). Предполагается, что расту-
щие на поверхности полистирола микроорганиз-
мы должны образовывать ферменты или выде-
лять агрессивные метаболиты, способствующие
разложению полимера на олигомеры и мономеры,
однако пока неизвестно ни одного микробного
фермента, который мог бы разлагать ПС. Пред-
полагают, что это могут быть грибные лигнинпе-
роксидазы. Сильное деградирующее действие на
полимерные материалы оказывают выделяемые
плесневыми грибами органические кислоты (ли-
монная, щавелевая, янтарная, уксусная, глюко-
новая, молочная, фумаровая). При совместном
развитии нескольких видов плесневых грибов
они могут обмениваться производимыми органи-
ческими кислотами, тем самым обеспечиваются
подходящие жизненные условия на ПС даже для
таких грибов, для которых этот полимер неприго-
ден при развитии в виде чистой культуры.

На втором этапе происходит биодеградация
олиго- и мономеров, в частности стирола. Преоб-
ладающим путем окисления является путь боко-
вой цепи стирола (так называемый “верхний”
путь) (Oelschlaegel et al., 2018). Стирол в аэробных
условиях непосредственно окисляется моноок-
сигеназой стирола с образованием эпоксида сти-
рола, который затем окисляется до фенилаце-
тальдегида изомеразой оксида стирола. Далее эта
молекула катаболизируется в фенилуксусную
кислоту дегидрогеназой. Фенилуксусная кислота
преобразуется в фенилацетил-КоА с помощью лига-
зы и затем подвергается деароматизации в несколь-
ких ферментативных реакциях, чтобы окончательно
войти в ЦТК через образование ацетил-КoA и сук-
цинил-КoA (изучено у представителей родов
Pseudomonas, Xanthobacter, Rhodococcus, Corynebac-
terium).
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Pseudomonas putida CA-3 может накапливать
полигидроксиалканоаты при выращивании на
стироле (O’Leary et al., 2005), используя ориги-
нальный путь биодеградации (“нижний” путь).
Он включает окисление ароматического кольца с
последующим вступлением в цикл β-окисления и
превращением в ацетил-КоА. Ацетил-КоА может
затем либо входить в ЦТК, либо в путь биосинтеза
жирных кислот de novo, который даст в качестве ко-
нечного продукта полигидроксиалканоаты средней
длины. У уже упоминавшегося штамма Bacillus
paralicheniformis, выделенного из донных отложе-
ний Аравийского моря и способного разрушать
34% от общей массы пленки ПС за 60 сут, были
идентифицированы гены, кодирующие ферменты
монооксигеназу, диоксигеназу, пероксидазу, эсте-
разу и гидролазу, участвующие в деградации ПС.

Гены, отвечающие за окисление боковой це-
пи, часто располагаются в одном консервативном
генном кластере, обозначаемом styABC (D). Гены
styA и styB кодируют монооксигеназный комплекс,
обуслoвливающий деградацию стирола. Моноок-
сигеназа стирола представляет собой двухкомпо-
нентный флавопротеин, который катализирует
НАДН-и ФАД-зависимое эпоксидирование сти-
рола до оксида стирола. StyA является моноокси-
геназой, а StyB функционирует как флавин-аде-
ниндинуклеотидредуктаза для снабжения StyA
необходимыми электронами. Ген styC кодирует
изомеразу стирола, а styD – фенилацетальдегид-
дегидрогеназу (Oelschlaegel et al., 2012; Morrison
et al., 2013; Crabo et al., 2017; Oeleschlaegel et al.,
2018).

ПУТИ ИНТЕНСИФИКАЦИИ ПРОЦЕССА 
БИОДЕГРАДАЦИИ ПЛАСТИКОВ

Исследование процесса разложения пласти-
ков неизменно сопровождается поисками путей
его ускорения. Скорость разложения полимера
микроорганизмами в первую очередь зависит от
площади контактной поверхности, поэтому для
ускорения процесса деградации используются
тонкие полимерные пленки или порошок (Mon-
tazer et al., 2020).

Для ускорения процесса деградации часто ис-
пользуют различные физические воздействия на
пластик, меняющие его структуру и делающие ее
более доступной для биодеградации. Наиболее
часто используют ультрафиолетовое излучение
(УФ) и термическую обработку. Так, было пока-
зано, что скорость биодеградации ПЭНП может
быть увеличена путем его предварительной фото-
или термической обработки (Volke-Sepúlveda et
al., 2002; Chatterjee et al., 2010). Под влиянием этих
воздействий меняется степень кристалличности
ПЭ и его морфологические особенности, снижа-
ется размер полимерной цепи, образуются окис-
ленные группы, такие как карбоксил, карбонил и

гидроксил, что ускоряет процесс разложения по-
лимера микроорганизмами (Albertsson, 1980; Hadad
et al., 2005, Esmaeili et al., 2013). Продолжитель-
ность УФ обработки должна составлять не менее
250 ч, а температуры (70‒80°С) ‒ не менее суток
(Yamada-Onodera et al. 2001; Abrusci et al., 2011,
Montazer et al., 2019).

Аналогичные эффекты УФ облучения и терми-
ческой обработки наблюдаются и при разложении
ПЭТ. Его сложноэфирные связи, более подвержен-
ные биоразложению, например, микробными эсте-
разами или липазами, оказываются экранированы
ароматическими группами, вследствие чего вся
структура пластика остается устойчивой к биораз-
ложению (Webb et al., 2013). Дополнительные
воздействия, такие как УФ облучение, а также
термическая обработка, значительно усиливают
действие микробных гидролитических фермен-
тов (Wei, Zimmermann, 2017).

Образованию карбонильных групп в ПЭ спо-
собствует предобработка кислотой, что повышает
степень биодеградации полимера. При исследова-
нии микробного разложения ПЭНП использова-
лась предобработка его порошка 65%-ым раствором
азотной кислоты в течение 10 сут (Rajandas et al.,
2012) или 99% раствором азотной кислоты в тече-
ние 6 сут (Hasan et al., 2007). В обоих случаях, со-
гласно данным Фурье-инфракрасной спектро-
скопии, было показано увеличение биодеградации
ПЭ. Было также показано, что при сочетании фо-
тоокисления и химической предобработки под
действием азотной кислоты наблюдали синерге-
тический эффект повышения скорости биодегра-
дации (Hasan et al., 2007).

Активно исследуется влияние температуры
культивирования на процесс разложения поли-
меров. Так, сообщается о высокой способности к
деградации пластика термофильными бактери-
альными консорциумами Brevibacillus spp. и Aneurin-
ibacillus sp. (Skariyachan et al., 2008). При сравнении
процесса деградации ПЭ Pseudomonas aeruginosa при
7, 23, 37 и 44°C было показано, что наибольшая
убыль субстрата (6.25% за 30 сут) происходила
при 44°C (Tamnou et al., 2021).

В решении проблемы разложения ПЭТ одной
из основных задач является поиск микроорганиз-
мов с термостабильными и высокоактивными при
повышенных температурах ферментами, поскольку
при температуре, выше температуры стеклования
(65°C) аморфные части полимера становятся бо-
лее гибкими и доступными для воздействия гид-
ролитических ферментов (Ronkvist et al., 2009).

Одним из важных препятствий к микробной
деградации пластиков является их гидрофоб-
ность, затрудняющая контакт клеток с поверх-
ностью пластика. Образование поверхностно-
активных веществ бактериями является ключе-
вым фактором при бактериальном разложении
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ПЭ, поскольку секреция молекул биосурфактан-
та снижает поверхностное натяжение и облегчает
прикрепление бактерий к поверхности ПЭ (Vi-
mala, Mathew, 2016; Журина и соавт., 2020). Также
было показано, что добавление 0.05% минерально-
го масла способствует образованию биопленки и
повышает биодеградацию ПЭ (Hadad et al., 2005).
Установлено, что при разложении ПЭТ гидроли-
тическая активность ПЭТаз может быть увеличена
благодаря использованию анионных поверхност-
но-активных сурфактантов, что позволит анио-
низированным поверхностям ПЭТ привлекать
больше катионных ПЭТаз (Furukawa et al., 2019).

Процесс разложения пластиков ускоряется
при использовании смеси субстратов, когда, поми-
мо пластика, в среде присутствует более доступный
источник углерода и энергии. Установлено, что
смешивание ПЭ с полимерами природного про-
исхождения, такими как крахмал, может повы-
сить его биоразлагаемость. Было показано, что
фермент α-амилаза способен разлагать образцы
смеси ПЭНП‒крахмал в водном растворе; при
этом вес и предел прочности на разрыв образцов
полимера после обработки ферментом уменьша-
ются на 48 и 87% соответственно (Karimi, Biria,
2019). По данным гель-проникающей хромато-
графии (ГПХ) было выявлено значительное сни-
жение как молярной массы, так и вязкости
ПЭНП более чем на 70 и 60% соответственно.
Данные этих экспериментов показали, что основ-
ная цепь полимера, а также боковые ответвления
были расщеплены ферментом, что позволяет
предположить, что α-амилаза оказывает смешан-
ный ко-метаболический эффект на биодеграда-
цию ПЭНП в смесях полимер‒крахмал.

Также было замечено, что в бинарных
биопленках процессы биоразрушения протекают
интенсивнее, когда партнеры составляют трофи-
ческую цепь, в которой один штамм может осу-
ществлять первичную модификацию полимерной
цепи, а другой ‒ потреблять образующиеся про-
межуточные продукты. Важной дополнительной
функцией одного из компонентов микробной ас-
социации может быть способность к образованию
биосурфактантов, которые помогают метаболи-
зировать нерастворимые в воде соединения (Пла-
кунов и соавт., 2020). При разложении ПС сме-
шанными культурами (как правило, на первых
стадиях разрушения пластика) возможно воздей-
ствие на полимер агрессивных продуктов метабо-
лизма (например, кислот), продуцируемых ком-
понентами сообщества, растущими на доступных
источниках углерода и энергии и не образующих
ферментов прямого воздействия на полимер (Naz
et al., 2013; Ho et al., 2018; Chauhan et al., 2018).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Накопление пластиковых отходов в окружаю-
щей среде однозначно свидетельствует о том, что
природные микробные сообщества не справля-
ются с их разложением. Действительно, все экс-
периментальные данные свидетельствуют о том,
что достоверно регистрируемый процесс разло-
жения пластиков идет очень медленно. Тем не
менее, результаты активных и многогранных ис-
следований последних лет свидетельствуют о том,
что микроорганизмы и в этой, казалось бы, безна-
дежной борьбе демонстрируют свое могущество.
Прежде всего, поражает разнообразие грибов и бак-
терий, для которых была доказана способность раз-
лагать различные виды пластиков: это представи-
тели разных филумов, при этом имеющих большое
количество культивируемых представителей – Pro-
teobacteria, Firmicutes, Actinobacteria и др. Можно
предположить, что в действительности разнооб-
разие прокариот, разлагающих пластики, гораздо
больше. Следует отметить также, что далеко не
все экологические ниши были исследованы на
предмет присутствия в них микроорганизмов,
способных к разложению пластиков, и, возможно,
расширение спектра исследуемых местообитаний
приведет к выделению новых целевых микроорга-
низмов. Лишь очень небольшое количество работ
посвящено анаэробному разложению пластиков;
между тем, эти процессы, безусловно, заслужива-
ют внимания исследователей, так как анаэроб-
ные местообитания широко распространены на
нашей планете, в том числе и в глубинных, ли-
шенных кислорода слоях мусорных полигонов.
Необыкновенно интересные результаты были
получены при исследовании беспозвоночных
животных, которые с помощью микробных сим-
бионтов усваивают труднодоступные субстраты,
например, воска. Можно предположить, что та-
ких симбиотических сообществ существует го-
раздо больше, причем в местообитаниях самого
разного типа. Среди биотопов, перспективных
для поиска новых микроорганизмов, способных
к разложению пластиков, можно назвать экстре-
мальные местообитания, где на пластики будут
воздействовать и физико-химические факторы, и
устойчивые к этим факторам микроорганизмы.

Примером успешного исследования механиз-
мов разложения пластиков можно считать быстро
продвигающиеся исследования ферментов, вы-
зывающих разложение ПЭТ. Рекомбинантные
ПЭТазы демонстрируют высокую скорость раз-
ложения полимерного субстрата, причем важным
фактором является их термостабильность, позво-
ляющая вести процесс при высоких температу-
рах. Этот несомненный успех дает возможность
надеяться на создание в недалеком будущем тех-
нологии ферментативной переработки ПЭТ.
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Можно предположить, что в ближайшие годы
количество работ, посвященных микробному раз-
ложению пластиков, будет только увеличиваться.
Это обусловливает необходимость разработки еди-
ных протоколов исследования процессов биодегра-
дации пластиков, что позволит ученым из разных
стран действовать единым образом при решении
этой очень трудной и важной задачи.
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Abstract—Ever increasing production of synthetic plastics results in a similar increase in the amount of plastic
waste, which contaminates the environment. While microbial degradation of plastics occurs very slowly, ma-
ny bacteria (including invertebrate symbionts) and microscopic fungi are known to be able to carry out this
process. The studies in this field have been mostly concentrated on microbial degradation of polyethylene,
polystyrene, and polyethylene terephthalate (PET). Various methods for detection the processes of plastic
degradation and measuring their rates are presently available. The absence of unified protocols hinders, how-
ever, comparison of the results obtained by different authors. PET degradation by recombinant hydrolases
from thermophilic actinobacteria is the most efficient of the presently known processes of plastic degrada-
tion. The review discusses various approaches to acceleration of the degradation of plastics.

Keywords: plastics, microbial degradation, detection methods, approaches to acceleration, thermostable hy-
drolases
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В обзоре систематизированы современные данные о соединениях растительного происхождения,
ингибирующих плотностно-зависимую коммуникацию (англ. ‒ quorum sensing; QS) у бактерий.
Описаны основные типы QS и дано представление о них как перспективной мишени для нового на-
правления антимикробной терапии, ориентированной на подавление продукции факторов виру-
лентности и образования биопленок. Представлена методология поиска и исследования растительных
ингибиторов QS. Охарактеризовано разнообразие обнаруженных растительных ингибиторов плот-
ностно-зависимой коммуникации, относящихся к терпенам и терпеноидам, фенолам и метоксифе-
нолам, кумаринам, флавоноидам, сульфоксидам и изотиоцианатам. Проанализировано действие
названных растительных соединений на бактерии с различным типом организации QS, а также мо-
лекулярные механизмы развития подобных эффектов. Рассмотрено классификационное положение
растений-продуцентов ингибиторов QS и имеющихся у них путей биосинтеза вторичных метаболитов с
обсуждаемой активностью. Сформулировано положение о способности растений к ингибированию
плотностно-зависимой коммуникации у бактерий как новом механизме врожденного фитоиммуните-
та, а также возможном использовании растительных ингибиторов QS для защиты животных и человека.

Ключевые слова: quorum sensing, ингибиторы QS, растительные соединения
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СИСТЕМЫ ПЛОТНОСТНО-ЗАВИСИМОЙ 
КОММУНИКАЦИИ У БАКТЕРИЙ

Зависимость роста и функционирования по-
пуляций от плотности входящих в их состав орга-
низмов является общебиологическим феноменом
(Hixon, 2009). Его частным случаем у прокариот яв-
ляется плотностно-зависимая химическая комму-
никация, обеспечивающая бактериям возможность
реализации сложных паттернов кооперативного по-
ведения (Swift et al., 2001). Общим принципом орга-
низации таких систем является образование и вы-
свобождение во внешнюю среду специализирован-
ных сигнальных молекул – автоиндукторов (АИ),
концентрация которых отражает текущую плот-
ность бактериальной популяции. При достижении
критического “порога” АИ начинают рецептиро-
ваться бактериальными клетками, что изменяет в
них профили генной экспрессии и запускает про-
цессы функциональной и морфологической диф-
ференцировки (Miller, Bassler, 2001). Поскольку

процесс автоиндукции предполагает восприятие
каждым из сочленов популяции плотности его
окружения, за ним закрепился термин “чувство
кворума” (англ. – quorum sensing; QS).

Описанное к настоящему времени разнообра-
зие систем QS основывается на характеристиках
АИ и вариантах их рецепции. Исторически пер-
вой из них является двухкомпонентная система
LuxI/LuxR типа, названная так по результатам ис-
следования природы биолюминесценции мор-
ской симбиотической бактерии Vibrio fischeri (в
современной классификации – Aliivibrio fischeri).
Образуемый синтазой LuxI автоиндуктор – аци-
лированный лактон гомосерина (АГЛ), диффун-
дирует во внешнюю среду, где накапливается до
критических значений, после чего совершает об-
ратное движение и рецептируется находящимся в
цитоплазме белком LuxR (рис. 1а). Последний,
предсуществующий в виде гомодимера, взаимо-
действуя с двумя молекулами АГЛ, изменяет свою

ОБЗОРЫ
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конформацию, в результате чего приобретает спо-
собность к связыванию со специфическими после-
довательностями на бактериальной ДНК и запус-
кает транскрипцию ранее молчащих генов, в том
числе кассеты генов биолюминесценции (lux-
оперона) (Egland, Greenberg, 1999). В дальнейшем
оказалось, что стереотипно устроенные системы QS
1-го типа, опосредуемые различными по структуре
АГЛ, характерны для широкого круга грамотри-
цательных бактерий, в том числе многочисленных
фито- и зоопатогенов (Papenfort, Bassler, 2016).

Другим широко распространенным вариантом
QS являются системы, опосредованные т.н. “ав-
тоиндуктором 2-го типа” (АИ-2) и обнаруживае-
мые как у грамотрицательных, так и грамположи-
тельных бактерий. При этом имеющиеся у них
синтазы семейства LuxS осуществляют образование
предшественника 4,5-дигидрокси-2,3-пентандио-
на, который самопроизвольно подвергается реак-
циям циклизации и гидратации, ведущим к обра-
зованию “зрелого” АИ-2: тетрагидроксифурана
(у Salmonella typhimurium) или фуранозилборатди-
эфира (у морской бактерии V. harveyi). Структурные
особенности данных молекул исключают возмож-
ность пассивной диффузии в цитоплазму бактери-
альных клеток, в связи с чем их рецепция осуществ-
ляется белками с мембранной локализацией

(LsrB у S. typhimurium; LuxP у V. harveyi), а индук-
ция QS-контролируемых генов происходит через
запускаемые ими каскады дефосфорилирования
внутриклеточных регуляторных белков (Pereira et al.,
2013) (рис. 1б).

Третий тип QS первоначально связывался с
системой автоиндукции у энтерогеморрагиче-
ских штаммов E. coli (EHEC), имеющих комплекс
QseВС (где qseB кодирует регулятор ответа, а qseC ‒
сенсорную киназу) и воспринимающих гормоны
эпинефрин и норэпинефрин, а также собствен-
ные структурно сходные с ними АИ-3 (Kendall
et al., 2007), по современным представлениям яв-
ляющиеся метаболитами пиразинона (Kim et al.,
2020) (рис. 1в).

При этом подобные системы оказались харак-
терны для некоторых других грамотрицательных
бактерий, у которых они интегрированы в иерар-
хически устроенные регуляторные сети с участи-
ем QS 1-го и 2-го типов.

В свою очередь четвертый тип организации
плотностно-зависимой коммуникации типичен
для грамположительных бактерий (например,
Staphylococcus aureus) (рис. 1г), где включает цик-
лические автоиндуцирующие пептиды (англ. –
autoinducing peptides; AIP) и рецептирующие их
мембранные белки-киназы, запускающие про-

Рис. 1. Варианты систем плотностно-зависимой коммуникации у бактерий: а – система LuxI/LuxR типа, опосредуе-
мая АГЛ (на примере Vibrio fischeri); б – система QS, опосредованная АИ-2 (на примере Vibrio harveyi); в – система QS,
опосредованная АИ-3 и горомонами эпинефрином (Э) и норэпинефрином (НЭ) (на примере энтерогеморрагических
штаммов Escherichia coli); г – система QS, опосредованная AIP (на примере Staphylococcus aureus).
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цесс фосфорилирования внутриклеточных регу-
ляторов транскрипции целевых генов (Le, Otto,
2015).

Результатом синхронной автоиндукции и ко-
ординированной экспрессии генов в целостной
бактериальной популяции является появление у
нее совокупности свойств, реализация которых
одиночными бактериальными клетками была бы
неэффективной. При этом особое внимание при-
влекает к себе нахождение под контролем QS
биосинтеза факторов вирулентности (Rutherford,
Bassler, 2012), что определяется целесообразно-
стью названного паттерна экспрессии только у
значительной по численности бактериальной по-
пуляции, превышающей значение минимальной
инфицирующей дозы. Кроме того, плотностно-за-
висимая коммуникация оказывается тесно связан-
ной с процессами образования и функционирова-
ния бактериальных биопленок (Li, Tian, 2012), также
рассматриваемых в качестве одного из важнейших
факторов развития и поддержания инфекцион-
ного процесса.

Указанные обстоятельства определили инте-
рес к поиску средств ингибирования QS болезне-
творных бактерий как инструментов обнуления
их патогенного потенциала в отсутствии развития
бактерицидных или бактериостатических эффектов
(Defoirdt, 2017). При этом ожидаемым преимуще-
ством данного подхода должно стать отсутствие
“селективного давления” на популяцию возбуди-
теля, исключающее возможность образования
новой генерации резистентных форм.

Среди предложенных стратегий поиска инги-
биторов QS, включающих направленный синтез
структурных антагонистов АИ, эксперименталь-
ный или виртуальный скрининг обширных биб-
лиотек химических соединений, уже нашедших
свое применение в клинической практике или
пищевой промышленности и т.д. (Lan et al., 2021),
заметное место занимает поиск природных со-
единений с подобной активностью. В свою очередь
высокая устойчивость растений в агрессивном
бактериальном окружении, не полностью объясня-
емая известными механизмами их фитоиммуните-
та, определила перспективу поиска растительных
ингибиторов QS, эволюционно направленных на
бактериальные фитопатогены, снабженные меха-
низмами плотностно-зависимой коммуникации
(Koh et al., 2013).

МЕТОДОЛОГИЯ ОБНАРУЖЕНИЯ
И ИССЛЕДОВАНИЯ РАСТИТЕЛЬНЫХ 

ИНГИБИТОРОВ ПЛОТНОСТНО-
ЗАВИСИМОЙ КОММУНИКАЦИИ

У БАКТЕРИЙ

Экспериментальному поиску анти-QS активно-
сти обычно предшествует предварительный отбор

растительных субстратов с акцентом на их извест-
ное использование в традиционной (народной) ме-
дицине для лечения заболеваний бактериальной
этиологии. Примерами подобного похода явля-
ются масштабные скрининги лекарственных рас-
тений, произрастающих в Северной Америке
(Adonizio et al., 2006), Центральной и Восточной
Европе (Tolmacheva et al., 2014), а также трав, ис-
пользуемых в традиционной китайской медицине
(Koh, Tham, 2011). Непосредственным же материа-
лом для исследования являются высушенные части
отобранных растений, а также приготовленные
на их основе экстракты, получаемые с использо-
ванием растворителей различной степени поляр-
ности (рис. 2).

Особенность выявляемого варианта биоактив-
ности определила необходимость использования
специальных тест-штаммов, позволяющих оце-
нивать ингибирование QS на основе визуального
или аппаратного учета определенных фенотипи-
ческих характеристик. В наибольшей степени
данный поход реализован для плотностно-зави-
симой коммуникации 1-го типа, что достигается
использованием специально сконструированных
биосенсоров, несущих АГЛ-рецептирующие белки,
и при взаимодействии с соответствующим автоин-
дуктором запускающих в бактериальных клетках
специфические биохимические реакции. Приме-
рами являются рекомбинантные бактерии с кло-
нированным геном LuxR-подобного белка и распо-
знаваемым им промотором, под контролем которо-
го находятся т.н. “репортерные” гены, в качестве
которых используются lux-опероны (Winson et al.,
1998), ген бета-галактозидазы (lacZ) или ген зелено-
го флуоресцирующего протеина (gfp) (Andersen,
2001). Другим известным примером является
штамм Chromobacterium violaceum 026 (NCTC 13278),
возможность использования которого для заяв-
ленной цели обеспечивается инсерцией Tn5-
транспозона в ген синтазы автоиндуктора CviI с
сохранением возможности его рецепции белком
CviR, запускающим биосинтез сине-фиолетового
пигмента виолацеина (McClean, 1997). В то же
время для исследования большинства других си-
стем плотностно-зависимой коммуникации специ-
фичные тест-объекты до сих пор не разработаны, в
связи с чем тестирование ведется на примере “ди-
ких” штаммов с полноценными системами QS и
доказанной совокупностью кворум-регулируе-
мых признаков. Аналогичный подход использу-
ется и при исследовании влияния растительных
экстрактов на процесс образования бактериаль-
ных биопленок, что предусматривает проведение
тестирования на релевантных грамотрицательных
(Pseudomonas aeruginosa) (Rzhepishevska et al., 2018)
или грамположительных (Staphylococcus spp., Entero-
coccus spp.) (Cruz et al., 2018) микроорганизмах.

На следующем этапе растительные экстракты
с наиболее выраженной биоактивностью стано-
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Рис. 2. Основные этапы обнаружения и исследования растительных ингибиторов плотностно-зависимой коммуника-
ции у бактерий (обведены сплошной линией) и варианты их исполнения (обведены пунктирной линией).

Выбор лекарственных растений, используемых
традиционной (народной) медициной для терапии

инфекций бактериальной этиологии

Фитохимический анализ растений
с доказанной биоактивностью

Определение молекулярного механизма действия
идентифицированных химических соединений

Подтверждение биологической активности
идентифицированных химических соединений

Исследование воздействия
на кворум-зависимые проявления и образование

биопленок у модельных микроорганизмов

С использованием
специфических
тест-штаммов

С использованием
“диких”
штаммов

ВЭЖХ-ЯМР

На моделях
in vitro

На моделях
in silico

Транскриптомный
анализ

Протеомный
анализ

На моделях
in vivo

ГХ-МС

вятся объектом для фитохимического анализа,
направленного на идентификацию в их составе
химических соединений, определяющих разви-
тие QS-ингибирующего эффекта и подавление
образования бактериальных биопленок. В неко-
торых исследованиях эта задача решалась путем
прямого фракционирования растительных экс-
трактов (например, с использованием высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии; ВЭЖХ),
позволяющей выделить из сложной смеси расти-

тельных молекул целевой компонент с последую-
щей идентификацией его структуры методом
ЯМР (Adonizio et al., 2008). Однако в ряде случаев
проведение ВЭЖХ сопровождалось диссипацией
искомого эффекта (Deryabin, Tolmacheva, 2015), в
связи с чем более широкое распространение по-
лучил метод предварительной идентификации
компонентного состава растительных экстрактов
методом газовой хроматографии с масс-спектро-
метрией (ГХ-МС), на основании которого фор-
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мировались библиотеки обнаруженных химиче-
ских соединений.

Для подтверждающего биотестирования при-
влекаются описанные выше тесты in vitro, а также
разнообразные модели in vivo, призванные доказать
защитный потенциал анализируемых соединений
при экспериментальной инфекции у беспозвоноч-
ного Caenorhabditis elegans (Kong et al., 2016) или у
мелких млекопитающих (van derWorp et al., 2010).

В свою очередь завершающим этапом совре-
менных экспериментальных исследований явля-
ется определение молекулярного механизма дей-
ствия химических соединений с подтвержденной
анти-QS активностью, что может быть достигну-
то на основе совокупности исследований in silico
(при моделировании взаимодействия с синтазой
автоиндуктора или рецепторным белком) (Byeon
et al., 2017), а также путем проведения протеомного
(Swatton et al., 2016) и транскриптомного (Asfahl,
Schuster, 2017) анализа.

ОСНОВНЫЕ ГРУППЫ РАСТИТЕЛЬНЫХ 
ИНГИБИТОРОВ ПЛОТНОСТНО-

ЗАВИСИМОЙ КОММУНИКАЦИИ
У БАКТЕРИЙ

В настоящем обзоре мы предпринимаем по-
пытку систематизации массива современных на-
учных данных по обсуждаемому вопросу, в том
числе путем описания основных групп иденти-
фицированных соединений растительного про-
исхождения (рис. 3), их эффектов на различные
системы плотностно-зависимой коммуникации у
бактерий (табл. 1), а также вероятных механизмов
регистрируемой анти-QS активности.

Терпены, терпинены и терпеноиды. Терпены ‒
соединения, состоящие из одного или несколь-
ких изопреновых звеньев и описываемые общей
формулой (C5H8)n. В зависимости от числа изо-
преновых звеньев, образующих углеродный ске-
лет молекулы, они разделяются на монотерпены
(C10H16) с одной (лимонен; 1.1.1) или двумя (пинен;
1.1.2) циклическими группами; сесквитерпены
(C15H24), например, аромадендрен (1.2.1), а также
ди-, три-, тетра- и политерпены. Структурно
близкими к монотерпенам являются терпинены,
соответствующие общей формуле (C10H16). Их
особенностью является существование четырех
различных изомеров (α, β, γ, δ), различающихся
положением двойной связи между соседними
атомами углерода. Наиболее часто встречающи-
мися в природе являются α- и γ-терпинены (1.3.1
и 1.3.2). Цимол (C10H14; 1.4.1) имеет дополнитель-
ную двойную связь в углеводородном кольце и в
этой связи часто классифицируется как “моно-
циклический арен” или “алкилбензен”. В то же
время совокупность физико-химических свойств
определяют целесообразность его рассмотрения в

составе обсуждаемой группы растительных соеди-
нений. В свою очередь терпеноиды также являются
производными изопрена, но имеют дополнитель-
ные кислородсодержащие группы. Указанная осо-
бенность определяет их повышенную лабильность,
склонность к изомеризации, циклизации и поли-
меризации. Как и терпены, терпеноиды класси-
фицируются на основе количества входящих в их
структуру изопреновых звеньев, а их известными
примерами являются монотерпеновый ацикли-
ческий альдегид цитраль (C10H16O; 1.5.1); моно-
циклический эфир цинеол (C10H18O; 1.5.2), а так-
же циклический тепеноид карвон (C10H14O; 1.5.3).

Первые наблюдения о наличии анти-QS ак-
тивности у терпенов и близких к ним растительных
соединений связаны с ее обнаружением у эфирных
масел – растительных экстрактов, получаемых из
разных частей растений дистилляционным мето-
дом (табл. 1). В частности, исследование биоак-
тивности мандаринового масла, показавшего подав-
ление кворум-индуцируемой продукции эластазы и
образования биопленки P. aeruginosa, позволило
связать регистрируемые эффекты с присутствием
лимонена (Luciardi et al., 2016). Активность данного
соединения, дополняемого действием пинена,
аромадендрена и других терпеноидов, подтвер-
ждена и при исследовании эвкалиптовых эфир-
ных масел, подавляющих кворум-индуцируемые
проявления у Acinetobacter baumannii (Luís et al.,
2016).

Активность терпиненов продемонстрирована
в отношении биопленкообразования у грамполо-
жительного микроорганизма S. aureus (Sharifi et al.,
2018). В свою очередь эфирные масла с высоким
содержанием p-цимола и его гидроксипроизвод-
ных тимола, и карвакрола подавляли биопленко-
образование E. coli и S. epidermidis (Cáceres et al.,
2020), что дополнялось их ингибирующим эф-
фектом на систему “кворум сенсинга” 1-го типа у
C. violaceum.

Для очищенного монотерпенового ацикличе-
ского альдегида цитраля способность к подавлению
экспрессии генов вирулентности, регулируемых
системой “кворум сенсинга” 2-го типа, показана
как в отношении грамотрицательного патогена
Vibrio alginolyticus (Liua et al., 2020), так и грампо-
ложительного патогена Streptococcus pyogenes (Adil
et al., 2019), что в последнем случае дополнялось
развитием антибиопленочного эффекта и могло
быть усилено в присутствии флавоноидов
(см. ниже). Сходные эффекты 1,8-цинеола в от-
ношении S. aureus с системой “кворум-сенсинга”
4-го типа были продемонстрированы при тести-
ровании эвкалиптового масла, в котором данный
терпеноид является превалирующим компонен-
том (Merghni et al., 2018). Наконец, еще один тер-
пеноид – карвон развивал активность в отноше-
нии Hafnia alvei с системой QS 1-го типа, что прояв-
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Рис. 3. Разнообразие структур химических соединений растительного происхождения, ингибирующих плотностно-
зависимую коммуникацию у бактерий (пояснения в тексте).
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лялось в ингибировании биосинтеза автоиндук-
тора, нарушении подвижности и подавлении об-
разования биопленки (Li et al., 2019).

Разнообразие терпеновых соединений, а также
их биологические эффекты на системы “кворум
сенсинга” и биопленкоообразование патогенных
бактерий представлены в недавнем обзоре Camele
и соавт. (Camele et al., 2019). При этом отмечается
синергизм между отдельными компонентами
эфирных масел, что показано для композиций
“лимонен; пинен; линалоол” и “γ-терпинен; ци-
мол; карвакрол”.

В свою очередь наиболее общим механизмом
активности терпеновых соединений, показанном
in silico при моделировании молекулярного до-
кинга карвона с функциональными беками H. alvei,
в настоящее время считается подавление актив-
ности LuxI-подобных синтаз (на примере HalI), а
также взаимодействие с LuxR-подобными белка-
ми (на примере HalR), дополнительно нарушаю-
щее рецепцию АГЛ (Li et al., 2019), что хорошо
объясняет ингибирующий эффект в отношении
QS 1-го типа, но не позволяет распространить его
на иные варианты систем плотностно-зависимой
коммуникации.

Фенолы. Фенолы – это обширная группа орга-
нических соединений, в молекулах которых гид-
роксильные (OH−) группы ковалентно присоеди-
нены к одному или нескольким атомам углерода
ароматического кольца. При этом в зависимости от
числа ОН-групп данные соединения классифи-
цируются на одноатомные (аренолы), двухатомные
(арендиолы) и трехатомные фенолы (арентриолы).
Примером первой группы являются изомерные
друг другу карвакрол (2.1.1) и тимол (2.1.2) общей
формулы C6H3CH3(OH)(C3H7), относимые к классу
монотерпенидов фенола, и вместе с другими терпе-
новыми соединениями (см. выше) присутствующие
в составе ряда растительных эфирных масел. Двух-
атомные фенолы, в зависимости от взаимного
(орто-, пара- или мета-) расположения гидрок-
сильных групп, делятся на пирокатехины, гидро-
хиноны и резорцины, примером последних из ко-
торых является 4-Н-пропилрезорцин (2.2.1). В
свою очередь наиболее известным трехатомным
фенолом является пирогаллол (2.3.1) и его произ-
водное галловая (3,4,5-триоксибензойная) кислота
(2.3.2). К фенольным соединениям (метоксифено-
лам) относятся и такие растительные соединения
как ванилин (2.4.1), эвгенол (2.4.2) и кониферило-
вый спирт (2.4.3), общими элементами структуры
которых является наличие эфирной и фенольной
функциональных групп.

Кворум-ингибирующая активнось карвакрола
впервые была показана в отношении C. violaceum с
системой плотностно-зависимой коммуникации
1-го типа, в то время как подавление биопленко-
образования было продемонстрировано в отно-

шении более широкого круга модельных микро-
организмов, помимо C. violaceum включающего
Salmonella enterica (2-ой тип QS) и S. aureus
(4-ый тип QS) (Burt et al., 2014). В дальнейшем ан-
ти-QS активность карвакрола была распростра-
нена и на P. aeruginosa, что заключалось в сочетан-
ном подавлении кворум-зависимого биопленко-
образования, подвижности и биосинтеза
пиоцианина (Tapia-Rodriguez et al., 2019). Анало-
гичные эффекты демонстрировал и изомерный
карвакролу тимол, а также богатые данным одно-
атомным фенолом масла ажгона (Carum copticum)
(Snoussi et al., 2018) и тимьяна (Thymus vulgare)
(Myszka et al., 2016), что в первом случае регистри-
ровалось как подавление кворум-зависимого
биосинтеза виолацеина у C. violaceum, а во втором –
как нарушение биопленкообразования у Pseudomo-
nas fluorescens. Двухатомный фенол 4-Н-пропил-
резорцин первично был идентифицирован в ка-
честве одного из кворум-ингибирующих компо-
нентов коры дуба (Quercus cortex) (Deryabin,
Tolmacheva, 2015) и в дальнейшем, совместно с
другими представителями группы арендиолов, де-
тально охарактеризован в тестах подавления кво-
рум-зависимого биосинтеза виолацеина и биоплен-
кообразования у C. violaceum (Дерябин и соавт.,
2014). Активность микромолярных концентраций
трехатомного фенола пирогаллола последовательно
была показана в отношении V. harveyi с системой QS
2-го типа (Ni et al., 2008), а в цитируемом выше ис-
следовании (Deryabin, Tolmacheva, 2015) и в отно-
шении C. violaceum с системой “кворум сенсинга”
1-го типа. В свою очередь сравнительный анализ
названных и некоторых других фенольных соеди-
нений в качестве наиболее эффективного ингиби-
тора систем плотностно-зависимой коммуникации
C. violaceum и P. aeruginosa позволил назвать другой
трехатомный фенол – галловую кислоту, а также
метилгалат (Hossain et al., 2017) и ее алкилирован-
ные производные (Kim et al., 2019).

Среди представителей метоксифенолов хоро-
шо документированной является анти-QS актив-
ность ванилина, впервые обнаруженная при
оценке эффектов экстракта семян ванили плос-
колистной (Vanilla planifolia) на кворум-зависи-
мые проявления у C. violaceum (Choo et al., 2006).
В дальнейшем активность собственно ванилина
была подтверждена в отношении еще одной бак-
терии с системой “кворум сенсинга” 1-го типа ‒
Aeromonas hydrophila, что включало выраженное
подавление ее биопленкообразования (Pon-
nusamy et al., 2009). Аналогичная активность эвгено-
ла первоначально также была показана на примере
цельного растительного экстракта – спиртовой вы-
тяжки зиры (Cuminum cyminum) (Sybiya et al., 2012).
При этом химически чистый эвгенол в форме на-
ноэмульсии эффективно ингибировал кворум-за-
висимый биосинтез виолацеина у C. violaceum, об-
разование пиоцианина и подвижность у P. aerugino-
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sa (Lou et al., 2019), а также эффективно уменьшал
биомассу биопленок у антибиотикорезистентных
штаммов S. aureus (Al-Shabib et al., 2017). В свою оче-
редь анти-QS активность кониферилового спирта,
являющегося важным интермедиатом на биосин-
тетических путях образования эвгенола (см. выше),
кумарина (см. ниже) и других продуктов раститель-
ного происхождения, показана при исследовании
воздействия экстрактов коры дуба и отдельных
присутствующих в его составе малых молекул на
систему “кворум сенсинга” 1-го типа у C. violace-
um (Deryabin, Tolmacheva, 2015).

Среди представителей рассматриваемой груп-
пы соединений наиболее детально охарактеризо-
ванным является механизм действия эвгенола, оце-
ненный по результатам транскриптомного анализа
Klebsiella pneumoniae с системой плотностно-зави-
симой коммуникации 2-го типа (Wang et al., 2019).
Действие данного соединения было охарактери-
зовано как плейотропное, затрагивающее в общей
сложности 5779 дифференциально экспрессируе-
мых генов, связанных с множеством биосинтетиче-
ских путей и биологических функций. При этом его
анти-QS активность могла быть объяснена нару-
шением транскрипции ряда генов (luxS, pfs и
lsrK), вовлеченных в синтез АИ-2, что подтвер-
ждается экспериментальными данными о подав-
лении образования названного автоиндуктора в
присутствии эвгенола.

Кумарины. Кумарины – это класс природных
соединений, в основе которых лежит 5,6-бензо-
α-пирон (лактон цис-орто-оксикоричной кислоты).
При этом в зависимости от особенностей строения
их ядра и наличия заместителей данные соедине-
ния могут быть классифицированы на простые
кумарины (кумарин, 3.1.1; дигидрокумарин, 3.1.2);
окси-, метокси- и метилендиоксикумарины с
различными замещениями в бензольном или пи-
роновом кольцах (например, умбиллиферон, 3.2.1;
3-гидроксикумарин, 3.2.2 и скополетин, 3.2.3);
франокумарины, содержащие дополнительное
конденсированное фурановое ядро (бергамотин,
3.3.1), а также иные структурно более сложные
соединения, представляющие собой результаты
конденсации кумарина с пирановым, бензольным
и бензофурановым кольцами. При этом боль-
шинство растительных соединений этого класса
обнаруживаются в свободном состоянии, и лишь
незначительное число – в виде гликозидов с
D-глюкозой, присоединенной к С6, С7 или С8
атомам кумаринового ядра.

Экспериментальные наблюдения об анти-QS
активности кумарина преимущественно связаны
с его воздействием на ряд грамотрицательных
бактерий, использующих систему плотностно-за-
висимой коммуникации 1-го типа: P. aeruginosa
(подавление образования биопленки, биосинтеза
феназина, подвижности); A. fischeri (ингибирование

биолюминесценции) и др. (Gutiérrez-Barranquero
et al., 2015). Другой простой кумарин – дигидроку-
марин демонстрировал сходную активность: эф-
фективно ингибировал кворум-зависимый биосин-
тез виолацеина у C. violaceum и биопленкообразова-
ние у H. alvei (Hou et al., 2017). При исследовании
воздействия восьми представителей рассматри-
ваемого класса соединений на образование
биопленки у E. coli O157:H7 со 2-ым типом QS ис-
комый эффект был подтвержден для кумарина и
впервые показан для его производного – умбил-
лиферона (7-гидроксикумарина) (Lee et al., 2014).
Дальнейший сравнительный анализ семи гидрок-
сипроизводных кумарина в отношении кворум-
зависимого биосинтеза виолацеина у C. violaceum
и биопленкообразования у P. aeruginosa позволил
частично разделить эти эффекты: первые из них
были характерны для 3-гидроксикумарина, а вторые
показаны при использовании 6-, 7- и 6,7-дигид-
роксикумарина (D’Almeida et al., 2017). Возмож-
ность выделения двух функциональных групп ку-
маринов, преимущественно нарушающих образо-
вание бактериальных биопленок и, наряду с этим,
ингибирующих проявления QS, подтверждена и в
работе Reen et al. (2018). Так первый вариант биоак-
тивности был характерен для 7-гидрокси-5-меток-
сикумарина (скополетина), а второй – для более
обширной группы соединений, в том числе включа-
ющей фуранокумарины: бергамотин и 6,7-дигидро-
бергамотин. При этом два последних соединения,
стабильно обнаруживаемые в плодах цитрусовых
(Citrus bergamia, C. maxima и C. paradisi), развивали
свою активность в отношении бактерий, использу-
ющих как I, так и II тип плотностно-зависимой
коммуникации (Girennavar et al., 2008).

Объяснением подобного эффекта, неспеци-
фичного по отношению к бактериальному виду, и
используемой им системе плотностно-зависимой
коммуникации, явился особенный механизм
биоактивности кумаринов, заключающийся в по-
давлении метаболизма циклического дигуанози-
номонофосфата (c-di-GMP) (Zhang et al., 2018).

Поскольку c-di-GMP в настоящее время оце-
нивается как внутриклеточный вторичный мес-
сенджер, дефицит которого в клетках P. aeruginosa
активирует 535 и репрессирует 432 гена, включая
гены трех регуляторных систем (las, rhl и PQS),
результатом действия кумаринов закономерно
становятся системное ингибирование факторов
вирулентности и подавление образования биоп-
ленок, как названным модельным микроорганиз-
мом, так и множеством других бактериальных ви-
дов, также осуществляющих внутриклеточную
регуляцию с участием c-di-GMP.

Флавоноиды. Флавоноиды – еще одна обшир-
ная группа растительных соединений, в зависи-
мости от особенностей химического строения
(количества и расположения различных замести-
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телей вокруг в т.н. “базового скелета” C6‒C3‒C6
из 15 атомов углерода), разделяемая на шесть
классов: флавонолы, флавоны, изофлавоны, фла-
ваноны, халконы и антоцианины (Panche et al.,
2016). При этом наиболее хорошо документиро-
ванные доказательства наличия кворум-ингиби-
рующей активности к настоящему времени полу-
чены в отношении флавонолов: кверцетина
(4.1.1) и кемпферола (4.1.2), а также флаванонов:
нарингенина (4.2.1) и его гликозидированного
производного – нарингина (4.2.2).

В работе Vasavi et al. (2014) в биотестах на C. vi-
olaceum ATCC 12472 и P. aeruginosa PAO1 впервые
описана кворум-ингибирующая активность бога-
того флавоноидами экстракта листьев гуайявы
(Psidium guajava) из семейства миртовых. Иссле-
дование природы подобной активности позволило
связать ее с присутствием в исследуемых экстрактах
флавонола кверцетина и его производного кверце-
тин-3-О-арабинозида, первоначально идентифи-
цированных при проведении жидкостной хрома-
тографии с масс-спектрометрией, а в дальнейшем
подтвердивших наличие искомой активности в
виде химически чистых соединений. Дальнейшее
тестирование кверцетина в отношении P. aeruginosa
PAO1 показало его способность к ингибированию
продукции пиоцианина, протеазы и эластазы, а
также образованию биопленок, причиной чего бы-
ло названо подавление транскрипции регулятор-
ных генов “кворум сенсинга” lasI, lasR, rhlI и rhlR
(на 34, 68, 57 и 50% соответственно) (Ouyang et al.,
2016). В настоящее время представления о механиз-
мах биоактивности кверцетина дополнены и его
способностью к аллостерической ингибиции LuxR-
подобных рецепторов LasR и RhlR (Paczkowski et al.,
2017), следствием чего является нарушение свя-
зывания названных белков с ДНК в области кво-
рум-регулируемых промоторов, а итоговым ре-
зультатом ‒ подавление транскрипции соответ-
ствующих генов.

При исследовании богатого флавоноидами
этанольного экстракта многолетнего цветкового
растения Centella asiatica из семейства зонтичных
совокупность его кворум-ингибирующих эффектов
продемонстрирована как при проведении тестиро-
вания на C. violaceum ATCC12472 (подавление био-
синтеза виолацеина), так и в отношении P. aeruginosa
PAO1 (подавление продукции пиоцианина, эла-
столитической и протеолитической активностей,
подвижности и образования биопленок). В свою
очередь проведение тонкослойной хроматогра-
фии позволило выделить из тестируемого экс-
тракта наиболее активное соединение, каковым
оказался флавонол кемпферол (Vasavi et al., 2016).

В коре тропического растения Combretum albi-
florum из порядка миртоцветных были идентифи-
цированы несколько флавонов, флавононов, фла-
вонолов и халконов, в дальнейшем тестированных

на способность подавлять кворум-регулируемые
проявления у P. aeruginosa PAO1 (Vandeputte et al.,
2011). При этом наибольшую активность демон-
стрировали флаваноны (нарингенин, эриодик-
тиол и таксифолин), существенно снижающие
продукцию пиоцианина и образование эластазы
без существенного воздействия на интенсивность
бактериального роста. Кроме того, нарингенин и
таксифолин ингибировали экспрессию ряда генов,
формирующих многокомпонентную систему плот-
ностно-зависимой коммуникациии у P. aeruginosa
PAO1 (lasI, lasR, rhlI, rhlR, lasA, lasB и др.), а наи-
более биоактивный нарингенин выраженно бло-
кировал образование опосредующих ее автоин-
дукторов: С4-АГЛ и 3-оксо-С12-АГЛ (продуктов
генов lasI и rhll соответственно), а также нарушал
взаимодействие первого из них с рецепторным
белком RlhR.

Согласующийся результат получен в работе
Truchado et al. (2012), где продемонстрировано
наличие кворум-ингибирующей активности в
экстракте апельсина, в значительных количе-
ствах содержащем О-гликозилированные флава-
ноны (нарингин, неогесперидин и гесперидин).
Спектр обнаруженных эффектов, помимо воз-
действия на систему “кворум сенисинга” C. viola-
ceum, включал подавление биосинтеза АГЛ и
формирование биопленки у Yersinia enterocolitica,
что при использовании нарингина дополнялось
угнетением его подвижности. При этом, как в
присутствии цельного экстракта, так и при ис-
пользовании нарингина, в клетках Y. enterocolitica
детектировано выраженное изменение уровня
транскрипции гена yenR (кодирует рецептор для
АГЛ), а также генов flhDC и fliA (кодируют белки
флагелл). Другое доказательство биоактивности
нарингина получено в работе Zunying et al. (2017),
исследующей экстракт кожуры Citrus maxima (по-
мело), в которой названный гликозилированный
флаванон является доминирующим компонен-
том (91.62% сухого остатка). При этом спектр ре-
гистрируемых эффектов включал как подавление
АИ-1-регулируемого биосинтеза виолацеина у
C. violaceum CV026, так и АИ-2-контролируемых
биопленкообразования и подвижности у Vibrio
anguillarum. В свою очередь механизм подобной
активности был связан с ингибированием процесса
взаимодействия автоиндуктора и соответствующе-
го рецепторного белка (в частности, 3-оксо-С12-
АГЛ и LasR у P. aeruginosa) (Hernando-Amado et al.,
2020), что уподобляло его аналогичному механизму
действия кверцетина (см. выше).

Первое систематизированное сравнительное
исследование кворум-ингибирующей активно-
сти флавоноидов проведено в работе Vikram et al.
(2010), где сопоставлено воздействие 10 соединений
(флавонолов – кверцетина, кемпферола, рутина;
флавонов – нариненина, нарингина, неоэриоцит-
рина, неогесперидина, гесперидина; а также поли-
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метоксифлавона – синенсетина) в биотестах на
V. harvey и E. coli O157:H7. Среди них наиболее эф-
фективными антагонистами АИ-2-опосредован-
ной межклеточной коммуникации и ингибиторами
образования биопленок оказались нарингенин,
кемпферол, кверцетин и апигенин. Другое из-
вестное сравнительное исследование проведено
Skogman et al. (2016), которые осуществили скри-
нинг библиотеки из 465 природных и химически
синтезированных флавоноидов при параллель-
ном тестировании на генетически связанной паре
дикого (ATCC 31532) и мутантного (CV026) штам-
мов C. violaceum. По его результатам искомая ак-
тивность, оцененная по способности вызывать
85% ингибирование кворум-регулируемого био-
синтеза виолацеина в одном или обеих биотестах,
показана у 70 соединений. В свою очередь среди
них наивысшая активность зафиксирована у 5 хи-
мически синтезированных соединений из группы
флавонов, обуславливающих развитие подобного
эффекта в микромолярном диапазоне концен-
траций, что иллюстрирует возможность дальней-
шей целенаправленной селекции флавоноидов с
искомой активностью.

Сераорганические соединения. Среди обшир-
ного класса сераорганических молекул расти-
тельного происхождения, имеющих в структуре
одну или несколько ковалентных связей “угле-
род–сера”, кворум-ингибирующая активность к
настоящему моменту продемонстрирована у двух
групп соединений: сульфоксидов (5.1) и тиоциана-
тов (5.2). При этом общим элементом структуры
сульфоксидов общей формулы R1‒SO‒R2 являет-
ся присутствие двух органических радикалов, свя-
занных с атомом серы, а отличительным моментом
тиоцианатов является присутствие терминально
расположенной функциональной группы N=C=S.

Известным сульфоксидом с доказанной кворум-
ингибирующей активностью является аллицин
(S-проп-2-ен-1-ил проп-2-ен-1-сульфинотиолат,
образующийся из предшественника аллиина при
повреждении клеток луковицы чеснока (Allium
sativum)) (5.1.1) в результате каскада ферментатив-
ных реакций (см. ниже). При этом спектр биоак-
тивности данного сераорганического соединения
распространяется на грамотрицательные (P. aeru-
ginosa) и грамположительные (S. epidermidis) мик-
роорганизмы и включает как подавление экс-
прессии образуемых ими кворум-регулируемых
факторов вирулентности, так и образование биоп-
ленок (Pérez-Giraldo et al., 2003; Lin et al., 2013). В
частности, использование аллицина в концентра-
ции 128 мкг/мл приводило к 50% уменьшению
толщины биопленки и 70% снижению продукции
экзополисахарида GFP-трансформированной
культурой P. aeruginosa PAO1 (Lin et al., 2013), а
аналогичный эффект, заключающийся в подав-
лении образования биопленки культурой S. epi-

dermidis, формировался уже при концентрации
4 мкг/мл (Pérez-Giraldo et al., 2003).

Хорошо корреспондирующие с этим наблюде-
ния сделаны в отношении аджоена ((E)-1-(проп-2-
енилдисульфанил)-3-проп-2-енилсульфинилпроп-
1-ена) (5.1.2), образующегося в процессе дальней-
шей трансформации аллицина и содержащего как
сульфоксидную, так и дисульфидную группы. Те-
стирование аджоена на репортерных штаммах
P. aeruginosa lasB-gfp, P. aeruginosa rhlA-gfp и E. coli
luxI-gfp, оценивающих эффекты в отношении от-
дельных систем плотностно-зависимой коммуни-
кации 1-го типа, показало их 50% подавление в диа-
пазоне концентраций от 15 до 100 мкМ (Jakobsen
et al., 2012). В том же исследовании аджоен в дозе
80 мкг/мл выраженно ингибировал экспрессию
факторов вирулентности P. aeruginosa (эластаза, эн-
теротоксины), а также не менее чем в пять раз сни-
жал продукцию рамнолипидов. В свою очередь по-
иск путей повышения искомой активности, прове-
денный на примере библиотеки из 25 синтетических
аналогов аджоена, позволил идентифицировать два
наиболее активных соединения с заменой аллиль-
ного радикала на бензотиазольную группу, развива-
ющих 50%-ное ингибирование кворум-регулируе-
мых факторов вирулентности P. aeruginosa (элестаза,
рамнолипид, пиоцианин) уже при концентрации
0.56 мкМ (Fong et al., 2017).

В работе Jakobsen et al. (2012) сравнительный
анализ ряда растительных экстрактов показал
наиболее выраженную кворум-ингибирующую
активность в экстракте хрена (Armoracia rusticana), а
хроматографическое разделение последнего с по-
следующим использованием масс-спектрометрии и
спектроскопии ядерного магнитного резонанса
позволило связать регистрируемую биоактивность
с присутствием еще одного сероорганического со-
единения ‒ изотиоцианата иберина (5.2.1). При
этом дальнейший анализ с использованием тех-
нологий ОТ-ПЦР и ДНК-микрочипов подтвер-
дил собственный эффект иберина, заключаю-
щийся в блокаде экспрессии широкого спектра
кворум-индуцируемых генов у P. aeruginosa.

Исследование природы кворум-ингибирую-
щей активности экстракта брокколи (Brassica ol-
eracea) связало ее с присутствием еще двух изо-
тиоцианатов: эруцина (5.2.2) и его производного –
сульфорафана (5.2.3) (Ganin et al., 2013). При этом
более активный сульфорафан в концентрации
100 мкМ обусловливал полное подавление 3-оксо-
С12-АГЛ индуцируемого LasR-контролируемого
QS у репортерного штамма E. coli DH5-lacZ, а ис-
пользование данного соединения в концентрациях
37 и 100 мкМ позволило достичь 60% ингибирова-
ния образования биопленки и 70% ингибирова-
ния биосинтеза пиоцианина у P. aeruginosa PAO1.

Углубленный анализ механизма биоактивно-
сти сераорганических соединений с использова-
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нием протеомного и транскриптомного анализа
позволил связать его с воздействием нa систему
малых некодирующих РНК, реализующих свою
регуляторную функцию в процессе РНК-интер-
ференции. При этом эффект иберина заключался
в нарушении функционирования внутриклеточ-
ной регуляторной сети Gac/Rsm (Tan et al., 2014),
а аналогичный эффект аджоена проявлялся в на-
рушении экспрессии GacA-зависимых малых ре-
гуляторных РНК RsmY и RsmZ (Jakobsen et al.,
2017), что приводило к ингибированию QS-зави-
симых проявлений безотносительно типа систе-
мы плотностно-зависимой коммуникации и при-
роды автоиндуктора.

КЛАССИФИКАЦИОННОЕ ПОЛОЖЕНИЕ 
РАСТЕНИЙ – ПРОДУЦЕНТОВ 

ИНГИБИТОРОВ ПЛОТНОСТНО-
ЗАВИСИМОЙ КОММУНИКАЦИИ

У БАКТЕРИЙ
Присутствие определенных химических со-

единений в растительных тканях определяется
наличием соответствующих метаболических пу-
тей, в которых малые молекулы – ингибиторы QS
являются значимыми интермедиатами или ко-
нечными продуктами биосинтеза. В свою очередь
эволюционная обусловленность подобных мета-
болических путей указывает на возможную при-
уроченность анализируемых соединений к отдель-
ным растительным кладам, учитываемым в систе-
ме классификации APG IV (2016) и отражающих
процесс их филогении.

Так присутствие терпенов обеспечивается ак-
тивностью двух метаболических путей: MVA и
MEP, ведущих к образованию сходных “изопре-
новых звеньев”, в дальнейшем используемых в
качестве прекурсоров для биосинтеза широкого
круга молекул различного функционального на-
значения. При этом для большинства растений
характерным является мевалонатный путь, на-
званный так по основному интермедиату (англ. –
mevalonic acid pathway; MVA) и стартующий от
ацетил-КоА (Miziorko, 2011). Альтернативный
путь синтеза изопреноидов ‒ MEP (от англ. –
methylerythritol phosphate pathway) начинается с
пирувата и завершается образованием изопенте-
нилпирофосфата (IPP) и диметилаллилпирофос-
фата (DMAPP), являющимися универсальными
предшественниками изопрена, моно- и дитерпе-
нов, каротиноидов и хлорофиллов (Banerjee,
Sharkey, 2014). В свою очередь в геномах как ми-
нимум 17 растительных таксонов обнаруживается
ген терпеноид-синтазы, с участием цитохрома
P450 осуществляющей дальнейшую каталитиче-
скую модификацию основной структуры терпенов
до терпеноидов (Boutanaev et al., 2014). Разнообра-
зие возникающих в результате этих процессов со-
единений насчитывает от двадцати до тридцати

тысяч малых молекул, типичных для многих
хвойных растений, а у представителей клада core
eudicots (настоящие двудольные) стабильно при-
сутствующих в порядках Myrtales и Apiales (рис. 4).

Фенольные соединения синтезируются не-
сколькими способами, среди которых у высших
растений основным является шикиматный путь,
названный так по основному интермедиату – ши-
кимовой кислоте и дающий начало пути биосинтеза
фенольных кислот (например, галловой кислоты),
а также фенилпропаноидному пути, ведущему к
образованию широкого спектра фенольных со-
единений (например, ванилина) (Babenko et al.,
2019). В то же время в образовании ряда фенольных
соединений, например, тимола и корвакрола, во-
влекаются метаболические пути синтеза моно-
терпенов (Majdi et al., 2017), а биосинтез эвгенола
и кониферилового спирта происходит на основе
многоступенчатых превращений аминокислоты
тирозина (Harakava, 2005). Указанные обстоя-
тельства определяют широту распространения
фенолов, оцениваемых как третья по численно-
сти группа вторичных растительных метаболитов
(около девяти тысяч соединений) (Crozier et al.,
2008), присутствующих как среди представителей
кладов core monocots (настоящие однодольные),
так и core eudicots – в порядках Fagales, Apiales и
Lamiales (в последнем случае совместно с близки-
ми по путям биосинтеза терпенами) (рис. 4).

Соединения группы кумаринов также являют-
ся достаточно распространенной группой малых
молекул растительного происхождения, обнару-
живаемых среди многочисленных представителей
core eudicots, в том числе у большинства цветковых
растений, принадлежащих к порядкам Fabales, Sap-
indales, Asterales, Apiales, Lamiales и Solonales. При
этом широта представительства кумаринов опре-
деляется универсальностью путей их биосинтеза,
начинающихся от ароматических аминокислот
(фенилаланина, тирозина) и идущих через ряд фе-
нолокислот (коричную, кумаровую, кофейную, фе-
руловую) с вовлечением реакций гидроксилиро-
вания, гликолиза и циклизации (Sarker, Nahar,
2017). Образующиеся в результате этого простые
кумарины и их производные преимущественно
обнаруживаются в корнях, коре и плодах (в мень-
шей степени в стеблях и листьях), где одной из их
важных функций является защита от фитопатоге-
нов, что традиционно связывается с прямой ан-
тимикробной активностью кумаринов (Ververidis
et al., 2007), а в настоящее время органично до-
полняется доказанной кворум-ингибирующей
активностью и способностью к подавлению обра-
зования бактериальных биопленок.

В свою очередь широта распространения
флавоноидов определяется высокой представ-
ленностью т.н. “фенилпропаноидного” биосин-
тетического пути, в том числе обеспечивающего
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образование многих растительных полифенолов
(см. выше). Названный метаболический путь на-
чинается с использования аминокислоты фенил-
аланина для образования 4-кумароил-КоА, комби-
нирование которого с малонил-КоА ведет к образо-
ванию халконов, а конъюгированное замыкание
последних как раз и приводит к типичной трехколь-
цевой структуре флавона (Mathesius et al., 2003). В
дальнейшем этот путь может быть продолжен че-
рез серию ферментативных модификаций с обра-
зованием флаванонов → дигидрофлавонолов →
→ антоцианов. При этом присутствие флавоно-
лов может быть обнаружено у классификационно
и филогенетически достаточно удаленных пред-
ставителей порядков Laurales, Myrtales и Apiales, а
флавононы присутствуют в порядке Myrtales и
особенно широко распространены среди цитру-
совых из порядка Sapindales. В рассматриваемом
контексте особенно интересно, что образование
флавоноидов может стимулироваться при кон-
такте растений-продуцентов с АГЛ, опосредую-
щими системы плотностно-зависимой коммуни-
кации у бактерий (Cowan, 1999). Так обработка
корней люцерны усеченной (Medicago truncatula)
автоиндукторами 3-оксо-C12-АГЛ и 3-оксо-C16-
АГЛ приводила к значительным изменениям в
уровне экспрессии 154 белков, связанных с окисли-
тельным стрессом, метаболизмом фитогормонов и
биосинтезом флавоноидов, что подтверждает мне-
ние о роли последних в антибактериальном фито-
иммунитете (Delves-Broughton, 2012).

Финальная рассматриваемая группа – сераор-
ганические соединения ‒ к настоящему моменту
обнаруживается как у однодольных, так и дву-
дольных растений. При этом среди представителей
core monocots присутствие сульфоксидов показано
для представителей порядка Asparagales, род Allium,
где они возникают в результате серий фермента-
тивных реакций, индуцируемых при повреждении
растительных клеток (последнее косвенно подтвер-
ждает специализированную защитную функцию
данной группы соединений) (Vincente, 2014). В
частности, при повреждении клеток чеснока не-
активный предшественник аллинин (S-2-пропе-
нилцистеин) гидролизуется ферментом аллиина-
зой до нестабильного тиосульфината аллицина
(2-пропенил-2-пропентиолсульфината), в резуль-
тате дальнейшей реарранжировки превращающе-
гося в наиболее активный ингибитор “кворум сен-
синга” ‒ аджоен. При этом для обсуждаемой
группы малых молекул также характерными явля-
ются прямые антибактериальные и антиоксидант-
ные эффекты (Burow et al., 2007). В свою очередь
внутри core eudicots обнаруживается другая группа
сераорганических соединений – изотиоционатов,
характерных для представителей порядка Brassicales
(капуста, хрен). Как и для обсуждаемой выше груп-
пы сераорганических соединений, их образование
также происходит по механизму ферментативного

гидролиза с участием ферментов мирозиназ, в при-
сутствии воды отщепляющих глюкозную группу от
предшественников ‒ глюкозинолатов с быстрым
превращением продукта реакции в биологически
активные тиоционат или изотиоцианат с широ-
ким спектром анти-QS активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Плотностно-зависимая коммуникация у бак-
терий, часто обозначаемая термином “quorum
sensing” и контролирующая их переход к виру-
лентному фенотипу с образованием биопленок,
является одной из привлекательных мишеней для
разработки нового поколения антибактериаль-
ных препаратов.

Перспективным источником для выделения и
получения ингибиторов QS являются растительные
субстраты, в том числе используемые традиционной
(народной) медициной для терапии бактериальных
инфекций. При этом проведенные скрининнговые
исследования демонстрируют типичность обнару-
жения подобной активности у широкого круга
растений различного классификационного поло-
жения, что характеризует анти-QS активность как
новый механизм их защиты от бактериальных па-
тогенов, дополняющей ранее известные механиз-
мы врожденного фитоиммунитета.

Идентификация растительных соединений,
являющихся носителями анти-QS активности, де-
монстрирует существенное разнообразие их струк-
тур, относящихся к терпенам и терпеноидам, фено-
лам и метоксифенолам, кумаринам, флавоноидам,
сульфоксидам и изотиоцианатам. В свою очередь
наиболее вероятной причиной подобного разно-
образия является вариативность путей биосинтеза
названных вторичных метаболитов у растений
различного классификационного происхождения.
С этой точки зрения растительные соединения с
анти-QS активностью могут рассматриваться как
продукты естественной эволюции растений, важ-
ным элементом которой является их коэволюция
с агрессивным бактериальным окружением.

Отражением разнообразия химических струк-
тур идентифицированных соединений является и
многообразие реализуемых ими механизмов по-
давления плотностно-зависимой коммуникации,
включающих не только воздействие на синтазы ав-
тоиндукторов или воспринимающие их рецеп-
торные белки (терпеноиды, флавоноиды), но и
достаточно часто ‒ на внутриклеточные регуля-
торные пути, контролирующие “глобальные”
изменения профилей генной экспрессии (кума-
рины, сераорганические соединения). В резуль-
тате для растительных соединений характерен
эффект, неспецифичный в отношении опреде-
ленного вида микроорганизмов, типа QS и опо-
средующего его АИ, что должно обеспечивать
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растению-продуценту защиту от максимально
широкого спектра бактериальных патогенов.

Обнаружение способности к подавлению
плотностно-зависимой коммуникации у бакте-
рий с использованием растительных субстратов и
входящих в их состав химических соединений со-
здает возможность их использования для замеще-
ния кормовых антибиотиков в системах кормления
сельскохозяйственных животных, а при успехе этой
стратегии формирует перспективу для тестирова-
ния наиболее эффективных молекул и их компо-
зиций в качестве кандидатных фармацевтических
препаратов.
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Plant-Derived Inhibitors of Density-Dependent Communication in Bacteria:
Diversity of Structures, Bioactivity Mechanisms, and Sources of Origin
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Abstract—This review summarizes the current data of plant-derived compounds that inhibit bacterial densi-
ty-dependent communication (quorum sensing, QS). The most frequent types of QS are described and in-
terpreted as promising targets for a new way of antimicrobial therapy directed on suppression of virulence fac-
tors production and biofilm formation. The methodology for screening of the plant-derived QS inhibitors
and their in-depth analyses is described. Diversity of known inhibitors, which are terpenes and terpenoids,
phenols and methoxyphenols, coumarins, f lavonoids, sulfoxides and isothiocyanates, is shown. The effects
of various plant-derived compounds on bacteria with different QS types are analyzed, and anti-QS bioactivity
molecular mechanisms are characterized. The taxonomy of plant sources of QS inhibitors and the biosyn-
thetic pathways of these secondary metabolites are discussed. A concept of bacterial density-dependent com-
munication suppression as a novel plant innate immunity component is presented, as well as of the possible
application of plant-derived QS inhibitors for animals and humans protection.

Keywords: quorum sensing, QS inhibitors, plant-derived compounds
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В настоящей работе исследованы филогенетическое разнообразие и потенциальная функциональная
активность микроорганизмов образцов арктических грунтов, в различной степени загрязненных угле-
водородами. Методом высокопроизводительного секвенирования V4 региона гена 16S рРНК пока-
зано преобладание в библиотеках из загрязненных грунтов последовательностей бактерий филумов
Proteobacteria и Actinobacteria. Доля последовательностей бактерий филумов Acidobacteria, Chloroflexi
и Gemmatimonadetes была ниже в библиотеках образцов загрязненных грунтов по сравнению с образ-
цами, не загрязненными углеводородами. Выявлены последовательности генов 16S рРНК потенциаль-
ных нефтедеструкторов родов Alkanindiges, Aquabacterium, Polaromonas, Pseudomonas, Sphingomonas. Чис-
ленность культивируемых углеводородокисляющих бактерий (УОБ) в пробах грунта, определяемая
при 5 и 15°C, варьировала от 104 до 106 кл/г грунта. Выделено 13 чистых культур УОБ, принадлежа-
щих к родам Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Janthinobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhodococcus,
Sphingomonas, способных использовать углеводороды, снижая поверхностное натяжение среды. Полу-
ченные сведения расширяют имеющиеся представления о составе и физиологических особенно-
стях микробных сообществ арктических грунтов.

Ключевые слова: арктические почвы, бактериальные сообщества, окисление углеводородов, био-
сурфактанты, дизельное топливо
DOI: 10.31857/S0026365621060136

В настоящее время освоение Арктики приоб-
ретает все большее значение. Арктические терри-
тории могут содержать около 90 млрд баррелей
нефти, 47 трл м3 природного газа и 44 млрд баррелей
сжиженного природного газа. Более половины
(58%) разведанных запасов приходится на терри-
торию России (Henderson, Loe, 2014). Помимо
добычи полезных ископаемых, Арктический ре-
гион – место развития туризма и научной дея-
тельности.

С ростом социально-экономической активно-
сти в регионе неизбежно возрастают экологиче-
ские риски. Основной загрязнитель арктических
почв – нефтепродукты (в том числе дизельное
топливо), которые используются для отопления,
получения электричества, заправки техники. Раз-

ливы топлива неизбежны при его транспортировке
и хранении. В опубликованных обзорах проана-
лизирован рост числа публикаций, посвященных
очистке от углеводородов (УВ) в холодных регионах
(Verasoundarapandian et al., 2021; Yap et al., 2021).
По данным этих исследователей, наибольшее
число публикаций посвящено очистке от дизель-
ного топлива.

Особенности климата Арктики и логистиче-
ские трудности приводят к тому, что применение
здесь физических, химических и термических ме-
тодов очистки от углеводородов нерентабельно
(Naseri et al., 2014). Одним из возможных решений
задачи по очистке природных экосистем является
биоремедиация, т.е. использование метаболиче-
ских способностей природной микрофлоры. Био-
ремедиация – широко применяемый, экологиче-
ски безопасный и экономичный способ очистки
почв и водоемов от нефти и нефтепродуктов, од-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365621060136 для авторизованных
пользователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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нако в условиях высоких широт, возникают до-
полнительные трудности при его использовании
(Kim et al., 2018; Yap et al., 2021).

Арктические условия характеризуются чрез-
вычайно низкими значениями температуры в
зимний период, сильными ветрами, малым коли-
чеством осадков летом и нехваткой азота и фос-
фора в арктических почвах и грунтах (Malard,
Pearce, 2018; Yap et al., 2021). Зачастую микроорга-
низмы подвергаются сразу нескольким стрессовым
факторам, включающим низкую температуру и
высокую соленость среды обитания. Микробное
окисление углеводородов было зарегистрировано
при ‒6°C в загрязненных почвах Шпицбергена
(Rike et al., 2005). Минимальная температура, при
которой в настоящее время зарегистрирована
микробная активность, составляет ‒20°C (Rivki-
na et al., 2000).

Микробные сообщества полярных почв и
грунтов и их метаболический потенциал слабо
изучены (Harding et al., 2011; Rizzo et al., 2019; Hi-
dalgo et al., 2020). В Генбанке мало представлены
сведения о бактериальных сообществах холодных
регионов, особенно выделенных из почв север-
ных широт России (Malard, Pearce, 2018).

Целью настоящей работы было определение
состава микробных сообществ проб арктических
грунтов с различной степенью загрязнения ди-
зельным топливом, отобранных на территории
Национального парка “Русская Арктика” (архи-

пелаг Земля Франца-Иосифа), и оценка способ-
ности этих сообществ и чистых культур микроор-
ганизмов использовать углеводороды при низкой
температуре.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. Пробы грунта отбира-
ли летом 2019 г. на острове Земля Александры ар-
хипелага Земля Франца-Иосифа на территории
Национального парка “Русская Арктика” в очаге
загрязнения грунтов нефтепродуктами. Пробы
отбирали на площадке, где до 2015 г. размещались
склады горюче-смазочных материалов (ГСМ)
(преимущественно дизельного топлива), а также
в зоне миграции нефтепродуктов от очага загряз-
нения с поверхностным стоком и грунтовыми
надмерзлотными водами (рис. 1). Усредненные
по глубине пробы грунта отбирали из сезонно-та-
лого слоя с глубины до 40 см. Пробы L21/M,
ПК337, 336/1, 407/М, 409/М, 410/М представляют
собой грунт разной степени загрязнения нефте-
продуктами. Проба 432/М1 отобрана с поверхно-
сти береговых отложений временного водотока,
проба 432/М2 – из донных отложений того же во-
дотока. Обе пробы отобраны за пределами зоны
распространения загрязнения.

Мерзлотные почвы архипелага Земля Франца-
Иосифа представлены псаммоземами (Cryosol
(Arenic)), пелоземами (Cryosol (Loamic)), криозе-

Рис. 1. Схема мест отбора проб грунтов на о. Земля Александры архипелага Земля Франца-Иосифа. H – высота над
уровнем моря, N – С.Ш., E – З.Д.
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мами (Oxyaquic Cryosols), литоземами (Leptosols
(Loamic)) и серогумусовыми (Cryosols (Loamic,
Humic)). Наибольшие запасы органического уг-
лерода обнаружены в литоземах грубогумусиро-
ванных в условиях защиты от сильных ветров

(23.2 кг С/м2 в верхнем полуметровом слое), а так-
же в пелоземах и псаммоземах, содержащих по-
гребенное криотурбациями органическое веще-

ство (13.7 и 20.7 кг С/м2 соответственно) (Ники-
тин и соавт., 2020).

Состав питательных сред, условия культивиро-
вания и учета микроорганизмов. Для получения
микробной суспензии усредненную навеску об-
разцов грунта и осадков массой 10 г вносили в 90 мл
стерильной водопроводной воды и перемеши-
вали на качалке в течение 30 мин со скоростью
120 об./мин. Полученную суспензию выдержи-
вали 5 мин для осаждения твердой фазы. Водную
фракцию использовали для выделения ДНК и за-
сева жидких селективных питательных сред. Чис-
ленность микроорганизмов определяли путем
посева суспензии в жидкие питательные среды
методом предельных десятикратных разведений в
двух повторностях. Результаты оценивали мето-
дом наиболее вероятного числа по таблице Мак
Креди. Все посевы микроскопировали с помо-
щью эпифлуоресцентного микроскопа Axio Im-
ager.D1 (“Carl Zeiss”, Германия) с цифровой ка-
мерой Axio Cam HRc и компьютерным программ-
ным обеспечением Axio Vision.

Анализируемые группы включали аэробные
органотрофные, олиготрофные и углеводородокис-
ляющие микроорганизмы. Численность аэробных
органотрофных микроорганизмов оценивали в
среде следующего состава (г/л): бакто-триптон –
5.0; дрожжевой экстракт – 2.5; глюкоза – 1.0;
NaCl – 1.0; микроэлементы – 1 мл; рН 7.0–7.2.
Олиготрофные микроорганизмы учитывали в
среде состава (г/л): Na2HPO4 – 0.8; KH2PO4 – 0.5;

NH4Cl – 0.5; MgSO4 – 0.2; CaCl2 · 2H2O – 0.1;

NaCl – 1.0; микроэлементы – 1 мл; дрожжевой
экстракт – 0.05; рН 7.2. Углеводородокисляющие
микроорганизмы учитывали в среде состава (г/л):
KH2PO4 – 0.75; K2HPO4 – 1.5; NH4Cl – 1.0; NaCl –

1.0; KCl – 0.1; MgSO4 – 0.2; CaCl2 · 2H2O – 0.02;

микроэлементы – 1 мл. В качестве субстрата вно-
сили стерильное дизельное топливо в концентра-
ции 0.5 об. %. Значение рН составляло 7.0–7.2.
Посевы инкубировали при 15°C в течение 10 сут и
при 5°C в течение 28 сут.

Чистые культуры олиготрофных и углеводоро-
докисляющих микроорганизмов выделяли методом
последовательных пересевов, используя агаризо-
ванные среды того же состава, посевы инкубиро-
вали при 5 и 15°C. В качестве субстрата для угле-
водородокисляющих микроорганизмов исполь-
зовали стерильное дизельное топливо, каплю
которого распределяли шпателем по поверхности

плотной среды. Интервал и оптимум содержания
NaCl в среде для роста микроорганизмов опреде-
ляли на среде LB, содержащей (г/л): бакто-трип-
тон – 10.0; дрожжевой экстракт – 5.0; с разным
содержанием NaCl. Температурные границы ро-
ста определяли на среде LB с оптимальным для
каждого штамма содержанием NaCl. Посевы ин-
кубировали стационарно в течение 7 сут при 5 или
15°C.

Аналитические методы. Белок в культуральной
жидкости накопительных культур определяли
методом Лоури. Величину поверхностного и меж-
фазного натяжения на границах раздела фаз куль-
туральная жидкость/воздух и культуральная жид-
кость/гексадекан, соответственно, определяли при
комнатной температуре методом отрыва кольца с
помощью полуавтоматического тензиометра Sur-
face Tensiomat 21 (“Cole-Parmer”, США). Индекс
эмульгирования Е24 рассчитывали через 24 ч по-

сле добавления к 1 мл культуральной жидкости 1
мл гексадекана и интенсивного встряхивания в
течение 3 мин и выражали в процентах, которые
составляла эмульсия от объема смеси. Контролем
служила стерильная питательная среда.

Рост на дизельном топливе определяли по из-
менению содержания н-алканов в составе алифа-
тической фракции после культивирования отно-
сительно контрольной пробы (Борзенков и со-
авт., 2006).

Выделение ДНК, амплификация и секвенирование
гена 16S рРНК. Идентификацию чистых культур и
определение состава микробного сообщества про-
водили методом анализа гена 16S рРНК. ДНК из
полученной суспензии и чистых культур выделя-
ли, используя набор Pure Link Microbiome DNA
Purification KIT (“Thermo Fisher Scientific”,
США), в соответствии с рекомендациями произ-
водителя. Для определения последовательности ге-
на 16S рРНК чистых культур ДНК амплифицирова-
ли с использованием универсальных праймеров
8-27f и 1492r. Для получения библиотек генов 16S
рРНК микробных сообществ анализируемых
проб был амплифицирован V4 гипервариабель-
ный регион этого гена на основе двойного барко-
дирования. Библиотеки V4 региона гена 16S
рРНК были созданы и использованием следую-
щих праймеров: прямого (5'-CAAGCAGAAGAC-
GGCATACGAGATGTACTGGAGTTCAGACGT-
GTGCTCTTCCGATCT XXXXXX ZZZZ GTGB-
CAGCMGCCGCGGTAA-3') и обратного (5'-AAT-
GATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTC-
CCTACACGACGCTCTTCCGATCT XXXXXX ZZZZ
GACTACNVGGGTMTCTAATCC-3') (Merkel et al.,
2019). Секвенирование проводили на платформе
MiSeq (“Illumina”, США) c использованием на-
бора реагентов MiSeqReagentKitv3 (600 циклов)
(“Illumina”, США) в соответствии с рекоменда-
циями производителя.
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Биоинформатический анализ. Получение биб-
лиотек фрагментов последовательностей гена 16S
рРНК, функциональных профилей и прогнози-
рование индивидуальных профилей ферментов
метаболизма бензоата, нафталина и полиарома-
тических углеводородов выполняли, как было
описано ранее (Семенова и соавт., 2020). Тепло-
вые карты функциональных профилей, предска-
занных для сообществ, построены с использовани-
ем интернет-ресурса ClustVis (http://biit.cs.ut.ee/
clustvis/, май 2021 г.).

Полученные последовательности гена 16S
рРНК микробных сообществ и чистых культур
были депонированы в ГенБанке под номерами
PRJNA738511 и MZ411475–MZ411487 соответ-
ственно.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Филогенетическое разнообразие прокариот в
пробах арктических грунтов. Методом высокопро-
изводительного секвенирования V4 региона гена
16S рРНК был определен состав микробных сооб-
ществ в четырех пробах грунтов: 432/М1, 432/М2,
407/М и L21/М. В результате анализа было полу-
чено четыре библиотеки, содержащих суммарно
45457 фрагментов генов (ридов). На рис. 2 пред-
ставлено филогенетическое разнообразие прока-
риот в исследуемых пробах на уровне филума.
Микробные сообщества незагрязненных дизелем
проб грунта 432/M1 и 432/M2, отобранных с раз-
ной глубины, имели похожий состав микроорга-

низмов. Доля последовательностей представителей
домена Archaea в библиотеках из незагрязненных
грунтов была низка и составляла 0.03–0.09% от
общего количества последовательностей и сни-
жалась до 0.01% в библиотеках из загрязненных
проб грунта. В полученных библиотеках преобла-
дали последовательности гена 16S рРНК, принад-
лежащие представителям филума Proteobacteria,
причем их доля возрастала с увеличением степени
загрязненности грунта углеводородами. Извест-
но, что многие нефтеокисляющие микроорганиз-
мы принадлежат к филуму Proteobacteria, поэтому
увеличение их представленности в сообществе
может быть связано с откликом микробного со-
общества на загрязнение грунта углеводородами.
Доля последовательностей бактерий филумов
Acidobacteria, Chloroflexi и Gemmatimonadetes, на-
против, снижалась в загрязненных нефтепродук-
тами участках. По-видимому, УВ ингибировали
развитие представителей указанных филумов.
Доля последовательностей Actinobacteria варьиро-
вала в пределах 14–18% и только в пробе L21/M
снижалась до 10%.

На рис. 3 приведена тепловая карта биоразно-
образия исследованных сообществ на родовом
уровне. В библиотеках из незагрязненных проб
преобладали последовательности некультивируе-
мых Chloroflexi (54 и 40.6% от общего числа последо-
вательностей), которые практически отсутствовали
в пробах загрязненных почв. В библиотеке пробы
L21/M доминировали последовательности пред-
ставителей родов Gallionella и Sulfuriferula. Значи-

Рис. 2. Таксономическая классификация (на уровне филумов/классов) в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК про-
кариотных сообществ исследованных образцов арктических грунтов.
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тельное количество выявленных последователь-

ностей гена 16S рРНК принадлежало бактериям

родов Galbitalea, Pseudomonas, Rhodoferax. В сооб-

ществе пробы 407/М доминировали представите-

ли родов Oryzihumus, Sulfuritalea, Rhizobacter и Po-
laromonas. Выявленные бактерии характерны для

почвенных сообществ, в том числе, олиготрофных.

Пурпурные несерные бактерии рода Rhodoferaх
ранее были выявлены в составе микробных сооб-

ществ снега и воздуха Арктических островов Ка-

нады (Harding et al., 2011). Представители родов

Oryzihumus и Rhizobacter – обычные обитатели

Рис. 3. Тепловая карта (heatmap) распределения доминантных родов в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК прока-
риотных сообществ, выделенных из образцов арктических грунтов. Двойная иерархическая дендрограмма показывает
распределение микроорганизмов в этих пробах. Цветовой переход от синего к красному соответствует изменению от-
носительных величин содержания отдельных родов в библиотеке от менее представленных к более представленным.
Цифрами на диаграмме обозначены % от общего количества последовательностей в библиотеке из каждой исследо-
ванной пробы грунта.
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почв. Бактерии рода Oryzihumus были выявлены
молекулярно-биологическими методами в поч-
вах субарктической тундры, а представители Rhi-
zobacter – в составе микробных матов антаркти-
ческих почв (Kim et al., 2014; Tytgat et al., 2014).
Бактерии родов Janthinobacterium, Geobacter, Sphin-
gomonas, Gallionella и Pedobacter часто выявляют в
олиготрофных местообитаниях, их также относят
к бактериям, связанным с микробной трансфор-
мацией неорганических минеральных веществ
(биотита, железа, апатита и т.д.) (Kim et al., 2014;
Tytgat et al., 2014; Naoum, 2016). Факультативные
олиготрофные бактерии родов Flavobacterium, Al-
teromonas, Glaciecola были выявлены в составе
микробных сообществ морских вод Арктики и
Антарктики (Mergaert et al., 2001; Van Trappen et al.,
2004; Zhang et al., 2011; Li et al., 2017).

Молекулярными методами углеводородокис-
ляющие бактерии были выявлены во всех иссле-
дованных пробах арктических грунтов. В неза-
грязненных пробах доминировали представители
родов Sphingomonas, Alkanindiges и Polaromonas, в
загрязненных пробах возрастала представлен-
ность бактерий родов Pseudomonas, Aquabacterium
и Janthinobacterium, известных способностью ис-
пользовать разные УВ.

Потенциальная функциональная активность
микробных сообществ арктических грунтов. С по-
мощью модуля Local Mapper программы iVikodak
были предсказаны потенциальные функциональ-
ные возможности исследованных микробных сооб-
ществ (рис. 4). Во всех исследованных сообществах
присутствовали микроорганизмы, способные ис-
пользовать различные углеводороды, наибольшая
интенсивность на тепловой карте соответствовала
метаболизму бензоата, нафталина, ксилола, толу-
ола, хлорбензола и стирола. Выявлена способ-
ность к производству экзополисахаридов микро-
организмами, входящих в состав исследованных
сообществ.

С помощью базы данных KEGG были постро-
ены дендрограммы вклада бактерий в метаболизм
бензоата (а), нафталина (б) и полициклических
ароматических углеводородов (в) (рис. S1). Бак-
терии родов Rhodoferax, Herpetosiphon, Pseudomo-
nas и Sphingomonas вносили определенный вклад в
метаболизм указанных выше соединений. После-
довательности генов 16S рРНК представителей
филума Chloroflexi обнаруживали ранее в пробах
воды Северно-Ледовитого океана. Было показано
наличие многочисленных генов, отвечающих за
разрушение ароматических углеводородов у пред-
ставителей этого филума (Colatriano et al., 2018).
Представители рода Herpetosiphon относятся к ме-
зофильным бактериям–хищникам, способным
расти на других микроорганизмах (Livingstone et al.,
2018). Hа момент написания статьи нам не удалось
обнаружить сведений о том, что бактерии этого
рода могут расти на углеводородах при низкой
температуре. Бактерии рода Rhodoferax (Rhodoferax

antarcticus) ранее были обнаружены в пробах, за-
грязненных ароматическими углеводородами, и,
по-видимому, принимают участие в деградации
бензола (Aburto et al., 2011). Фототрофные пси-
хрофильные бактерии Rhodoferax antarcticus, ра-
нее выделенные из микробного мата Антарктики,
росли в интервале температуры от 0 до 25°С
(Madigan et al., 2000).

Бактерии родов Pseudomonas и Sphingomonas –
известные деструкторы углеводородов, которые
используются при очистке от УВ загрязнений, в
том числе, при низкой температуре (Thomassin-
Lacroix et al., 2002). Психрофильные и психрото-
лерантные представители этих родов были неод-
нократно выделены из вечной мерзлоты и других
холодных местообитаний (Yakimov et al., 2004;
Steven et al., 2006).

Определение численности культивируемых мик-
роорганизмов в образцах грунта. Численность аэроб-
ных органотрофных (АОБ), олиготрофных (ОЛ) и
углеводородокисляющих (УОБ) бактерий опре-
деляли при температуре 5 и 15°C (рис. S2). Показа-
но, что численность микроорганизмов исследуе-
мых групп при 15°C была выше, чем при 5°C. Угле-
водородокисляющие бактерии были обнаружены
во всех исследованных пробах, где их численность

варьировала в пределах 104–106 кл/г грунта. Мак-
симальная численность была в пробах ПК337 и
409/M, загрязненных нефтепродуктами, в то вре-
мя как в незагрязненных пробах 432/M1 и 432/M2

численность УОБ не превышала 104 кл/г грунта.
Часто микроорганизмы образовывали биопленку
на поверхности жидкой среды с дизельным топ-
ливом.

Численность углеводородокисляющих бактерий
в пробах загрязненных нефтепродуктами аркти-
ческих грунтов, их рост на среде, содержащей в
качестве единственного источника углерода ди-
зельное топливо, указывает на потенциал этой
группы микроорганизмов в качестве агентов для
самоочищения почвы и возможность использо-
вания их в биоремедиации.

Рост накопительных культур углеводородокис-
ляющих микроорганизмов на дизельном топливе.
Первичные накопительные культуры УОБ, в кото-
рых был отмечен рост, были отобраны для посева на
дизельное топливо в жидкую минеральную среду.
Посевы инкубировали в течение 45 сут при 5°C в
стационарных условиях. Во всех полученных куль-
турах было отмечено накопление белка от 45 до
190 мкг/мл (табл. 1). Максимальное количество
белка зафиксировано в посевах из проб 409/M,
407/M, 432/M, 336/1. Во всех посевах отмечено
снижение поверхностного натяжения культу-
ральной жидкости с бактериями на 15.6–29.3 мН/м,
а межфазного натяжения на границе культураль-
ная жидкость/гексадекан – на 11.6–35.3 мН/м по
сравнению с контролем, что свидетельствует о при-
сутствии деструкторов углеводородов в составе ис-
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следуемых накопительных культур. Большинство

накопительных культур формировали стойкую

эмульсию при смешивании с гексадеканом. Ве-

личина индекса эмульгирования (E24) достигала

50–70% (табл. 1).

Культивирование микроорганизмов в среде с

дизельным топливом сопровождалось изменени-

ем состава алифатической фракции при росте на-

копительных культур 432/М1, ПК337, 409/М и

336/1 (рис. S3). Микроорганизмы из накопитель-

ной культуры 432/M1, полученной из незагрязнен-

ного участка, использовали н-алканы с длиной цепи

С10–С26. Культуры из загрязненных участков

ПК337 и 409/М использовали коротко- и средне-

цепочечные н-алканы, а микроорганизмы из про-

бы 336/1 деградировали н-алканы с длиной цепи

С10–С25, но степень их потребления была невелика.

Поскольку накопление белка и изменение реоло-

гических характеристик было отмечено для всех

исследованных культур, можно предположить,

что в тех культурах, где не было отмечено изменений

в алифатической фракции, происходило использо-

вание других компонентов дизельного топлива.

Выделение чистых культур микроорганизмов и
их физиологические характеристики. Из получен-

ных накопительных культур олиготрофов и угле-

водородокисляющих бактерий методом последо-

вательных пересевов было выделено и очищено

13 штаммов бактерий (табл. 2). Культуры инкуби-

ровали при 5 и 15°C.

Рис. 4. Тепловая карта, показывающая сравнение функциональных профилей прокариотных сообществ, выделенных
из образцов арктических грунтов, с использованием пакета программ iVikodak.
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Таблица 1. Реологические характеристики и содержание белка в накопительных культурах углеводородокисляю-
щих бактерий при росте на дизельном топливе

Показатель
Стерильная 

среда
L21/M ПК337 409/M 407/M 432/M1 336/1 410/M

Белок, мкг/мл 0 57 95 110 105 180 105 45

ПН, мН/м 64.2 47.4 39.6 34.9 41.9 41.1 43.8 43.5

МН, мН/м 45.0 30.6 9.7 17.8 23.5 22.1 22.8 30.6

Е24, % 0 10 50 50 60 70 70 0

ПН − поверхностное натяжение, МН − межфазное натяжение.
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Все штаммы, выделенные при 15°C, были ме-
зофильными спорообразующими бактериями и
относились к родам Bacillus, Brevibacillus и Paeni-
bacillus. Из незагрязненных образцов грунта были
выделены бактерии родов Pseudomonas, Arthro-
bacter, Janthinobacterium, которые не были выявле-
ны молекулярными методами. Однако бактерии
родов Pseudomonas и Janthinobacterium входили в
состав микробного сообщества пробы L21/M.
Для сообществ антарктических микробных матов
было показано, что результаты высокопроизво-
дительного секвенирования дают более полную
картину биоразнообразия исследованных мик-
робных сообществ, однако многие группы бакте-
рий, не были выявлены этим методом, в отличие
от культивирования (Tytgat et al., 2014). Это указы-
вает на необходимость использования как молеку-
лярных, так и традиционных микробиологических
методов исследования для получения полной кар-
тины состава микробного сообщества природных
сообществ.

Выделенные чистые культуры микроорганиз-
мов, за исключением штамма Ar-4-1, росли при
низкой температуре. Большинство штаммов от-
носились к психрофильным микроорганизмам и
имели оптимальные значения температуры для ро-
ста 5–10°C. Штаммы Ar-OL-9, Ar-OL-10, Ar-OL-11,
Ar-OL-41, выделенные на среде для олиготрофов,
росли на бедной среде при низкой температуре,
что свидетельствует об их приспособленности к
условиям высоких широт.

Среди выделенных штаммов присутствовали
пресноводные и галотолерантные бактерии. Так,
штаммы Janthinobacterium lividum Ar-OL-9 и
Sphingomonas echinoides Ar-OL-41 не росли в среде
с содержанием хлорида натрия выше 1%. Штам-
мы Arthrobacter alpinus Ar-K10 и Bacillus wiedmannii
Ar-6-1 показали наибольшую толерантность к со-
держанию соли в среде и росли в присутствии 6–
7% NaCl. Все выделенные штаммы росли также в
отсутствие NaCl в среде. Однако для большинства
изолятов оптимальные значения солености среды

2–3% NaCl, что соответствует содержанию соли в
морской воде.

Большинство выделенных штаммов использо-
вали глюкозу, ацетат, глицерин, этанол и УВ.
Штаммы Pseudomonas fildesensis Ar-K6, Pseudomonas
kitaguniensis Ar-K18 и Rhodococcus globerulus Ar-K9
росли на алифатических углеводородах, а штамм
Pseudomonas frederiksbergensis Ar-K7 – на дизель-
ном топливе. Штамм Ar-K9 лучше рос на смеси
углеводородов С14–С16, чем на глюкозе. При росте

на нафталине штамм Ar-K18 образовывал биоплен-
ку, прикрепленную к кристаллам нафталина.

Для восьми штаммов, показавших интенсив-
ный рост на дизельном топливе или смеси углево-
дородов, были проанализированы реологические
характеристики культуральных жидкостей. В от-
личие от накопительных культур, ни для одного
штамма не было выявлено эмульгирующей ак-
тивности сред. Штаммы A. alpinus Ar-K10, B. agri
Ar-8-1, P. kitaguniensis Ar-K18, P. veronii Ar-OL-11 и
R. globerulus Ar-K9 показали значительное сниже-
ние поверхностного и межфазного натяжения
(табл. 3). Штамм R. globerulus Ar-K9 был наиболее
перспективным для очистки почв от углеводо-
родных загрязнений при низких температурах и
солености 2% NaCl в среде.

Таким образом, микробные сообщества арк-
тических грунтов, отобранных на острове Земля
Александры архипелага Земля Франца-Иосифа,
включают микробные популяции, способные
использовать компоненты дизельного топлива,
н-алканы, ароматические соединения и другие
углеводороды при низкой температуре. Получен-
ные сведения расширяют имеющиеся представ-
ления о составе и физиологических особенностях
микробных сообществ арктических грунтов.

ФИНАНСОВАЯ ПОДДЕРЖКА.

Накопительные и чистые культуры микроорганиз-

мов изучали при поддержке Министерства науки и

высшего образования Российской Федерации. Анализ

Таблица 3. Реологические характеристики культуральных сред с бактериями, выросших на средах с дизельным
топливом и C14–C16 н-алканами

*Д/т – дизельное топливо.
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Субстрат ‒ Д/т* Д/т C14–C16 C14–C16 Д/т C14–C16 C14–C16 C14–C16

ПН, мН/м 62.4 43.3 40.4 50.0 47.6 43.8 55.1 45.1 29.3

МН, мН/м 45.0 9.7 16.9 34.0 33.5 27.8 22.7 13.8 0.5
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микробных сообществ был выполнен за счет средств

гранта ПАО НК “Роснефть”, предоставленного наци-

ональному парку “Русская Арктика”.
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Microbial Diversity of Hydrocarbon-Contaminated Soils
of the Franz Josef Land Archipelago
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Abstract—In this work, we investigated the phylogenetic diversity and potential functional activity of micro-
organisms in the samples of hydrocarbon-contaminated Arctic soils. High-throughput sequencing of the V4
region of the 16S rRNA gene revealed predominance of bacterial sequences of the phyla Proteobacteria and
Actinobacteria in the libraries from contaminated soils. Relative abundance of bacterial sequences of the phyla
Acidobacteria, Chloroflexi, and Gemmatimonadetes was lower in the libraries of contaminated soil samples
compared to the samples not contaminated with hydrocarbons. The 16S rRNA gene sequences of potential
oil destructors of the genera Alkanindiges, Aquabacterium, Polaromonas, Pseudomonas, and Sphingomonas
were revealed. The number of cultivated hydrocarbon-oxidizing bacteria (HOB) in soil samples, determined
at 5 and 15°C, varied from 104 to 106 cells/g of soil. Thirteen pure HOB cultures were isolated, belonging to
the genera Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Janthinobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhodococcus,
and Sphingomonas, which were capable of growing with hydrocarbons and decrease the surface tension of the
medium. The information obtained expands the existing understanding of the composition and physiological
characteristics of microbial communities in Arctic soils.

Keywords: arctic soils, bacterial communities, hydrocarbon degradation, biosurfactants, diesel fuel



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2021, том 90, № 6, с. 692–705

692

НОВЫЕ БИОКОМПОЗИТНЫЕ МАТЕРИАЛЫ, ВКЛЮЧАЮЩИЕ 
УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩИЕ МИКРООРГАНИЗМЫ, 

И ИХ ПОТЕНЦИАЛ ДЛЯ ДЕГРАДАЦИИ НЕФТЕПРОДУКТОВ
© 2021 г.   Ю. А. Николаевa, *, И. А. Борзенковa, Е. В. Дёмкинаa, Н. Г. Лойкоa, Т. А. Канапацкийa, 

И. В. Перминоваb, А. Н. Хрептуговаb, Н. В. Григорьеваa, И. В. Близнецd, Н. А. Манучароваc,
В. В. Сорокинa, М. А. Коваленкоc, Г. И. Эль-Регистанa

aИнститут микробиологии им. С.Н. Виноградского, ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, 119071 Россия
bМосковский государственный университет им. М.В. Ломоносова, химический факультет, Москва, 119191 Россия

cМосковский государственный университет имени М.В. Ломоносова,
факультет почвоведения, Москва, 119191 Россия

dООО “Компания “БНТ” (Технопарк МГУ), Москва, Россия
*e-mail: NikolaevYA@mail.ru

Поступила в редакцию 07.07.2021 г.
После доработки 18.07.2021 г.

Принята к публикации 21.07.2021 г.

Повышение стабильности биопрепаратов углеводородокисляющих микроорганизмов (УОМ), ис-
пользуемых для биоремедиации объектов окружающей среды, загрязненных нефтепродуктами, яв-
ляется актуальной задачей. В настоящем исследовании разработаны новые биокомпозитные мате-
риалы для иммобилизации УОМ на поверхности микрокапсул (МК) из: полимочевины чистой или
модифицированной хитозаном или желатином; из полимолочной или полигликолевой кислот; а
также включения в гели из силанольных производных гуминовых кислот. В качестве УОМ исполь-
зовали грамотрицательные бактерии Acinetobacter seifertii WS1, Pseudomonas extremaustralis WS-1,
P. aeruginosa OIS 4.8.1, грамположительные бактерии Rhodococcus qingshengii 367-6, Dietzia maris 367-2, а
также дрожжи Yarrowia lipolytica 367-2. Выращивание УОМ в жидких средах совместно с МК на ос-
нове полимочевины с хитозаном (но не чистой полимочевины или с желатином) повышало числен-
ность жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) в 2‒5 раз по сравнению с контрольными вариантами (без
МК), как в свежевыращенных культурах, так и культурах, длительно (до 7 мес.) хранящихся при
комнатной температуре и доступе воздуха. Культивирование УОМ совместно с МК, полученными
из полимолочной кислоты, приводило к активному их обрастанию. В вариантах с МК из полигли-
колевой кислоты обрастание было менее заметным, что фиксировалось микроскопически. При
краткосрочном хранении (1 мес.) при комнатной температуре варианта с МК из полимолочной
кислоты выживало на 3 порядка больше клеток R. qingshengii, чем в контроле (без МК). Наиболее
эффективным было включение УОБ в гели из силанольных производных гуматов: в таких препара-
тах после 7‒12 мес. хранения титр КОЕ был выше, чем в контрольном варианте до 100 раз, скорость
дыхания также выше, чем в контрольном варианте. Биопрепараты на основе новых биокомпозит-
ных материалов с иммобилизованными УОМ обладали высокой функциональной активностью в
жидких средах и почвенных микрокосмах, загрязненных нефтью. Через 4 мес. хранения при ком-
натной температуре скорость окисления нефти такими биопрепаратами была в 2‒4 раза выше, чем
в контрольных вариантах. Важными для практического применения свойствами новых биокомпо-
зитных материалов являются: пролонгирование жизнеспособности клеток УОМ при длительном
(до 12 мес.) хранении; гомогенность культур в период их применения; наличие дополнительных
субстратов роста, также используемых для соокисления углеводородов.

Ключевые слова: углеводородокисляющие микроорганизмы, биокомпозитные материалы, микро-
капсулы, силанольно-гуминовый гель, длительное хранение, деструкция нефти
DOI: 10.31857/S0026365621060112

Восстановление экосистем, загрязненных
нефтью и (или) нефтепродуктами, является акту-
альной задачей (Sihag et al., 2014). Как правило,
проведение ремедиационных мероприятий со-

провождается использованием биопрепаратов на
основе углеводородокисляющих микроорганизмов
(УОМ) (Das, Chandran, 2011). Одним из серьезных
недостатков использования биопрепаратов являет-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ся гибель значительной части популяции микроор-
ганизмов при получении их товарных форм на эта-
пах сгущения и сушки, а также при хранении и
транспортировке. Особенно остро стоит проблема
сохранения жизнеспособности микроорганизмов в
жидких формах биопрепаратов, которые привле-
кательны для применения в природоохранных
биотехнологиях. Преимущество жидкой формы
состоит в том, что она проще и дешевле в произ-
водстве и не требует предварительной активации
при использовании.

При любом из известных способов стабилиза-
ции биопрепаратов (понимаемой как продление
сроков поддержания высокого/технологически
приемлемого титра жизнеспособных клеток), в его
состав входят дополнительные компоненты разной
функциональной направленности. На этом основа-
нии стабилизированные биопрепараты являются
биокомпозитными материалами (БКМ), опреде-
ляемыми как материалы, состоящие из двух или
более различных компонентов, один из которых
природного происхождения, при комбинирова-
нии которых у нового материала усиливаются
свойства исходных материалов (Rudin, Choi,
2013). Этот термин в настоящее время использу-
ется для определения двух или более различных
понятий. В инженерных науках и материаловедении
“БКМ” – это материал, включающий натураль-
ные компоненты (смолы и волокна) (Pilla, 2011;
Rudin, Choi, 2013). В биомедицине и смежных об-
ластях под биокомпозитами понимают биосовме-
стимые материалы, например, для имплантов в
стоматологии (Iqba, Keshavarz, 2017; Tayebi, Mo-
haramzadeh, 2018). Однако, строго говоря, дефини-
ции биокомпозитов более соответствуют материа-
лы, включающие в свой состав живые системы или
их компоненты, в результате чего усиливаются их
свойства (Rudin, Choi, 2013). Такими материалам
являются биосенсоры (Lupu et al., 2015), “живые
функциональные материалы” (Living Functional
Materials, LFM) (Chen et al., 2015; Liu, Xu, 2020), к
которым относят биопленки и живые организмы,
иммобилизованные в гидрогелях.

Эффективным подходом к стабилизации клеток
микроорганизмов является их иммобилизация од-
ним из трех известных типов: связывание/адгезия
на твердом носителе, включение в простран-
ственную структуру носителя (геля) и включение
в объем, ограниченный полупроницаемой мем-
браной (Mitropoulouet et al., 2013). В медицине,
фармакологии и для стабилизации пробиотиков
применяются такие конструкции, как микрокап-
сулы (МК) (Benita, 2005; Opara, 2017) – полые
тонкостенные сферы диаметром до 1000 мкм,
внутри которых заключен биологический или хи-
мический материал (Opara, 2017). Применение
МК в природоохранных биотехнологиях не рас-
пространено, хотя представляет интерес испы-
тать их в качестве твердых синтетических носите-

лей прикрепленного биоценоза, поскольку МК
практически не влияют на реологию жидкости, и
их удобно транспортировать и применять. Мож-
но ожидать, что адсорбция на поверхности МК
будет повышать защищенность микроорганизмов,
переходящих в биопленочный фенотип. Техно-
логически привлекательными свойствами МК
являются высокая площадь поверхности для при-
крепления микроорганизмов, возможность моди-
фицировать состав материала, в том числе – делать
его биодеградируемым. Применение биодегради-
руемых материалов одновременно имеет два по-
ложительных момента: они безопасны для окру-
жающей среды и являются дополнительным суб-
стратом для микрофлоры.

Одним из популярных биодеградируемых мате-
риалов являются полиоксикислоты (полимолоч-
ная, полигликолевая) (Sakurai et al., 2013), которые в
естественных условиях быстро разрушаются (Qi
et al., 2017). Другой перспективный биодегради-
руемый материал – полимочевина (в чистом виде
весьма инертная), модифицированная разрушае-
мыми биополимерами углеводной или белковой
природы (Martens, Domsch, 1981; Sears et al., 2016;
Tang et al., 2016).

Другим распространенным подходом к иммо-
билизации живых биокатализаторов является их
помещение в гели из различных веществ (Dzionek
et al., 2016), наиболее распространенными из ко-
торых являются ПВС (поливиниловый спирт),
альгинат кальция и ряд других. С учетом обнару-
женных нами свойств гуматов выступать эффектив-
ными стабилизаторами культур УОМ при длитель-
ном хранении (Николаев и соавт., 2019, 2020), в
рамках настоящей работы было интересно испы-
тать новый тип биосовместимого геля на основе
органосиланов, модифицированных гуматами
(Volikov et al., 2016a, 2016b). Эти гели разработаны
как безопасные барьеры для адсорбции тяжелых
металлов и других поллютантов. Для включения
микроорганизмов они не использовались. Такие
гели обладают дополнительными полезными и
уникальными свойствами – легко растворимы в
воде, содержат гуматы, которые являются поч-
венными мелиорантами и применяются для био-
ремедиации нефтезагрязненных почв (Дагуров и
соавт., 2005; Park et al., 2011; Kuráň et al., 2014).

Целью работы было разработать и испытать
новые биокомпозитные материалы на основе
биодеградируемых синтетических сорбентов –
носителей прикрепленного биоценоза УОМ, и геля
на основе силанольных производных гуминовых
веществ. В работе были исследованы свойства но-
вых биокомпозитов ‒ выживаемость включенных в
них УОМ разных видов при длительном хранении
в провокационных условиях, т.е. условиях, про-
воцирующих быструю гибель клеток (комнатная
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температура 18‒24°С, доступ воздуха), эффектив-
ность деструкции нефти.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. В работе были исполь-

зованы бактерии из коллекции культур лаборатории
нефтяной микробиологии Института микробиоло-
гии им. С.Н. Виноградского ФИЦ Биотехнологии
РАН, способные к окислению углеводородов:
грамотрицательные Acinetobacter seifertii WS1,
Pseudomonas extremaustralis WS-1, P. aeruginosa
OIS 4.8.1, грамположительные Rhodococcus qing-
shengii 367-6 (бывший R. еrytropolis), Dietzia maris
367-2, а также дрожжи Yarrowia lipolytica 367-2.

Условия культивирования. Культуры выращива-
ли на среде LB (Miller) (“Sigma-Aldrich”) в колбах
объемом 250 мл с 50 мл среды при 28‒30°С на ор-
битальной качалке (100 об./мин) в течение 24‒40 ч
до стационарной фазы роста.

Микрокапсулы из полимочевины синтезирова-
ны по технологии, описанной ранее (Lia et al.,
2015) с модификациями (Заявка на изобретение
РФ № 2020136378). Синтез основан на межфазной
реакции преполимера полимочевины, полиизоци-
аната (Wannate PM-200, “Вирареактив”, Россия),
растворенного в смеси дихлорметана/ди-
хлорфторэтана (2 : 1) и полиаминов триэтилен-
тетрамина/этилендиамина (3 : 1). Процесс получе-
ния микрокапсулированного препарата включает
этапы: 1) подготовка раствора преполимера по-
лимочевины – полиизоцианата; 2) подготовка
водного раствора эмульгатора (TWIN 80‒поливи-
ниловый спирт‒лаурилсульфат натрия 1 : 1 : 0.2);
3) приготовление эмульсии МК; 4) отверждение
полимера; 5) удаление галогенуглерода.

Для получения биоразлагаемых МК на стадии
4 в смесь вводили химически совместимые с тех-
нологией межфазной полимеризации природные
биоразлагаемые полимеры ‒ белок желатин и по-
лисахарид хитозан. Эти соединения содержат
свободные аминогруппы, позволяющие вводить их
в состав полимера. Использовали хитозан (низ-
комолекулярный хитозан с молекулярной массой
в диапазоне 1‒30 кДа, степень дезацетилирова-
ния 75‒95%) ‒ 25% от массы отвердителя (ЗАО
“Биопрогресс”, Россия) и желатин (свиной жела-
тин кислотной выделки, прочность студня
180 bloom (“Weishardt Int.”, Франция)), в количе-
стве 20% от массы отвердителя (полиаминов).

Полученные МК имели диаметр 40‒200 мкм, в
среднем 80‒100 мкм. Средняя площадь поверх-
ности оболочек микрокапсул составляла 0.054
м2/г. Определение осуществляли с применением
электронного сканирующего микроскопа.

Микрокапсулы из полимолочной кислоты
(ПМК) или полигликолевой кислоты (ПГК) полу-
чали по модифицированной методике (Daiguji et al.,

2009) в четыре стадии. 1 ‒ приготовление 5% рас-
твора одного из полимеров в дихлорметане и
эмульгатора (Твин-80 и поливиниловый спирт,
1 : 1) в воде; 2 ‒ механическое эмульгирование
растворов ПМК или ПГК в водном растворе
эмульгаторов в течение 10 мин с перемешиванием
при 3000 об./мин, основная реакция ‒ в течение
4 ч при 35°С до получения размера микрокапель
0.05‒0.5 мм; 3 ‒ создание повышенного давления
воздуха над микроэмульсией (более 300 кПа).
Воздух при этом растворяется в каплях и раство-
ре. Последующее уменьшение давления в сосуде
до атмосферного давления, приводит к появле-
нию микропузырьков в каплях, и в растворе. 4 ‒
после перехода хлористого метилена в водный
раствор поливинилового спирта происходит сжа-
тие капель и формирование полых микрокапсул
из ПМК или ПГК.

Полученный препарат МК представляет собой
10‒15%-ю водную суспензию капсул диаметром
25‒100 мкм, в среднем 80 мкм.

Гель из силанольных производных гуминовых
веществ (СПГВ) получали из гумата калия и на-
трия Powhumus (“Humintech”, Германия) и орга-
носилана 3-аминопропилтриэтоксисилан
(АПТЭС) (“АГМ-9”, ООО “Пента 91”, Россия)
по описанной ранее методике с модификациями
(Volikov et al., 2016b). К раствору гуматов (15%) до-
бавляли 5% (об./об.) АПТЭС при интенсивном
перемешивании на магнитной мешалке, после
чего титровали раствором ледяной уксусной кис-
лоты до рН 6‒7. Полученную смесь оставляли
при комнатной температуре. В течение 2‒12 ч
происходило загустевание (желирование) реак-
ционной смеси. В итоге формировалась силсеск-
виоксановая трехмерная структура, матрица, к
которой присоединялись полианионы гумата по-
средством ионных связей. Полученный гель был
однородным, обладал умеренными прочностны-
ми свойствами – не вытекал из пробирок при их
переворачивании, сохранял свои свойства в тече-
ние нескольких месяцев, при добавлении воды и
интенсивном перемешивании растворялся.

Иммобилизация микроорганизмов. Для иммо-
билизации микроорганизмов использовали два
подхода: 1) микрокапсулы вносили вместе с ино-
кулятом микроорганизмов в количестве 1.5‒3 г/л
и инкубировали вместе с растущими бактериями,
как описано выше, до стационарной фазы роста,
после чего оставляли стоять при комнатной тем-
пературе на несколько месяцев в стационарном
режиме. 2) Для иммобилизации в толще геля сус-
пензию клеток смешивали с композицией гуматов
и АПТЭС после ее нейтрализации в отношении
0.4‒0.5 : 1, разливали по пробиркам типа Эппен-
дорф (1.5 мл) или Фалькон (15 мл) и оставляли до
формирования геля, после чего хранили в тече-
ние нескольких месяцев при комнатной темпера-
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туре (18‒24°С) и доступе воздуха, т.е. в условиях,
неоптимальных для хранения культур (“провока-
ционных” для отмирания, моделирующих одни из
реальные условиях хранения культур, часто
встречающиеся в практике).

Оценка жизнеспособности микроорганизмов. О
жизнеспособности микроорганизмов судили по
двум критериям: 1) по титру жизнеспособных
клеток (КОЕ/мл), определяемому микрометодом –
путем высева десятичных разведений культур на
плотную среду LB, а также 2) по дыхательной ак-
тивности культуры, определяемой по скорости
накопления СО2 в герметически закрытом флако-
не. В этом случае скорость генерации СО2 прямо
пропорциональна количеству выживших клеток.
Для определения эмиссии СО2 инокулят – культу-
ру стационарной фазы роста, или культуры, хра-
нившиеся в течение определенного времени, вно-
сили вo флакон объемом 500 мл с 40 мл стерильной
среды Раймонда (г/л): CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.01; MnSO4 ⋅
⋅ 5H2O – 0.02; FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.01; Na2HPO4 – 1.5;
KH2PO4 – 1.0; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.2; NH4NO3 – 1.0;
NaCl – 5.0; pH 6.8‒7.2. Объем инокулята ‒ 3% от
объема среды. После стабилизации уровня СО2 в
газовой фазе (через 4 ч инкубации) во флакон
вносили раствор 0.5 мл 10% раствора глюкозы.
Концентрацию СО2 в газовой фазе определяли в
течение нескольких суток на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия).

О способности бактерий разлагать углеводороды
нефти также судили по накоплению СО2 в двух
системах: в жидкой среде и в почвенных микро-
космах.

В закрытые флаконы объемом 120 мл, содер-
жащие 10 мл жидкой среды Раймонда добавляли
источник углерода ‒ нефть Черемуховского ме-
сторождения (Республика Татарстан) плотно-
стью 0.9 г/см3 в количестве 2 об. % и инокулят
микроорганизмов в объеме 200 мкл (600 мкл для
культур в СПГВ-геле, т.к. при его приготовлении
культура разбавлялась в 3 раза). Флаконы инкубиро-
вали при температуре 30°С на качалке (100 об./мин)
в течение 10 сут. Объем среды и количество вно-
симого субстрата рассчитаны таким образом, чтобы
в замкнутом пространстве не создавалось условий
лимитирования для окисления нефтепродукта.
Периодически из флаконов с помощью шприца
отбирали пробы воздуха (0.4 мл), в которых опреде-
ляли концентрацию СО2 на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия). Для расчета эмиссии СО2, образовавше-
гося при деструкции нефтепродуктов, из суммар-
ного объема СО2 вычитали концентрацию угле-
кислого газа, образовавшегося в вариантах без
внесения нефти, только за счет субстратов, вно-

симых с инокулятом (материал микрокапсул, геля,
автолизаты клеток, остатки среды).

Почвенные микрокосмы создавали во флако-
нах объемом 15 мл с завинчивающейся крышкой.
Во флаконы вносили 5 г почвы, чернозема типич-
ного, верхнего, темно-гумусового горизонта (AU1),
отобранного летом 2019 г. в Воронежской области,
(заказник “Каменная степь”, Россия). В почву до-
бавляли 10% (по весу) нефти. Почву увлажняли,
добавляя 1 мл стерильной дистиллированной воды.
Испытуемые биопрепараты на основе R. qing-
shengii 367-6 добавляли в количестве 100 мкл: свеже-
выращенная культура на среде LB как положитель-
ный контроль, такая же культура, хранившаяся в
течение 4 мес. (предположительно – отрицатель-
ный контроль), такая же культура, стабилизиро-
ванная добавлением МК из ПМХ, ПМК, или ста-
билизированная включением в СГГ. В последнем
случае добавляли 300 мкл биопрепарата, т.к. при
приготовлении этого БКМ культура была разбав-
лена в 3 раза. Флаконы оставляли при комнатной
температуре на 30 сут под ватной пробкой, пери-
одически увлажняя почву дистиллированной во-
дой и встряхивая. Через 30 сут инкубации флако-
ны продували воздухом, герметично закрывали
крышкой и определяли накопление СО2 в тече-
ние 24 ч. Для расчета эмиссии СО2, образовавше-
гося при деструкции нефтепродуктов, из суммар-
ного объема СО2 вычитали газ, образовавшийся
на почве без внесения нефтепродукта. Концен-
трацию СО2 определяли на газовом хроматографе
Хроматэк-Кристалл 5000 (ЗАО СКБ “Хроматэк”,
Россия). Время инкубации 30 сут было выбрано
на основании предварительно проведенных ис-
следований, показавших, что в микрокосмах наи-
более активное окисление нефти проходит на
14‒30 сут инкубации, а количество клеток УОБ
максимально на 20‒30 сут инкубации (данные не
приводятся).

Об уровне адгезии микроорганизмов на поверх-
ности МК судили при микроскопировании образ-
цов с применением сканирующего электронного
микроскопа. Образцы центрифугировали 5 мин
при 7000 g, образовавшийся осадок дважды промы-
вали 0.05 М фосфатным буфером (рН 7.0), поэтапно
обезвоживали в растворах этилового спирта с воз-
растающей концентрацией (от 30 до 100%). Затем
препараты дважды отмывали в 100% ацетоне и
высушивали в критической точке. Полученные
препараты просматривали в сканирующем элек-
тронном микроскопе ТМ-3000 (“Hitachi”, Япония)
при ускоряющем напряжении 15 кВ. Биопленки
A. sefertii исследовали на растровом электронном
микроскопе JSM-IT200 (“JEOL”, Япония).

Статистическая обработка результатов. Все ис-
следования выполнены в двух‒трех биологических
повторностях, по два параллельных эксперимента в
каждом. При расчете титра КОЕ определяли сред-
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нее арифметическое и экспериментальную ошибку
(функция “среднее отклонение эксперименталь-
ных значений от среднего”) из 5‒7 параллельных
проб с использованием программы Microsoft Of-
fice Excell 2007. Различия между вариантами счи-
тали значимыми, если они превышали экспери-
ментальную ошибку, обычно не превышающую
30% для экспериментов по определению КОЕ и
1.5% для экспериментов по определению концен-
трации СО2. На рисунках представлены данные
типичных экспериментов, в таблицах – средние
значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В рамках задачи по стабилизации жидких пре-
паратов УОМ мы исходили из того, что стабилизи-
рованные биопрепараты должны обладать совокуп-
ностью свойств, благоприятных для их применения
при биоремедиации от нефтезагрязнений: высо-
ким титром живых клеток, хорошими реологиче-
скими свойствами, нетребовательностью к усло-
виям хранения, обусловливать высокую дисперс-
ность биокатализатора (клеток) при внесении в
природный объект. Эти качества учитывали при
выборе способов формирования стабилизиро-
ванных биопрепаратов УОМ.

Геометрические свойства микрокапсул. Микро-
капсулы из немодифицированной и модифициро-
ванной полимочевины имели сферическую форму

диаметром 40‒100 мкм. В зависимости от условий
получения МК из немодифицированной полимоче-
вины представлены двумя морфотипами – полу-
сферами с гладкой поверхностью (рис. 1а), смор-
щенными сферами, с соотношением “глуби-
на/поперечник углублений” ≥1 (рис. 1б). Если
полимочевина была модифицирована желатином,
МК имели округлую форму с волнистой поверхно-
стью, отношение “глубина/диаметр” углублений
было меньше 0.5 (рис. 1в). МК из полимочевины,
модифицированной хитозаном, представлены
сморщенными сферами, отношение “глуби-
на/поперечник углублений” ≥1 (рис. 1г).

МК из полимолочной кислоты (ПМК) пред-
ставлены слегка сморщенными тонкостенными
сферами, сформированными из микросфер по-
лимера, имеют размер 25‒100 мкм (рис. 1д). Инва-
гинации стенок МК выражены слабо. Поверхность
МК сформирована мелкими шариками ПМК. Эти
МК являются умеренно гидрофобными, т.к. лег-
ко и полностью диспергируются в масле, и мед-
ленно – в воде, при этом эмульсия стабильна в тече-
ние длительного времени. МК из полигликолевой
кислоты (ПГК) представлены сморщенными
сферами, поверхность бугристая, сформирована
из мелких слипшихся микросфер полимера, мно-
го капсул с трещинами (рис. 1е).

Иммобилизация клеток на/в новые носители.
Выращивание культур УОМ с микрокапсулами
всех типов выявило различную степень адгезии

Рис. 1. Микрофотографии микрокапсул из немодифицированной полимочевины (а, б), полимочевины, модифици-
рованной желатином (в), полимочевины, модифицированной хитозаном (г), полимолочной кислоты (д), полиглико-
левой кислоты (е).

20 мкм(а) 20 мкм(б) 20 мкм(в)

20 мкм(г) 20 мкм(д) 20 мкм(е)
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Рис. 2. Микрофотографии микрокапсул из полимочевины, модифицированной хитозаном, инкубированных в тече-
ние 48 ч (а, б) с культурами бактерий R. qingshengii (а, в) и A. seifertii (б, г), и хранившихся в течение 3 мес. (в, г).

10 мкм(а) 10 мкм(б)

10 мкм(в) 10 мкм(г)

клеток на поверхности МК. УОМ в минимальной
степени сорбировались на МК из немодифици-
рованной и модифицированной желатином по-
лимочевины, а также на МК из ПГК (данные не
приведены). Адгезия всех испытанных УОМ была
максимально выражена на МК из полимочевины,
модифицированной хитозаном (МК ПМХ)
(рис. 2) и на МК из ПМК (рис. 3).

На рис. 2 представлены микрофотографии МК
ПМХ после 48 ч культивирования с культурами
R. qingshengii (а) и A. seifertii (б). Для остальных
УОМ адгезия аналогично обильная. Основная
часть прикрепленных клеток располагалась в
складках МК ПМХ, что свидетельствует о невысо-
кой прочности прикрепления. Невысокая проч-
ность прикрепления клеток также подтверждает-
ся тем, что при интенсивном встряхивании (Вор-
текс, 1 мин) клетки смываются с поверхности, что
позволяет определять титр КОЕ методом деся-
тичных разведений. На приведенных фото видно,

что большая часть прикрепленных клеток объеди-
нена в агрегаты, соответствующие стадии начала
формирования биопленкок. Морфологически
клетки соответствуют клеткам стационарной фа-
зы роста.

Добавление МК ПМХ к растущим культурам
не изменяло скорости дыхания популяции в целом,
о чем свидетельствует отсутствие влияния МК на
накопление СО2 по сравнению с культурами без МК
(данные не приведены). При этом в присутствии
МК урожай клеток был в 2‒5 раз больше (по
КОЕ), чем в контроле, что объясняется переходом
клеток в биопленочное состояние, при котором
клетки находятся в состоянии с пониженной
скоростью роста и не подвергаются автолизу. Это
позволяет на исходно одинаковом количестве
субстрата нарасти большему количеству клеток.

Через 3 мес. хранения культур УОМ, вырос-
ших с МК ПМХ, микроскопическая картина су-
щественно не изменилась. Все МК были покры-
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ты клетками УОМ, и даже в большей степени, чем
двухсуточные культуры. При этом клетки стали
более короткими, что соответствует старым куль-
турам, отдельные клетки в их скоплениях про-
сматриваются хуже, что указывает на развитие
матрикса, что особенно выражено для А. seifertii
(рис. 2г).

Выведение части клеток из состояния планк-
тонного роста и их переход в состояние биопле-
ночного роста обусловило нарастание большего
количества клеток ‒ в 2‒5 раз, чем в отсутствие
МК (табл. 1). Переход в состояние биопленки
приводит к замедлению скорости роста, и на од-
ном и том же количестве исходного субстрата мо-
жет нарасти большее количество биомассы (Do-
rofeev, Panikov, 1998; Lipson, 2015). Способство-
вать накоплению большего количества
микроорганизмов также могли еще два фактора –
сорбция метаболитов, ингибирующих рост культур
в стационарной фазе, а также использование хи-
тозана как дополнительного источника углерода
(Beier, Bertilsson, 2013; Sawaguchi et al., 2015). Ана-
логичный эффект наращивания большей био-
массы микроорганизмов в присутствии сорбен-
тов описан в работе Ларионова и соавт. (2011).

Адгезия R. еrytropolis на МК из ПМК также
весьма обильна (рис. 3). Клетки 2-сут культуры
имеют укороченную палочковидную или кокко-
идную форму, что характерно для стационарной
культуры. Вне МК присутствуют агрегаты клеток
родококка. Через 2 недели целых МК практиче-
ски не наблюдается, фрагменты МК полностью
покрыты толстым слоем клеток микроорганиз-
мов. Морфология клеток (длинные палочки) со-
ответствует растущим клеткам. Такая картина
объясняется активным гидролизом материала МК,
ПМК, гидролазами микроорганизмов, разрушени-
ем МК и пролиферацией клеток культуры. Типич-
ную картину биопленочного роста можно наблю-
дать для грамотрицательных бактерий A. seifertii и

P. aeruginosa (рис. 4а и 4б соответственно). Клетки
погружены в обильный матрикс, едва различимы,
при этом видно, что они имеют укороченную
форму, соответствующую медленно растущей
или стационарной культуре.

Таким образом, можно заключить, что МК
ПМК являются дополнительным источником уг-
лерода и энергии для микроорганизмов, и, таким
образом, могут быть использованы для их стаби-
лизации при хранении.

Для иммобилизации клеток УОБ в гель из
СПГВ выращенные до стационарной фазы куль-
туры смешивали со свежеприготовленным гелем
и оставляли до застывания. Включение клеток в
гель приводило к снижению их титра КОЕ в
2‒8 раз (рис. 8) по причине токсичности одного
из компонентов геля, АПТЭС, пока он не поли-
меризовался. Однако микроскопически все клет-
ки выглядели как клетки культур стационарной
фазы роста, лизированных клеток обнаружено не
было (рис. 5). После 4 мес. пребывания в геле кар-
тина существенно менялась: наряду с вегетатив-
ными клетками появлялись покоящиеся клетки,
выявляемые по наличию утолщенных клеточных
стенок и/или наличию кристаллизованного ком-
пактизованного нуклеоида (рис. 5). Вокруг неко-
торых вегетативных клеток можно видеть поли-
мерный матрикс (рис. 5г) или микровезикулы
(рис. 5в), что характерно для биопленочного фе-
нотипа.

Жизнеспособность УОМ при длительном хране-
нии. Иммобилизация клеток УОМ на поверхно-
сти МК из ПМХ существенно сказалась на коли-
честве и жизнеспособности клеток при хранении
при комнатной температуре в стационарных
условиях (табл. 1). Культуры, выращенные в при-
сутствии МК из ПМХ, содержали в 2‒4.5 раза
больше клеток, чем в контроле (табл. 1). Возрас-
тание титра КОЕ произошло из-за того, что пере-
ход в состояние биопленки приводит к замедле-

Рис. 3. Электронные микрофотографии МК из ПМК после инкубации в течение 2 сут (а) и 2 недель (б) с культурой
R. qingshengii.

10 мкм(а) 10 мкм(б)
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нию скорости роста, что сделало возможным на-
растание большего количества биомассы на
одном и том же количестве субстрата. Во всех ва-
риантах экспериментов, включая контрольные, с
течением времени хранения культур происходило
снижение численности микроорганизмов на

один (R. qingshengii) – три порядка (остальные
культуры) за 200 сут. Однако численность микро-
организмов конце указанного срока хранения в
вариантах с МК из ПМХ была выше, чем в кон-
троле, в несколько раз. Очевидно, что иммобили-
зация на МК повышала количество клеток УОМ

Рис. 4. Электронная микрофотография МК из ПМК после инкубации в течение 9 мес. с культурой A. seifertii (а) и в
течение 4 мес. с культурой P. aeruginosa (б).

10 мкм(а) 10 мкм(б)

Рис. 5. Электронно-микроскопические фотографии клеток R. qingshengii (а, в) и A. seifertii (б, г) сразу после включения
в гель из СПГВ (а, б) и после хранения в течение 4 мес. (в, г). На рис. (в) и (г) слева – вегетативные клетки, справа –
разные типы покоящихся форм: с уплотненной цитоплазмой и утолщенной клеточной стенкой (верх) и кристаллизо-
ванным компактизованным нуклеоидом (низ).

1 мкм(а) 1 мкм(б)

1 мкм(в) 1 мкм(г)
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относительно контрольного варианта при небла-
гоприятных условиях хранения.

Определять число жизнеспособных клеток на
поверхности МК ПМК методом десятикратных
разведений сложно, т.к. клетки образуют агрега-
ты из десятков и сотен клеток, часто включенных
в густой матрикс. В варианте с R. qingshengii, кото-
рый хорошо диспергируется, после хранения в те-
чение 30 сут титр КОЕ культуры, выращенной в
присутствии МК, был на 3 порядка выше относи-
тельно контроля (рис. 6). Для P. aeruginosa эффект
МК ПМК методом десятикратных разведений не
выявляется из-за формирования обильного мат-
рикса (рис. 3).

Поэтому количество метаболически активных
клеток было оценено косвенно ‒ по скорости ды-
хания культур, хранившихся в течение одинако-
вого времени с или без добавления МК из ПМК.
В этом случае скорость генерации СО2 прямо
пропорциональна количеству выживших клеток.

На рис. 7 представлены данные по скорости
дыхания культур R. qingshengii и P. aeruginosa в от-
вет на добавление глюкозы. Тест на физиологиче-
скую активность культур после 30 сут хранения
подтвердил высокую эффективность применения
МК из ПМК, более выраженную для родококка.
Для R. qingshengii дыхательная активность культу-
ры, хранившейся 30 сут в присутствии МК ПМК,
всего лишь в 2 раза ниже, чем свежевыращенной
культуры, и в 8 раз выше, чем контрольной куль-
туры. Для P. aeruginosa наличие МК ПМК привело
к 5-кратному превышению дыхательной актив-
ности 30-суточной культуры по сравнению с кон-
трольной без МК.

Сопоставление результатов определения титра
жизнеспособных клеток, их дыхательной актив-
ности и микрофотографий культур R. qingshengii и
P. aeruginosa, позволяет заключить, что делать вы-
воды о влиянии того или иного фактора на сохра-
нение жизнеспособности культур необходимо с
учетом всей совокупности данных. Так, в случае
биопленочного развития культур метод десяти-
кратных разведений дает заниженные результаты
(P. aeruginosa), и для оценки количества метабо-
лически активных клеток необходимо оценивать
потенциальную дыхательную активность. При
этом дыхательная активность дает заниженную
оценку количества жизнеспособных клеток, как в
случае R. qingshengii. Этот феномен имеет место
вследствие гетерогенности длительно хранящих-
ся культур. В то время как часть клеток имеет не-
глубокую степень покоя, и они сразу начинают
дышать, другие клетки оживают только через не-
сколько часов нахождения на богатой среде, и ме-
тод традиционного определения КОЕ дает боль-
шее количество жизнеспособных клеток.

Включение четырех видов УОМ (R. qingshengii,
A. seifertii, P. aeruginosa, P. extremaustralis) и одного

дрожжевого организма (Y. lipolytica) в гель на осно-
ве СПГВ приводило к существенному повышению
титра КОЕ при длительном хранении культур от-
носительно контроля (рис. 8). При этом было вы-
явлено, что компоненты геля (очевидно, свободный
АПТЭС до полимеризации) могут быть токсич-
ными для микроорганизмов. Для R. qingshengii и
Y. lypolytica сразу после формирования геля титр
КОЕ был ниже контрольного в 5 раз, для P. aeru-
ginosa – в 2 раза, для A. seifertii – на 10%. Однако
выжившие клетки не отмирали в течение несколь-
ких месяцев, в отличие от контрольных вариантов.
Наблюдали рост культур УОМ и увеличение чис-
ленности КОЕ до 4-х раз в течение первых двух ме-
сяцев. После двух месяцев хранения Y. lypolytica
наблюдали увеличение численности популяции –
более, чем на 1 порядок за 4 мес. Во всех случаях
микроорганизмы, бактерии и дрожжи, сохраня-
лись лучше в геле, чем в контрольном варианте.
Через 2‒12 мес. хранения в геле количество кле-
ток было выше, чем в контроле, на 1‒2 порядка.
Такое необычное для культур отсутствие отмира-
ния будет исследовано отдельно, однако можно
предположить, что росту и длительному выжива-
нию культур способствовало наличие в среде ис-

Таблица 1. Титр жизнеспособных клеток (КОЕ/мл)
культур УОМ, выращенных в присутствии МК из
ПМХ на среде LB через разные промежутки времени
(сут) относительно нестабилизированного контроля в
процентах

Время хранения (сут)

0 60 90 200

P. aeruginosa 209 338 238 232
R. qingshengii 185 436 579 182
A. seifertii 476 212 293 6250
D. maris 165 264 304 178

Рис. 6. Динамика КОЕ R. qingshengii в присутствии
МК ПМК. 1 – нестабилизированный контроль. 2 – в
присутствии МК ПМК.
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точников питания – ацетата и этанола (который
образуется в результате полимеризации АПТС с
гуматами).

Деструкция нефти новыми биокомпозитными
материалами в жидкой среде и почве. На последнем
этапе работы было необходимо оценить, насколько
пригодны разработанные подходы к стабилиза-
ции культур УОМ (поддержанию титра жизне-

способных клеток при длительном хранении),
для использования в прикладном аспекте – в тех-
нологиях биоремедиации природных объектов
(вод и почв) от нефтепродуктов.

На рис. 9 представлены динамики накопления
СО2 культурой R. qingshengii при росте на жидкой
среде с нефтью в качестве единственного источ-
ника углерода.

Рис. 7. Дыхательная активность R. qingshengii (а) и P. aeruginosa (б), выращенных в присутствии МК ПМК и через 30 сут
хранения.
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Все культуры R. qingshengii начинали окислять
углеводороды нефти с задержкой на 3 сут, что свя-
зано с необходимостью подготовки их метаболиче-
ского аппарата (индукции ферментов окисления
углеводородов), поскольку они были выращены на
среде LB. В присутствии СПГВГ скорость эмиссии
СО2 (пропорциональная скорости деструкции
нефтепродуктов) начиналась с максимальной
скоростью 0.134% СО2/ч (рис. 9). Скорость де-
струкции нефтепродуктов 24-часовыми и 4-ме-
сячными культурами была в 3 раза ниже (0.04%
СО2/ч). Интересно отметить, что в случае 4-месяч-
ной культуры наблюдали увеличение скорости де-
струкции нефтепродукта относительно молодой
культуры, что обусловлено большей фенотипиче-
ской гетерогенностью популяции, вырастающей
из покоящихся клеток, и появлению клонов, спо-
собных к деструкции углеводородов более успешно,
чем доминировавший в исходной популяции ва-
риант, как это было продемонстрировано ранее
(Solyanikova et al., 2011; Ivshina et al., 2015; Солянико-
ва и соавт., 2017; Егозарьян и соавт., 2017). Неожи-
данно низкой оказалась эффективность окисления
нефти культурой в присутствии МК из полимоче-
вины и хитозана, поскольку выше было продемон-
стрировано более высокое содержание жизнеспо-
собных клеток в таких препаратах относительно
контроля (табл. 1). Очевидно, для эффективной
деструкции нерастворимого субстрата важна сте-
пень дисперсности биокатализатора, микроорга-
низмов. В данном эксперименте специальной де-
сорбции клеток с поверхности МК не проводили, в
итоге окисление нефти происходило в гетерофазной
(трехфазной) системе “нефть‒жидкость‒микро-
капсулы”, и затрудненный контакт нефти и клеток
обусловил низкую скорость процесса. При ис-
пользовании препарата с СПГВ, напротив, созда-
вались условия, благоприятные для окисления
нефти: вследствие растворения геля все клетки
находились в суспендированном состоянии, их
титр был высок, доступ к каплям нефти был мак-
симален. Кроме того, гуматы, входящие в состав
СПГВ обладают свойствами поверхностно-ак-
тивных веществ (Дагуров и соавт., 2005; Park et al.,
2011; Kuráň et al., 2014). В их присутствии нефть
легче образовывала эмульсию, что также способ-
ствовало повышению скорости деструкции угле-
водородов. Подтверждением является активность
еще одного варианта сравнения ‒ культура R. qing-
shengii, выращенная в тех же условиях (среда LB) и
хранившаяся в присутствии гумата Powhumus,
что приводит к повышению титра КОЕ культур
относительно контроля в ходе длительного хра-
нения, как это описано ранее (Николаев и соавт.,
2019) (кривая 5 на рис. 9). Скорость деструкции
нефти этим препаратом сопоставима с таковой у
молодой культуры.

Финальной проверкой эффективности био-
препаратов, стабилизированных с применением

новых подходов, была проверка ускорять деструк-
цию нефти на нестерильной почве, что наиболее
близко к реальным условиям биоремедиации. На
рис. 10 представлена скорость эмиссии СО2 из мик-
рокосмов чернозема, содержащего 10% нефти, об-
разующегося за счет окисления нефти. Величины
эмиссии СО2 для каждого варианта получены пу-
тем вычитания скорости эмиссии СО2 почвой без
нефти из величины эмиссии этого газа в варианте,
где почва загрязнена нефтью, т.е. где окисляется
как органическое вещество почвы, так и нефть.
Наибольшую активность, как и на жидкой среде,
обнаружила культура, стабилизированная с при-
менением СПГВ – скорость эмиссии СО2 была в
3.5 раза выше, чем в контрольной культуре того
же возраста, в 8 раз выше, чем 24-ч культурой.
Скорость деструкции нефти контрольной культу-
рой 4-месячного возраста была выше, чем свеже-
выращенной культурой почти в 2 раза. Добавле-
ние гумата (1.5 г/л) обусловило большую сохран-
ность клеток (Николаев и соавт., 2019) и,
поэтому, – повышение скорости окисления неф-
тепродуктов. Как и при росте на жидкой среде,
агрегация клеток в хранившихся биопрепаратах,
даже при условии их большей выживаемости, не
обеспечивала более высоких скоростей деструк-
ции нефти относительно контрольного варианта,
хранившегося то же время. При этом препарат, в
котором клетки находились в составе более плот-
ной биопленки, сформированной на МК из по-
лимолочной кислоты, обнаружил минимальную
активность по деструкции нефти.

На основании полученных результатов можно
заключить, что созданы новые биокомпозитные
материалы, микрокапсулы из полимочевины с
хитозаном, микрокапсулы из полимолочной кис-
лоты, силанольно-гуминовый гель, которые по-
вышают выживаемость клеток, иммобилизованных

Рис. 9. Динамика накопления СО2 культурами
R. qingshengii, хранившимися в течении 4 мес., на сре-
де с нефтью. Цифрами обозначены: 1 – культура воз-
растом 24 ч; 2 – культура без добавок, хранившаяся
4 мес.; 3 ‒ культура, хранившаяся 4 мес. в присут-
ствии СПГВ; 4 ‒ культура, хранившаяся 4 мес. в при-
сутствии МК ПМХ; 5 ‒ культура, хранившаяся 4 мес.
в присутствии 1.5% гумата Powhumus.
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с их применением в 2‒1000 раз относительно кон-
троля. Однако функциональные свойства новых
биокомпозитов определяются не только содержа-
нием жизнеспособных клеток, но также способ-
ностью клеток к диспергированию в условиях
применения, расширенным диссоциативным фе-
нотипическим спектром популяции, вырастающей
из биопрепарата, а также наличием дополнитель-
ных функций – способностью служить источником
углерода и энергии для микроорганизмов, обладать
поверхностно-активными и сорбционными свой-
ствами. Наилучшей комбинацией таких свойств об-
ладают биокомпозиты на основе силанольных про-
изводных гуминовых веществ и УОМ.
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Abstract—Increasing the stability of biopreparations with hydrocarbon-oxidizing bacteria (HOB), which are
used for bioremediation of oil-contaminated environmental objects, is presently an important task. In the
present work, new biocomposite materials were developed for HOB immobilization on the surface of micro-
capsules (MC) from: pure and chitosan- or gelatin-modified polyurea; polylactic and polyglycolic acids; and
cell incorporation into the gels of humic acids silanol derivatives. The tested organisms used were gram-neg-
ative HOB Acinetobacter seifertii WS1, Pseudomonas extremaustralis WS-1, P. aeruginosa OIS 4.8.1, gram-
positive bacteria Rhodococcus qingshengii 367-6, and Dietzia maris 367-2, as well as yeasts Yarrowia lipolytica
367-2. HOB cultivation in liquid media with chitosan-polyurea-based MCs (but not MCs of pure or gelatin-
modified polyurea) resulted in viable cell numbers (CFU/mL) 2‒5 times higher than in the control (without
MCs) both in freshly grown cultures and in those stored at room temperature under access to air for a long
time (up to 7 months). HOB cultivation together with polylactic acid MCs resulted in active surface growth.
Surface growth was less pronounced in the variants with polyglycolic MC, as was confirmed microscopically.
Survival of the R. qingshengii grown in the presence of polylactide MCs after storage for 1 month was three
orders of magnitude higher than in the control (without MCs). HOB immobilization in the gels of humate
silanol derivatives was the most efficient approach, which resulted in CFU titers up to 100 times higher than
in the control variant after storage for 7‒12 months; respiration rates were also higher than in the control. The
biopreparations with HOB immobilized in new biocomposite materials had high oil-oxidizing activity both
in liquid media and oil-contaminated soil microcosms. After 4-month storage at room temperature, the rate
of oil oxidation by these biopreparations was 2 to 4 times higher than in the control. The practically important
features of new biocomposite materials are: prolonged HOB cell viability in the course of long-term storage
(up to 12 months); homogeneity of the cultures at the time of application; and presence of additional growth
substrates, which may be used for hydrocarbon co-oxidation.

Keywords: hydrocarbon-oxidizing microorganisms, biocomposite materials, microcapsules, silanol-humine
gel, long-term storage, oil degradation
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В настоящей работе определено филогенетическое и функциональное разнообразие микроорганиз-
мов образцов дерново-подзолистой почвы, загрязненной и незагрязненной углеводородами, и ур-
бостратозема. Методом высокопроизводительного секвенирования V3–V4 региона гена 16S рРНК
показано, что в исследованных образцах почв преобладали бактерии филумов Proteobacteria, Actino-
bacteria и Acidobacteria. Наибольшей потенциальной функциональной активностью в преобразова-
нии соединений азота, деградации хлоралканов, хлоралкенов и бензоата обладали бактерии родов
Sphingomonas, Bradyrhizobium и Pseudolabrys в образцах дерново-подзолистой почвы и бактерии ро-
дов Brevundimonas, Stenotrophomonas и Streptomyces – в образцах урбостратозема. Из нефтезагрязнен-
ных почв были выделены штаммы Stenotrophomonas maltophilia, деградирующие нефть, нефтепро-
дукты и полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) (фенантрен, антрацен и пирен).
Микроорганизмы дерново-подзолистой почвы в условиях микрокосма эффективно деградировали
разные компоненты нафтено-метановой и метано-нафтеновой нефти. Количество ароматических
компонентов нафтено-метановой нефти, деградированных микробным сообществом почвы, и со-
обществом, обогащенным штаммом S. maltophilia П420в, было практически одинаковым, однако в
варианте с биоаугментацией процесс деградации этих компонентов протекал на 14 сут быстрее.
Обогащение почвы целевыми деструкторами ПАУ и ароматических соединений может быть целе-
сообразным для почв северных регионов с низкой продолжительностью летнего периода, загряз-
ненных нефтью с высоким содержанием ароматических и асфальто-смолистых соединений.

Ключевые слова: нефтезагрязненная почва, высокопроизводительное секвенирование, ген 16S рРНК,
прокариоты, функциональное разнообразие, микрокосмы, биоаугментация, полициклические аромати-
ческие углеводороды (ПАУ), Stenotrophomonas
DOI: 10.31857/S0026365621060094

Поступление органического углерода нефти в
почвы приводит к увеличению содержания алканов,
битуминозных веществ, ароматических соединений
и полициклических ароматических углеводородов
(ПАУ) и сопровождается тяжелыми экологически-
ми последствиями (Atlas, 1981). Изменяются фи-
зико-механические, агрохимические и продук-
ционные свойства почвы, гибнут растения, поч-
вы становятся непригодными для хозяйственного
использования. Некоторые нефти обладают бласто-
могенным и канцерогенным действием. Обычно

наиболее загрязненными оказываются верхние
слои почвенного профиля, что приводит к сни-
жению водо- и воздухопроницаемости почвы.

Дерново-подзолистые и подзолистые почвы
составляют основной фон почвенного покрова
России и занимают 15 и 26% площади соответ-
ственно. Нефть и нефтепродукты являются ос-
новными загрязняющими веществами для почв
этого типа. Биоразлагаемость компонентов неф-
ти обычно снижается в ряду: н-алканы > алканы с
разветвленной цепью > разветвленные алкены >
> низкомолекулярные ароматические соедине-
ния с н-алкильной цепью > моноароматические
соединения > циклические алканы > полицикли-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026365621060094 для авторизованных поль-
зователей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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ческие ароматические углеводороды (ПАУ) > ас-
фальтены (van Hamme et al., 2003). Для биореме-
диации загрязненных нефтепродуктами почв ши-
роко используются биотехнологии биостимуляции
и биоаугментации (Tyagi et al., 2011). Биостимуля-
ция включает внесение источников азота, фосфора,
калия, акцепторов электронов и воды для стимуля-
ции активности автохтонного микробного сооб-
щества, тогда как биоаугментация предполагает
внесение экзогенных микроорганизмов для уве-
личения активности целевой группы. Часто оба
метода используются одновременно. Показано,
что деградация нефти происходит под воздействием
почвенных микробных сообществ вследствие “са-
моочищающей способности” почв (Sutton et al.,
2013). Наименее подвержены биодеструкции ас-
фальто-смолистые компоненты нефти (Wang et al.,
2016), которые могут накапливаться в поверх-
ностных горизонтах почвы и ухудшать ее свойства.
В этой связи необходим поиск микроорганизмов,
эффективно деградирующих нефть и полицикли-
ческие ароматические углеводороды (ПАУ). Для
более полной очистки экосистем от нефтяных за-
грязнений необходимо использовать микроорга-
низмы, способные осуществлять биодеградацию
разных компонентов нефти. В обзоре (Tyagi et al.,
2011) рассмотрены преимущества и ограничения
метода биоаугментации на примере ряда лабора-
торных и полевых испытаний.

В лабораторном эксперименте консорциум
бактерий родов Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Achromobacter, Brevibacillus и Staphylococcus, получен-
ных из высокозагрязненных почв, деградировал до
60% нефтяного загрязнения почвы (Samarghandi
et al., 2018). В полевом эксперименте по очистке
загрязненных нефтью почв (Poi et al., 2017) был
успешно использован консорциум из 22 видов,
принадлежащих, главным образом, к родам Bacillus,
Pseudomonas и Acinetobacter. Внесение биопрепарата,
включающего 4 штамма бактерий родов Rhodococ-
cus и Pseudomonas и дрожжи Candida sp., в почву, за-
грязненную 60 м3 нефти, приводило к 78.8% сни-
жению содержания нефти (Сидоров и соавт.,
1997). Использование в технологии биоаугмента-
ции бактериальных и грибных культур, приспо-
собленных к условиям почвы и нефтяного загряз-
нения, имеет несомненные преимущества перед
внесением микроорганизмов из других местооби-
таний (Eriksson et al., 1999).

Целью настоящей работы было определение
филогенетического и функционального разнооб-
разия микроорганизмов образцов дерново-под-
золистой почвы, загрязненной и не загрязненной
углеводородами, выделение чистых культур, де-
градирующих полициклические ароматические
углеводороды и нефтепродукты, и оценка влия-
ния бактерий рода Stenotrophomonas на биодегра-
дацию нефти микрокосмами почв.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования. Объектами микробио-
логических исследований были образцы гумусо-
вого горизонта (А) дерново-подзолистой постагро-
генной оподзоленной глинисто-иллювиированной
почвы (по классификации Шишова и соавт., 2004)
или, соответственно, Umbric Luvisol (Классифи-
кация IUSS Working group…, 2014), отобранные с
участка, расположенного в пределах городской
черты и части пригородных территорий г. Элек-
троугли (Московская обл.). Образцы почв S1 и S2
отбирали по мере удаления от “Электроуглинско-
го завода технического углерода, ЗАО” на рассто-
янии 0.3 км (завод) (55.728016, 38.217825) и 12 км
(фон) (55.724371, 38.387340) соответственно. Тер-
ритория исследования находилась в течение дли-
тельного времени под техногенным воздействием,
вызванным функционированием завода по про-
изводству технического углерода из графита, сажи и
каменноугольной смолы. Загрязняющие вещества
поступали из этого источника через атмосферу на
большую часть территории. В пределах промыш-
ленной зоны и вблизи нее присутствует также
большое количество твердого материала, пред-
ставленного различными отходами производства,
в том числе углеводородсодержащими веществами
(Геннадиев и соавт., 2015). Для сравнения исследо-
вали образцы урбостратозема песчаного (S3), ото-
бранного в г. Москве (Манучарова и соавт., 2017),
дерново-среднеподзолистой почвы (S4), ото-
бранной на почвенном стационаре в Чашниково
(Солнечногорский район, Московской обл.), а
также загрязненные нефтью (S5, S6, S420 и
S417) образцы почв, отобранные на территории
залежи 302 Ромашкинского нефтяного место-
рождения (г. Лениногорск, Татарстан).

Состав сред и условия культивирования. Для
выделения микроорганизмов, деградирующих
ПАУ и нефтепродукты, готовили почвенную сус-
пензию в стерильной воде (1 : 10), которую исполь-
зовали для засева сред с разными органическими
субстратами. Специальных методов десорбции
микроорганизмов с почвенных частиц не приме-
няли. Минеральная среда включала (г/л):
К2НРО4 – 1.5; КН2РО4 – 0.75; (NH4)2SO4 – 0.05;
MgSO4 · 7H2O – 0.01; Ca(NO3)2 · 4H2O – 0.0005;
FeSO4 · 7Н20 – 0.0055. Субстраты вносили в среду
в следующих концентрациях: предельные углеводо-
роды (тетрадекан (С14H30), гексадекан (С16H34)),
нефть, нефтяные масла – 2 об. %, сахара, пептон –
2–5 г/л, спирты – 5 мл/л. Полициклические аро-
матические углеводороды (пирен, фенантрен,
аценафтен, флуорен), а также бифенил растворя-
ли в ацетоне и вносили в жидкую среду в концен-
трации 50 мг/л, в течение суток среду оставляли
при комнатной температуре для испарения аце-
тона и затем засевали почвенной суспензией или
полученными чистыми культурами бактерий. По-
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севы инкубировали в стационарных условиях при
температуре 20–23°C в течение 14 сут. Чистые
культуры аэробных бактерий, использующих
ПАУ, были выделены из накопительных культур
методом последовательных пересевов с жидких
сред на соответствующие плотные среды, содер-
жащие 15 г агар-агара/л. Процедуру выделения из
единичных колоний повторяли трижды. Чистоту
культур контролировали микроскопическим ме-
тодом и посредством анализа гена 16S рРНК ко-
лоний, полученных на плотной среде. Физиоло-
гические свойства штаммов, содержание Г + Ц в
ДНК и ДНК–ДНК сходство определяли, как
описано ранее (Nazina et al., 2001).

Биодеградация нефти и ПАУ почвенными мик-
рокосмами. Навески почвы (S4) в воздушно-су-
хом состоянии массой по 20 г помещали в чашки
Петри. Нефть растворяли в гексане в пропорции
1 : 25 (вес/вес, %), после чего раскапывали в каж-
дую чашку из расчета 200 мг нефти на 20 г почвы,
охватывая всю поверхность почвы. Источники
NPK не вносили. Смесь пирена и фенантрена в
соотношении 1 : 2 (вес/вес, %) также растворяли
в гексане и вносили из расчета 5 мг пирена и 10 мг
фенантрена на 1 чашку. Чашки Петри с почвой и
внесенными углеводородами выдерживали 2 сут в
термостате при 30°С для испарения гексана. За-
тем почвенный микрокосм инициировали увлаж-
нением до 60% от предельной полевой влагоем-
кости (Воронин, 1986). В течение опыта влаж-
ность почвы поддерживали постоянной, для чего
контролировали вес каждой чашки и доливали
стерильную водопроводную воду по необходимо-
сти. Чашки Петри с почвой инкубировали при
температуре 30°С. В работе использовали нафтено-
метановую нефть, отобранную на Ромашкинском
месторождении (пласт Д0), и метано-нафтеновую
нефть Хыльчуюского месторождения (пласт Р2).
Характеристика нефти приведена в таблице S1
(Геология и разработка…, 1996).

Биоаугментация почвы углеводородокисляющи-
ми бактериями. Штамм Stenotrophomonas maltophilia
П420в, выделенный из загрязненной нефтью
почвы Ромашкинского месторождения, наращива-
ли на плотной среде с пептоном, затем делали смыв
клеток и вносили в почву из расчета 1 × 107 кл./г
почвы.

Аналитические методы. Прирост биомассы чи-
стых культур при росте на жидких средах оцени-
вали по величине оптической плотности (OD590).
Для определения концентрации ПАУ в почве и в
жидкой среде, ПАУ экстрагировали хлороформом,
пробу высушивали, растворяли в 5 мл гексана и
оценивали спектрофотометрически изменение
концентрации. Изменение ароматической фрак-
ции в составе нефти также определяли спектро-
фотометрически при длине волны 254 нм (Dark,
1982). Состав предельных углеводородов нефти

определяли на хроматографе “Кристалл 5000.1”
(ЗАО СКБ “Хроматэк”, Россия) с пламенно-
ионизационным детектором и 15-м капиллярной
колонкой Zebron ZB-FFAP. Газом-носителем слу-
жил гелий. Температура колонки в ходе анализа
возрастала от 100 до 320°С со скоростью нагрева
5°С/мин. Количественную расшифровку хрома-
тограмм производили по методу внутренней нор-
мализации, рассчитывая содержание каждого алка-
на в относительных весовых процентах. Индекс Кi,
который является показателем биодеградации
нефти, рассчитывали по формуле:

Он отражает отношение суммы наиболее по-
казательных изопренанов – пристана и фитана, к
сумме нормальных насыщенных н-алканов – геп-
тадекана и октадекана. По мере биодеградации
нефти индекс Кi увеличивается. Остаточное содер-
жание нефти в почве определяли весовым методом
после экстракции углеводородов из навески почвы
горячим гексадеканом в аппарате Сокслета (Совре-
менные методы…, 1984). Все варианты опыта
проводили в трех повторностях для каждого вре-
мени инкубации.

Методы идентификации чистых культур и опре-
деления состава микробного сообщества почв. Чи-
стые культуры бактерий были идентифицирова-
ны методом анализа гена 16S рРНК с праймерами
8–27f/1492r (Lane, 1991). Филогенетический анализ
последовательностей гена 16S рРНК выделенных
штаммов проводили с использованием программы
BLAST сервера NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).
Филогенетическое разнообразие прокариот (бак-
терий и архей) в исследованных пробах почв
определяли методом высокопроизводительного
секвенирования ампликонов V3–V4 участка гена
16S рРНК и последующей биоинформатической
обработки полученных данных.

Выделение ДНК, амплификация и секвенирова-
ние генов 16S рРНК прокариот. ДНК выделяли из
образцов почв S1, S2 и S3 с использованием набо-
ра для выделения Power Soil DNA Isolation Kit
(“MO BIO”, США) в соответствии с инструкцией
производителя. Полученные препараты ДНК были
использованы для амплификации V3–V4 участка
гена 16S рРНК прокариот методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР). Амплификацию фраг-
ментов гена 16S рРНК осуществляли с помощью
вырожденных праймеров, комплементарных по-
следовательностям, как бактерий, так и архей:
PRK341F (CCTACGGGRBGCASCAG) и PRK806R
(GGACTACYVGGGTATCTAAT). Полученные
ПЦР-фрагменты очищали на колонках QIAquick
согласно протоколу производителя. Каждый
ПЦР-фрагмент растворяли в 50 мкл ТЕ-буфера,
полученного материала было достаточно для
дальнейшего анализа. Нуклеотидные последова-

19 20 17 18( )- ( )C -C -С -С .iК i i н н= + +
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тельности вариабельных фрагментов генов 16S
рРНК из образцов метагеномной ДНК определя-
ли с помощью высокопроизводительного секве-
нирования на полигеномном секвенаторе MiSeq
(“Illumina”, США).

Биоинформатический анализ. Полученные
фрагменты гена 16S рРНК были обрезаны с ис-
пользованием программ trimmomatic-0.36 по ал-
горитму SLIDINGWINDOW:4:15 (Bolger et al., 2014).
Прямые и обратные прочтения объединяли про-
граммой SeqPrep (https://github.com/jstjohn/
SeqPrep). Для обнаружения химер и демульти-
плексирования использовали фильтры QIIME
(Caporaso et al., 2010). Полученные последова-
тельности распределяли по операционным таксо-
номическим единицам (ОТЕ) с уровнем сходства
более 97%. Полученные ОТЕ идентифицировали
с использованием баз данных QIIME, онлайн-ре-
сурса SILVA (Quast et al., 2014; https://www.arb-sil-
va.de/ ngs/) и Knomics Biota. Статистические под-
счеты осуществляли с помощью Microsoft Excel.
Онлайн-ресурс ClustVis (Metsalu, Vilo, 2015;
https:// biit.cs.ut.ee/clustvis/) был использован для
создания тепловых карт (heatmaps) членов сооб-
щества на родовом уровне. OTE, идентифициро-
ванные с использованием онлайн-ресурса SILVA,
использовали для предсказания функциональных
характеристик бактериальных сообществ с исполь-
зованием пакета программ iVikodak (Nagpal et al.,
2019). Модуль Global Mapper этой программы на
основании базы данных KEGG использовали для
получения функциональных профилей, а Local
Mapper – для прогнозирования индивидуальных
профилей ферментов метаболизма азота, бензо-
ата и полициклических ароматических углеводо-
родов, представленных у бактерий исследуемых
микробных сообществ. Тепловые карты функци-
ональных профилей и ферментов, предсказанных
для сообществ, были построены с использовани-
ем интернет-ресурса ClustVis (http://biit.cs.ut.ee/
clustvis/, июнь 2021 г.).

Библиотеки фрагментов гена 16S рРНК прока-
риотных сообществ образцов почвы депонирова-
ны в NCBI, BioProject PRJNA744753.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разнообразие и потенциальная функциональная

активность микробных сообществ образцов почв. В
библиотеках гена 16S рРНК прокариот из образ-
цов дерново-подзолистой почвы, отобранной в
районе расположения завода технического угле-
рода (библиотека S1) и на расстоянии 12 км от не-
го (библиотека S2), были выявлены последова-
тельности представителей домена Bacteria; археи
не были обнаружены. Оба сообщества имели
большое сходство на уровне высших таксонов
(рис. 1). В составе почвенных сообществ преоблада-
ли бактерии филумов Proteobacteria (53.1 и 42.0% от

количества последовательностей в библиотеках
S1 и S2 соответственно), Acidobacteria (19.0 и
25.8%), Actinobacteria (12.2 и 17.2%), Gemmatimona-
detes (6.8 и 3.2%), Bacteroidetes (3.1 и 1.8%) и Firmi-
cutes (1.5 и 2.1%). Последовательности бактерий
филумов Nitrospirae (2.1%) и Verrucomicrobia (1.2%)
были выявлены только в библиотеке S1, а Chloro-
flexi (5.8%) – в библиотеке S2. В образце урбостра-
тозема S3 доля Proteobacteria была также высока и
достигала 79.1%; второй по представленности груп-
пой были Actinobacteria (10.1%). В библиотеке S3
были выявлены последовательности архей (0.2%)
филума Nanoarchaeota, принадлежащие некуль-
тивируемым Candidatus Woesearchaeota.

На родовом уровне в образцах S1 и S2 преобла-
дали альфапротеобактерии рода Sphingomonas
(34.7 и 43.7%) и некультивируемые Acidobacteria
(13.3 и 13.9%) (рис. 2). Представители рода Sphin-
gomonas распространены в различных местооби-
таниях, таких как почва, пресноводные и мор-
ские водоемы, воздух, песок пустыни, осадочные
породы, растения и загрязненные тяжелыми ме-
таллами рудничные воды. Бактерии рода Sphingo-
monas обладают множественными функциями,
включающими деградацию широкого ряда за-
грязнений окружающей среды (нефтепродуктов,
ПАУ, хлорсодержащих углеводородов, тяжелых
металлов, металлоорганических соединений и
других) и образование полезных фитогормонов, та-
ких как сфинган и геллановая камедь (Asaf et al.,
2020). Отмечаются большие перспективы в ис-
пользовании представителей рода Sphingomonas в
экологических биотехнологиях.

В образце урбостратозема S3 преобладали про-
теобактерии родов Brevundimonas (39.1%) и Steno-
trophomonas (25.0%) и актинобактерии рода Strepto-
myces (6.9%), известные способностью деградиро-
вать сложные органические компоненты гумусового
комплекса, нефтепродукты, хлорсодержащие аро-
матические соединения и ПАУ (Mukherjee, Roy,
2016; Hocinat et al., 2020; Ray et al., 2021).

Результаты определения филогенетического
разнообразия прокариот в образцах почв были
проанализированы с помощью программного
обеспечения iVikodak для оценки потенциальной
функциональной активности микробных сооб-
ществ почв (Nagpal et al., 2019). С помощью модуля
“Global Mapper” программы iVicodak было пред-
сказано, что бактерии, входящие в сообщества,
осуществляли основные пути метаболизма угле-
водов и энергетического метаболизма (рис. 3).
Сообщество незагрязненной нефтью дерново-
подзолистой почвы S2 обладало большей, по
сравнению с сообществом загрязненной почвы
S1, потенциальной способностью к осуществле-
нию этих путей, а также путей метаболизма азота
и серы, деградации ксенобиотиков, бензоата и
связанных с ним путей деградации полицикличе-
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ских ароматических углеводородов, аминобензо-
ата, катехола и хлорсодержащих органических со-
единений.

Бензоат является центраболитом деградации
многих ароматических углеводородов. В сообще-
ствах S1 и S2 присутствовали бактерии, обладаю-
щие двумя ключевыми ферментами пути аэробной
деградации бензоата (“Benzoate degradation I”), бен-
зоат-1,2-диоксигеназой (EC: 1.14.12.10) и дигидро-
оксициклогексадиен дегидрогеназой (EC: 1.3.1.25),
которые катаболизируют бензоат до катехола
(рис. S1а, S1б, доп. материалы). У бактериальных
сообществ предсказано наличие всех ферментов
катаболизма катехола, как до сукцинил-КоА, так
и до пирувата/ацетил-КоА. Кроме того, у бакте-
рий обеих сообществ присутствовал фермент бен-
зоат-КoA-лигаза (EC: 6.2.1.25), катализирующий
превращение бензоата до бензоил-КоА – интерме-
диата биодеградации многих ароматических соеди-
нений. Однако ферменты пути анаэробной дегра-

дации бензоата через бензоил-КоА отсутствовали
у исследуемых сообществ. В сообществах S1 и S2
за деградацию бензоата отвечали Alphaproteobacteria
родов Sphingomonas, Bradyrhizobium и Pseudolabrys
(рис. S2а, S2б, доп. материалы). Присутствующие
в этих образцах почв бактерии осуществляли
лишь единичные реакции превращений ПАУ
(рис. S3а, S3б и S4а, S4б, доп. материалы).

У бактерий, входящих в S1 и S2 сообщества,
было предсказано наличие ферментов комплекса
“Метаболизм азота” участвующих в диссимиля-
ционном восстановлении нитратов до молеку-
лярного азота (собственно денитрификация) и
нитратредукции с образованием аммония, а так-
же в ассимиляционном восстановлении нитрата
до аммония (рис. S5а, S5б, доп. материалы). Потен-
циальная представленность фермента нитратредук-
тазы (EC: 1.7.5.1), катализирущего восстановление
нитрата до нитрита в процессах денитрификации и
диссимиляционной нитратредукции, была сравни-

Рис. 1. Относительная доля последовательностей фрагментов гена 16S рРНК Bacteria, представленных на уровне фи-
лумов/классов в библиотеках из образцов незагрязненной и загрязненной углеводородами почвы. Перечислены так-
соны, составляющие >1% в каждой библиотеке.
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тельно высокой, как и представленность остальных
ферментов этих путей, катализирующих восстанов-
ление нитрита до молекулярного азота и аммония
соответственно. В меньшей степени у микроорга-
низмов этих сообществ был представлен фермент
ферредоксин-нитратредуктаза (EC: 1.7.7.2), катали-
зирующий восстановление нитрата до нитрита в

процессе ассимиляционной нитратредукции, и
фермент ферредоксин-нитритредуктаза (EC:
1.7.7.1), завершающий этот процесс восстановле-
нием нитрита до аммония. Все ферменты пути
метаболизма азота были наиболее представлены у
микроорганизмов S2 сообщества незагрязненной
дерново-подзолистой почвы. Наибольший вклад

Рис. 2. Тепловая карта (heatmap) распределения 25 доминантных родов в библиотеках фрагментов гена 16S рРНК бак-
териальных сообществ из образцов почв. Двойная иерархическая дендрограмма показывает распределение бактерий
в этих библиотеках. Переход цвета от синего до красного обозначает относительные величины содержания отдельных
родов (от менее представленного к более представленному роду в библиотеке). Цифры на диаграмме обозначают % от
общего количества последовательностей в библиотеке из каждой пробы.
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в преобразование азота в сообществах S1 и S2
вносили Alphaproteobacteria родов Sphingomonas,
Bradyrhizobium и Pseudolabrys, среди которых из-
вестны виды, способные к денитрификации
(рис. S6а, S6б, доп. материалы).

В соответствии с представленностью в биб-
лиотеке рибосомных генов микроорганизмов ур-
бостратозема (S3), бактерии родов Brevundimonas,
Stenotrophomonas и Streptomyces характеризовались
наибольшей потенциальной активностью в пре-
образовании соединений азота, деградации хло-
ралканов, хлоралкенов и бензоата (рис. S7–S10,
доп. материалы). Однако помимо этих родов по-
тенциально активными в деградации полицикли-
ческих ароматических углеводородов были также
бактерии рода Pusillimonas (рис. S11, S12), пред-
ставленность которых в S3 библиотеке генов 16S
рРНК не превышала 3%. Неоднократно отмеча-
лось участие бактерий родов Brevundimonas, Steno-
trophomonas, Streptomyces и Pusillimonas в деградации
загрязненных нефтью почв, нефтяных шламов,
хлорсодержащих соединений и ПАУ (Arulazhagan
et al., 2017; Egorova et al., 2021; Al-Mur et al., 2021;
Lara-Moreno et al., 2021).

Использование нефтепродуктов и ароматиче-
ских углеводородов микроорганизмами почвы. Ис-
следована способность микробных сообществ об-
разцов почв использовать сырую нефть, нефтяные
масла, насыщенные прямоцепочечные углеводо-
роды (С12–С16), ароматические соединения (наф-
талин, бифенил) и ПАУ (фенантрен, флуорен и
пирен). Рост микроорганизмов был обнаружен в
посевах всех исследованных почвенных образцов
на жидкие среды с нефтью. Наиболее богатый
рост наблюдали в средах с насыщенными углево-
дородами и нефтяными маслами, особенно с ми-
неральным маслом (табл. S2). На средах с исполь-
зованием фенантрена и пирена наблюдался наи-
лучший рост микроорганизмов: изменялся цвет
среды и образовывалась биопленка на поверхно-
сти жидкости. Поскольку существовала вероят-
ность роста микроорганизмов за счет веществ,
присутствующих в почве, полученные накопи-
тельные культуры трижды последовательно пере-
севали на среды с соответствующими субстратами.
Микроорганизмы, присутствующие в исследован-
ных образцах почв, были способны расти на аро-
матических субстратах и ПАУ в 4-х последователь-
ных пересевах (табл. S3). Накопительные культуры,

Рис. 3. Тепловая карта, показывающая сравнение функциональных профилей бактериальных сообществ образцов
почв (в относительных процентах) в программе iVikodak.
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полученные из нефтезагрязненной почвы на тер-
ритории Ромашкинского нефтяного месторожде-
ния, демонстрировали лучший рост за счет ПАУ.

Выделение чистых культур углеводородокисля-
ющих бактерий. Накопительные культуры, полу-
ченные в средах с бифенилом и ПАУ (фенантреном
и пиреном), были использованы для выделения чи-
стых культур. Методом последовательных пересе-
вов с плотных сред на жидкие среды было выделено
25 чистых культур. Полученные штаммы поддер-
живали на средах с бифенилом, фенантреном и
пиреном, соответственно тому, на каком субстра-
те они были выделены. Наиболее полно потреб-
ляли бифенил – штаммы Б420б и Б417а
(рис. S13а), фенантрен – штамм Ф420б
(рис. S13б), пирен – штаммы П420в и П417г
(рис. S13в). Ряд штаммов, наиболее эффективно
деградирующих углеводороды, был идентифици-
рован методом анализа последовательности гена
16S рРНК. Гены штаммов Б420г, ФП1в и П420в
имели, соответственно, 100, 97 и 96% сходства с ге-
ном Stenotrophomonas maltophilia, а ген штамма Б417а
был идентичен гену Micrococcus oxydans (100% сход-
ства). Содержание Г + Ц в ДНК штаммов Stenotro-
phomonas spp. Б420г, ФП1в и П420в составляло
66.2, 62.1 и 66.6 мол. % соответственно, и было
близко величине Г + Ц в ДНК типового штамма
вида S. maltophilia (66.6 мол. %). Величина ДНК–
ДНК гибридизации штамма Б420г со штаммами
П420в и ФП1в составляла 99 и 21%, что позволяет
отнести штаммы Б420г и П420в к виду Stenotro-
phomonas maltophilia, а штамм Б420г, вероятно,
принадлежит к новому виду этого рода. Штаммы
S. maltophilia ФП1в и П420в использовали насы-
щенные прямоцепочечные н-алканы (С12–С16),
ароматические углеводороды (нафталин, фенан-
трен, бифенил, флуорен, пирен), различные неф-
тяные масла (моторное, турбинное, трансформа-
торное, компрессорное и минеральное) и нефть.
Фенотипические признаки штамма S. maltophilia
П420в соответствовали таковым бактерий рода
Stenotrophomonas. Штамм П420в рос в интервале
рН от 5.5 до 7.8 с оптимумом рН 6.5–7.0, в интер-
вале температуры от 10 до 35°С с оптимумом око-
ло 20°С (табл. S4). Поскольку бактерии рода Ste-
notrophomonas входят в состав микробных сооб-
ществ загрязненных нефтью почв (например,
образца S3), и выделенные штаммы Stenotrophomon-
as maltophilia используют широкий спектр прямо-
цепочечных н-алканов и ПАУ, штамм S. maltophil-
ia П420в был выбран для дальнейшей работы с
микрокосмами почв. Мы полагали, что культура,
растущая на пирене, состоящем из слитых четы-
рех бензольных колец, будет использовать и ме-
нее сложные ПАУ. Представители этого рода из-
вестны своей способностью к росту на широком
ряде субстратов, в том числе ароматической приро-
ды (Mukherjee, Roy, 2016).

Биодеградация ПАУ и нефти микрокосмами дер-
ново-подзолистой почвы. В модельных экспери-
ментах в условиях искусственного загрязнения
почвы S4 смесью ПАУ или нефтью исследована
способность почвы к самоочищению и влияние
внесения углеводородокисляющей бактерии
S. maltophilia П420в (биоаугментации) на биоде-
градацию этих субстратов. Автохтонная микро-
флора дерново-подзолистой почвы использовала
внесенную в почву смесь ПАУ (рис. S14). Однако
в течение первых 14-сут эксперимента рост мик-
роорганизмов был подавлен, и наблюдалась лаг-
фаза в деструкции ПАУ. Затем почвенное сообще-
ство, вероятно, адаптировалось к токсичным веще-
ствам, и в течение третьей недели был использован
весь фенантрен и часть пирена. Обогащение поч-
венного сообщества штаммом-деструктором ПАУ,
S. maltophilia П420в, приводило к небольшому уве-
личению скорости разложения поллютантов, но к
концу эксперимента (42 сут) в обоих вариантах
пирен и фенантрен были использованы полностью,
причем фенантрен был использован быстрее, чем
пирен. Внесение штамма-деструктора ПАУ лишь
сокращало время разложения загрязнителей мик-
робным сообществом почвы.

В лабораторном эксперименте в условиях
микрокосма почву искусственно загрязняли ме-
тано-нафтеновой и нафтено-метановой нефтью и
исследовали способность почвенной микробио-
ты к самоочищению и влияние интродуцирован-
ного штамма S. maltophilia П420в на деградацию
нефти. Была оценена биодеградация разных ком-
понентов нефти (насыщенных углеводородов,
изоалканов и ароматических соединений).

Для оценки абиотических потерь за счет испа-
рения компонентов нефти были поставлены кон-
троли со стерильной почвой. Метано-нафтеновая
нефть содержала больше легких насыщенных угле-
водородов, чем нафтено-метановая нефть (табл. S1).
За 42 сут инкубации потери за счет испарения лег-
ких компонентов нафтено-метановой и метано-
нафтеновой нефти составили 20 и 77% соответ-
ственно. Помимо испарения абиотические потери
нефти были обусловлены также сорбционными
процессами, при которых высокомолекулярные
компоненты нефти необратимо сорбировались
почвой и не извлекались далее растворителями.

Всего с учетом абиотических факторов и био-
генных процессов за 42 сут эксперимента в вариан-
те с почвенным сообществом было деградировано
42%, а в варианте с биоаугментацией штаммом
П420в деградировано 43% от общего количества
внесенной нафтено-метановой нефти (рис. 4а). В
начале эксперимента, когда использовались пре-
имущественно алифатические углеводороды, бы-
ло деградировано больше нефти, чем в последую-
щий период, когда использовались ароматиче-
ские компоненты нефти.
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Скорость разложения метано-нафтеновой
нефти была выше в присутствии штамма П420в
(рис. 4б). Через 14 сут инкубации в варианте с ав-
тохтонным микробным сообществом биодегра-
дация еще не началась, а в варианте с интродук-
цией – было деградировано около 10% нефти. Через
35 сут количество деградированной нефти в почве
в обоих вариантах практически сравнялось и со-
ставило 15%. Таким образом, внесение культуры
ускорило на 14 сут процесс разрушения метано-
нафтеновой нефти, но не повлияло на величину
ее остаточного содержания в почве. В результате
абиотических процессов было удалено больше
легкой метано-нафтеновой нефти (77%), чем в
ходе биогенных процессов (15%).

Изменение компонентного состава нефти микро-
космами почв. Под воздействием почвенного
микробного сообщества происходило изменение
группового состава нефти и содержания индивиду-
альных углеводородных соединений. Изменился
состав алифатической части обеих нефтей: содер-
жание н-алканов существенно уменьшилось; со-
держание изоалканов – изменилось в меньшей сте-
пени за счет потребления соединений с небольшим
числом атомов углерода. Анализ алифатической со-
ставляющей нафтено-метановой нефти (рис. S15)
показал, что в варианте со штаммом S. maltophilia
П420в и в варианте без интродукции содержание
н-алканов уменьшалось практически одинаково в
течение 21 сут эксперимента и впоследствии не
изменялось; за это время микроорганизмы ис-
пользовали доступные им предельные углеводо-
роды. Коэффициент Кi, отражающий соотноше-
ние между изо- и н-алканами, в нафтено-метано-
вой нефти изменился с 0.78 (в исходной нефти) до
1.20 и 1.33 к концу эксперимента в вариантах без
интродукции и с интродукцией штамма соответ-
ственно. На 21 сут биодеградация насыщенных УВ
практически прекратилось, и в период 35–42 сут
эксперимента большее значение приобрело раз-
рушение ароматических компонентов нефти, ко-
гда их содержание снизилось на 53% (рис. S16а).
Всего за 42 сут эксперимента микроорганизмы
почвы деградировали 72.9% ароматических УВ.
Почвенное сообщество, обогащенное штаммом
S. maltophilia П420в, деградировало 74.9% арома-
тических компонентов нафтено-метановой нефти.

Динамика потребления предельных углеводо-
родов метано-нафтеновой нефти была иной (дан-
ные не представлены). Микробное сообщество
почвы потребляло значительную часть н-алканов,
оставшихся в нефти после испарения, и интро-
дукция штамма П420в в почву практически не от-
разилась на скорости биодеградации этих соеди-
нений. Соотношение между изо- и н-алканами в
метано-нафтеновой нефти (коэффициент Кi) из-
менилось с 0.63 (в исходной нефти) до 0.79 и 0.80
к концу эксперимента (варианты без интродук-

ции и с интродукцией соответственно). В метано-
нафтеновой нефти микроорганизмы потребляли
в основном н-алканы.

Внесение штамма S. maltophilia П420в ускоря-
ло потребление ароматической фракции в обоих
исследованных типах нефти (рис. S16а, S16б).
Интродукция штамма-деструктора ПАУ в почву,
загрязненную нафтено-метановой нефтью, не
сказалось на остаточном содержании ароматиче-
ской фракции в деградированной нефти, но уско-
рила процесс ее разрушения по сравнению с ее
деградацией почвенным сообществом. В случае с
метано-нафтеновой нефтью в присутствии ин-
тродуцированного штамма было деградировано
62.1% ароматических углеводородов, что на 10.6%
больше по сравнению с количеством ароматиче-
ских углеводородов, деградированных автохтон-
ным сообществом почвы (50.6%).

Две фазы процесса биоремедиации почв от
нефти, когда большая часть деградации происходи-
ла на первом этапе (50% снижение за 35–45 дней), а
во вторую фазу деградировало около 10% нефти,
отмечали и другие исследователи (Kaplan, Kitts,
2004; Liu et al., 2011; Sutton et al., 2013; Samarghandi
et al., 2018). На ранней стадии биоремедиации
разрушались преимущественно нормальные ал-

Рис. 4. Деградация нафтено-метановой (а) и метано-
нафтеновой (б) нефти микрокосмами дерново-под-
золистой почвы (1), а также при биоаугментации поч-
вы штаммом S. maltophilia П420в (2) с учетом абиоти-
ческого снижения нефти в контрольной почве.
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каны и низкомолекулярные ароматические со-
единения (Venosa et al., 1997).

Нами показана большая роль испарения при
очистке почв, особенно от легкой метано-нафте-
новой нефти; 77% этой нефти было удалено из
почвы вследствие абиотических процессов. Для
нафтено-метановой нефти, содержащей меньшее
количество легких парафинов, роль этого абио-
тического фактора при ее удалении из почвы бы-
ла существенно меньше.

Проведенные исследования позволяют оце-
нить метаболический потенциал почвенного
микробного сообщества в деградации углеводо-
родов, потребление разных компонентов нефти в
динамике, количественно оценить вклад абиоти-
ческих и биогенных процессов в деградацию нефти.
Однако в лабораторных экспериментах не учиты-
вается ряд природных факторов, влияющих на
преобразование нефти, таких как реальная тем-
пература и ее флуктуация в течение суточного
цикла, влажность и структура почвы, наличие
растительности и другие.

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что самоочищающая способность дерново-
подзолистой почвы от нефтяных загрязнений вы-
сока; скорость биодеградации ряда ароматиче-
ских компонентов нефти может быть повышена в
присутствии таких бактерий как Stenotrophomonas
maltophilia – деструкторов специфических угле-
водородов. В литературе неоднократно упомина-
ется использование Stenotrophomonas maltophilia в
составе микробных консорциумов для биоаугмен-
тации почв загрязненных нефтью (Xu et al., 2018).
Способность выделенных штаммов бактерий раз-
лагать алканы и ПАУ может иметь практическое
значение при биоремедиации сред загрязненных
нефтью с высоким содержанием ПАУ. В северных
районах России, где теплый период года непродол-
жителен, процессы биодеградации не успевают раз-
вернуться в полной мере. В этом случае целесооб-
разно обогащение почвенного микробного сооб-
щества консорциумами бактерий, деградирующих
целевые классы нефтяных углеводородов. Перед
использованием бактериальных препаратов для
биоремедиации почв необходимо предварительные
исследования воздействия биопрепарата на опре-
деленный тип нефтяного загрязнения для кон-
кретных почвенно-климатических условий.
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Abstract—The paper deals with the phylogenetic and functional microbial diversity in the samples of umbric
luvisol contaminated and uncontaminated with hydrocarbons and of urban stratozem. High-throughput se-
quencing of the V3–V4 region of the 16S rRNA gene revealed predomination of bacteria of the phyla Proteo-
bacteria, Actinobacteria, and Acidobacteria in the studied soil samples. Bacteria of the genera Sphingomonas,
Bradyrhizobium, and Pseudolabrys in the samples of umbric luvisol and bacteria of the genera Brevundimonas,
Stenotrophomonas, and Streptomyces in urbostrstozem had the greatest potential functional activity in conver-
sion of nitrogen compounds, degradation of chloroalkanes, chloroalkenes, and benzoate. Strains of Stenotro-
phomonas maltophilia, which degraded oil, petroleum products, and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs, phenanthrene, anthracene, and pyrene) were isolated from oil-contaminated soils. Under micro-
cosm conditions, microorganisms of umbric luvisol efficiently degraded various components of naphthenic-
methane and methane-naphthenic oil. While the content of aromatic components in naphthene-methane oil
degraded by the soil microbial community and by the community enriched with S. maltophilia strain P420b
was almost the same, in the variant with bioaugmentation the degradation process of these components pro-
ceeded 14 days faster. The enrichment of soil with specific degraders of PAHs and aromatic compounds may
be appropriate for the soils of northern regions with a low duration of the summer period, which are polluted
with oil with a high content of aromatic and asphalt-resinous compounds.

Keywords: petroleum-contaminated soil, high-throughput sequencing, 16S rRNA gene, prokaryotes, func-
tional diversity, microcosms, bioaugmentation, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), Stenotrophomonas



МИКРОБИОЛОГИЯ, 2021, том 90, № 6, с. 718–727

718

ШТАММ AZ-130 ИЗ НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННОЙ ПОЧВЫ АЗЕРБАЙДЖАНА: 
ИЗОЛЯЦИЯ, АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЙ СКРИНИНГ И ОПТИМИЗАЦИЯ 

УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
© 2021 г.   А. Г. Агаеваa, b, *, С. Дж. Стритфилдa, И. М. Гусейноваb

aФраунхофер США, Центр Средней Атлантики, Ньюарк, DE 19711 Соединенные Штаты Америки
bИнститут молекулярной биологии и биотехнологий НАН Азербайджана, Баку, AZ1073 Азербайджан

*e-mail: aytanaghayeva@gmail.com
Поступила в редакцию 14.04.2021 г.

После доработки 21.07.2021 г.
Принята к публикации 30.07.2021 г.

Целью представленной работы является изоляция бактерий из нефтезагрязненных почв Азербай-
джана, их антибактериальный скрининг и выбор оптимальных условий для максимальной продук-
ции веществ, обладающих антибактериальной активностью, так как исследование необычных и ра-
нее не анализированных источников представляет значительный интерес для выделения штаммов
бактерий с новыми свойствами. В результате проведенных исследований из нефтезагрязненного
образца почвы, собранного в поселке Лёкбатан, были выделены 44 бактериальных штамма, которые
анализировались на наличие антибактериальной активности против одного грамотрицательного и двух
грамположительных условно-патогенных штаммов методом подавления роста. После первичного
скрининга установлено, что 3 штамма продуцировали соединения, обладающие антибактериальной ак-
тивностью, по меньшей мере, против одного индикаторного организма. При скрининге супернатанта
штамм AZ-130 показал сильную антиграмположительную активность и методом секвенирования гена
16S рРНК был идентифицирован как Bacillus vallismortis. Поиск в APD3 показал, что на данный момент
нет известных антибиотиков, продуцируемых бактерий B. vallismortis. Для дальнейшей очистки и ха-
рактеристики антимикробного соединения, продуцируемого данным штаммом, условия выращи-
вания (среда, температура и время культивирования), при которых синтез антимикробного соеди-
нения достигает наивысших значений, были оптимизированы. Исследовано влияние компонентов
четырех сред при четырех различных температурах на продукцию биоактивной молекулы AZ-130.
Супернатанты, собранные от культур AZ-130, выращенных при соответствующих условиях, очища-
ли и анализировали на антибактериальную активность против Staphylococcus aureus методом подав-
ления роста и микроразведения в бульоне. Продукция молекулы AZ-130 достигает наивысшего
уровня при культивировании штамма в среде TB + 2% глюкоза в течение 2 сут при температуре 32°C.

Ключевые слова: антибактериальные агенты, антимикробная активность, антибиотики, биоактив-
ные молекулы, вторичный метаболит, натуральные продукты, оптимизация среды, патогенные
бактерии, первичный метаболит, условия культивирования
DOI: 10.31857/S0026365621060033

Антибиотики, являясь очень важными нату-
ральными продуктами для здоровья человека, внес-
ли значительный вклад в борьбу с инфекционными
заболеваниями (Li, Vederas, 2009; Newman, Cragg,
2012). С 1928 года, когда А. Флемингом был открыт
пенициллин, антибиотики стали основным сред-
ством борьбы с такими патогенными микроорга-
низмами, как Staphylococcus aureus, Enterococcus fae-
cium, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa и другими (Fleming, 1929;
Aminov, 2010). Однако в последние годы многие
патогенные бактерии приобретают устойчивость
к антибиотикам (метициллин-устойчивый S. au-
reus (MRSA), устойчивый к карбапенемам A. bau-

mannii (CRAB), полирезистентный P. aeruginosa
(MDR) и т.д.), что приводит к тому, что многие
коммерчески доступные антибиотики постепен-
но теряют свою эффективность (Manchanda et al.,
2010; Okwu et al., 2019). Стремительное увеличение
числа устойчивых к антибиотикам патогенов (Ot-
to, 2013; Prestinaci et al., 2015; Ventola, 2015; van Duin
and Paterson, 2016; Johnning et al., 2018) и существу-
ющие трудности в процессе разработки новых ан-
тибиотиков (Kim 2013; Carrano et al., 2015) стано-
вится серьезной угрозой глобальному здоровью.
Например, в последнее время увеличивается чис-
ло грамотрицательных патогенных бактерий, не-
сущих плазмиду с геном New Delhi metallo-beta-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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lactamase-1 (NDM-1), который способствует воз-
никновению устойчивости почти ко всем имею-
щимся на рынке бета-лактамным антибиотикам
и быстро распространяется между разными вида-
ми бактерий посредством горизонтального пере-
носа генов (Fomda et al., 2014; Khan et al., 2017; Le-
rminiaux, Cameron, 2019). Антибиотикотерапия
инфекций, вызванных бактериями с геном
NDM-1, практически невозможна (Raghunath,
2010; Munita, Arias, 2016).

В то время как число устойчивых к антибиоти-
кам штаммов быстро растет, очень мало новых
антибиотиков-кандидатов проходит через фар-
мацевтическую разработку (Dadgostar, 2019;
Rončević et al., 2019). За последние 20 лет были ли-
цензированы только два новых класса антибакте-
риальных препаратов ‒ линезолид в 2000 г. и дап-
томицин в 2003 г. (Ali et al., 2018). Следовательно,
возникает острая необходимость в поиске и раз-
работке новых безопасных и эффективных анти-
микробных соединений против бактериальных
инфекций. Для разработки новых антибиотиков
очень важно идентифицировать новые, ранее не-
культивированные штаммы-продуценты, так как
большинство применяемых в медицине антибио-
тиков были выделены непосредственно из живых
организмов или представляют собой модифици-
рованные соединения, основные структуры кото-
рых имеют природное происхождение (Jones et al.,
2017; Ali et al., 2018). Одним из важнейших эле-
ментов идентификации новых бактериальных
штаммов является образец, из которого изолиру-
ются бактерии. Известно, что продуцентами 70%
коммерчески доступных антибиотиков являются
почвенные бактерии, принадлежащие, в основ-
ном, к родам Streptomyces и Bacillus (Smith, 2000;
Procópio et al., 2012; Baindara et al., 2013). Вероятной
причиной невозможности идентифицировать но-
вые антимикробные соединения может быть тот
факт, что большая часть микроорганизмов, насе-
ляющих обычные исследуемые образцы почв, по-
чти полностью изучены и идентифицированы.
Считается, что новые биоактивные молекулы мож-
но идентифицировать из необычных источников,
которые никогда не анализировались. Различные
виды бактерий адаптировались и выживали в не-
обычных условиях в течение сотен миллионов
лет, формируя специфическую для данных усло-
вий микробиоту. Естественно, что бактерии, на-
селяющие такие почвы, также выработали специ-
фические метаболиты и механизмы для защиты
от микробов-конкурентов.

Открытие и разработка нового антимикробно-
го соединения, начиная от идентификации цели
до утверждения для продажи, ‒ это очень долгий
и дорогостоящий процесс (Ekins et al., 2019). Одним
из основных шагов в разработке антибиотиков яв-
ляется оптимизация условий культивирования
штамма-продуцента для максимального увеличе-

ния выхода конечного метаболита. Компоненты
среды и их уровни имеют решающее значение для
производства вторичных метаболитов; даже не-
большие изменения в питательной среде могут
повлиять не только на количество целевого мета-
болита, но и на общий метаболический профиль
штамма-продуцента. Поэтому перед началом лю-
бого крупномасштабного производства метабо-
литов необходимо оптимизировать условия роста
штамма-продуцента (Wang et al., 2011; Arul Jose et al.,
2013; Singh et al., 2017).

Учитывая критическую важность разработки
новых антибиотиков, основной целью данной ра-
боты является изоляция бактерий из ранее не
анализированных образцов, их антибактериаль-
ный скрининг и выбор оптимальных условий для
максимальной продукции интересующего нас со-
единения. Для реализации поставленной цели,
мы решили изолировать бактерии из нефтеза-
грязненных почв Азербайджана, которые нико-
гда не были изучены на наличие антимикробной
активности. Как известно, из 8660 тыс. га общей
территории Азербайджана приблизительно
21 тыс. га приходится на долю нефтезагрязненных
почв (Мамедов, Халилов, 2005; Асланов, Сафар-
ли, 2008). Загрязнение почв нефтью отрицатель-
но влияет на окружающую среду, поскольку раз-
ливы нефти сохраняются в почве в течение дли-
тельного времени (Marinescu et al., 2017), что
приводит к изменениям в качестве почвы, расти-
тельности и микробном разнообразии (Margesin
et al., 2003). Учитывая, что в литературе практиче-
ски нет информации об антимикробных свойствах
бактерий, выделенных из нефтезагрязненных
почв Азербайджана, наши шансы на обнаруже-
ние нового штамма с ценными фармацевтиче-
скими и промышленными свойствами возрас-
тают.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Изоляция бактерий. Объектом исследования слу-

жил нефтезагрязненный образец почвы (рис. 1а),
собранный с глубины 5‒10 см в поселке Лёкбатан
Гарадагского района города Баку (AZ1063, Азер-
байджан). Изоляция бактериальных штаммов
была осуществлена методом стандартного серий-
ного разведения во Фраунхоферском Центре
Средней Атлантики (США) (Агаева, 2020). Для
этого к 1 г образца добавляли 2 мл однократного
натрий-фосфатного буфера и тщательно переме-
шивали на вортексе. Для осаждения почвенных
частиц, полученную смесь инкубировали при
комнатной температуре 2 ч. По истечении време-
ни инкубации образец подвергался серийному
разведению (от 10–1 до 10–3) в стерильном одно-
кратном натрий-фосфатном буфере. В качестве
плотной питательной среды использовали трип-
тический соевый агар (TSA). Для посева бактерий
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100 мкл неразбавленного и серийно разбавлен-
ных образцов почвенной суспензии наносили на
чашки Петри и равномерно распределяли по по-
верхности питательной среды, используя сте-
рильный шпатель Дригальского. Чашки Петри
инкубировали при 32°С в течение 1‒7 сут. Бакте-
риальные колонии с разными морфологическими
характеристиками, такими как форма колонии,
рельеф и характер поверхности, цвет, хромогенез,
размер и консистенция, формирующиеся в тече-
ние 1‒7 сут, переносили на свежую питательную
среду, очищали и хранили в 15% глицерине при
‒80°С. На данной стадии все изолированные
штаммы считались неизвестными бактериями и
были подвергнуты антибактериальному скри-
нингу.

Антибактериальный скрининг культуры клеток.
Первичный скрининг выделенных бактерий на на-
личие антибактериальной активности проводили
методом подавления роста, как описано Хокет
(Hockett, Baltrus, 2017) с некоторыми модифика-
циями против трех условно-патогенных индика-
торных штаммов: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus faecalis и Escherichia fergusonii.
Штаммы Enterococcus faecalis (идентифицирован
методом секвенирования гена 16S рРНК как En-
terococcus faecalis NBRC 100480) и Escherichia fergu-
sonii (идентифицирован методом секвенирования
гена 16S рРНК как Escherichia fergusonii ATCC
35469) были получены во Фраунхоферском Центре
Средней Атлантики, США. Для осуществления
скрининга к 3 мл мягкого агара (0.8%) добавляли
10 мкл свежеприготовленной суспензии штамма-
индикатора (при OD600 = 0.5), полученную смесь

выливали на чашки Петри с TSA средой и остав-
ляли на несколько минут при комнатной темпе-
ратуре для остывания. В результате получали TSA
среду, засеянную штаммом-индикатором. Далее
10 мкл свежеприготовленной суспензии клеток
изолированных культур добавляли на чашки Пет-
ри с TSA средой, содержащей штамм-индикатор
(Balouiri et al., 2016; Hockett, Baltrus, 2017). Чашки
инкубировали 20‒24 ч при 37°С. Активность
определяли по наличию зоны ингибирования
(прозрачного кольца) вокруг того места, где была
добавлена суспензия. Диапазон антибактериальной
активности, или зону подавления роста (ЗПР),
выражали в миллиметрах. Для определения ЗПР
измеряли толщину прозрачного кольца от края
тестируемой колонии до края роста индикатор-
ного штамма. При ЗПР меньше 1 мм активность
оценивали как слабую, больше 1 мм ‒ сильную.

Антибактериальный скрининг супернатанта. Для
того чтобы определить, секретируют ли активные
в культуре бактерии антибактериальное соедине-
ние в культуральную жидкость, супернатанты бы-
ли подвергнуты скринингу. Скрининг по-преж-
нему осуществляли методом подавления роста
(Balouiri et al., 2016; Hockett, Baltrus, 2017). 50 мл
жидкой питательной среды TSB (триптический
соевый бульон) инокулировали одной колонией
активного в культуре штамма и выращивали при
32°С и 180 об./мин в течение 24 ч. По истечении
времени инкубации супернатант очищали от кле-
ток сначала центрифугированием при 10000 g в
течение 15 мин при 4°C культуры, а затем филь-
трованием через 0.22 мкм PES-мембрану (мем-
брану из полиэфирсульфона). Клетки и суперна-

Рис. 1. Место сбора образца нефтезагрязненной почвы, пос. Лёкбатан Гарадагского района города Баку,
Азербайджан (а). Результаты антибактериального скрининга (б): штамм AZ-130 показывает слабую активность в куль-
туре (с) против S. aureus; активность в культуре против E. faecalis отсутствует. Супернатант (s) штамма AZ-130 показы-
вает ~4 мм активность против S. aureus и ~7 мм активность против E. faecalis.

(a) (б)

4 мм

7 мм

слабая
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тант культуры исследуемого штамма наносили на
чашки Петри с TSA средой, содержащей штамм-
индикатор и инкубировали при 37°С в течение
20‒24 ч. Диапазон антибактериальной активно-
сти, выраженной в миллиметрах, определяли пу-
тем измерения диаметра прозрачной зоны (зоны
подавления роста индикаторного организма).

Секвенирование гена 16S рРНК и поиск в APD3
на наличие известных антибиотиков. Идентифика-
ция штаммов, супернатанты которых показали
наибольшую активность, была осуществлена путем
секвенирования гена 16S рРНК, для чего штаммы
были отправлены в лабораторию Charles Liver (223
Lake Drive, Newark, DE, 19702). После идентифи-
кации выбранных изолятов был осуществлен ли-
тературный поиск, чтобы узнать какие известные
антимикробные молекулы продуцируют изоли-
рованные нами штаммы.

Оптимизация состава среды и условий культиви-
рования для максимального производства антибак-
териального соединения. Для определения опти-
мального состава среды, температуры и времени
наивысшей продукции антибактериального со-
единения были проанализированы четыре раз-
личных типа питательных сред (TSB, TSB с 2%
глюкозой, TB, TB с 2% глюкозой) при четырех
различных температурах (18, 25, 32, 37°C). Состав
триптического соевого бульона (TSB): пептон ка-
зеиновый (панкреатический гидролизат) ‒ 17 г/л,
пептон соевый (папаиновый гидролизат) – 3 г/л,
гидроортофосфат калия (K2HPO4) ‒ 2.5 г/л, хло-
рид натрия ‒ 5 г/л, декстроза (глюкоза) ‒ 2.5 г/л;
обезвоженной питательной среды бульона Terrific
(TB): триптон (панкреатический гидролизат ка-
зеина) ‒ 12 г/л, дрожжевой экстракт ‒ 24 г/л, гид-
роортофосфат калия (K2HPO4) ‒ 9.4 г/л, дигидро-
ортофосфат калия (KH2PO4) ‒ 2.2 г/л. Чтобы на-
чальная плотность колоний во всех исследуемых
условиях была одинаковой, 10 мл питательной
среды были инокулированы одной колонией про-
дуцента и инкубированы при 32°C и 250 об./мин в
течение 2 ч (прекультура). Через 2 ч все четыре
исследуемые среды (TB +/‒ глюкоза; TSB +/‒
глюкоза) инокулировали 1 мл прекультуры и
культивировали при соответствующих температу-
рах (18, 25, 32 и 37°C). Через 24, 48 ч и т.д. отбирали
1 мл образца из культуры для анализа. Суперна-
тант очищали от клеточной культуры центрифу-
гированием при 10000 g в течение 15 мин при 4°C
и фильтрованием через 0.22 мкм PES-мембрану.
Вначале все собранные супернатанты были проте-
стированы на ингибирующую активность против
S. aureus ATCC 29213 методом подавления роста,
как описано выше (Hockett, Baltrus, 2017). 10 мкл
отобранных образцов супернатантов наносили на
чашку с TSA средой, содержащую штамм-инди-
катор. Чашки Петри инкубировали при 37°C в те-
чение ночи и измеряли диаметр зоны подавления

роста. Затем, для определения условий, в которых
концентрация антибактериальных единиц самая
высокая, все супернатанты с активностью были
проанализированы методом микроразведения в
бульоне (Coyle et al., 2005), следуя рекомендациям
Института клинических и лабораторных стандартов
(CLSI). 100 мкл супернатанта добавляли в первую
ячейку 96-ячеечного планшета и дважды разбав-
ляли вдоль ряда. Затем в каждую ячейку добавляли
50 мкл S. aureus ATCC 29213 до конечной концен-
трации 5 × 104 клеток на ячейку. Для положитель-
ного контроля (100% рост индикатора) к 50 мкл
среды добавляли 50 мкл индикаторного организма;
отрицательным контролем (отсутствие индикатора)
служила только питательная среда ‒ 100 мкл.
Планшеты закрывали крышкой и инкубировали
при 37°C в течение ночи в открытом пакете (для
удержания влаги внутри). После инкубации из-
меряли оптическую плотность при 650 нм с ис-
пользованием аппарата Molecular Devices Spectra
MaxPlus, а затем в каждую ячейку планшета до-
бавляли 10 мкл реагента для определения жизнеспо-
собности клеток PrestoBlue (“Invitrogen”, A13262) и
инкубировали планшеты при комнатной темпе-
ратуре в течение 30 мин. Измерение флуоресцен-
ции осуществляли при длине волны возбуждения
560 нм и эмиссии 590 нм с использованием флуо-
ресцентного считывателя микропланшетов (Flu-
orescent microplate reader).

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия (ВЭЖХ). Для того чтобы определить, что ан-
тибактериальная активность обусловлена одним
действующим компонентом супернатанта, а не
несколькими, супернатант, собранный и очи-
щенный из культуры, выращенной в 50 мл ТВ
среды при 32°С в течение ночи, был проанализи-
рован методом обращенно-фазовой ВЭЖХ. В каче-
стве контроля использовали среда ТВ. Для ВЭЖХ
100 мкл анализируемого материала загружали в
колонку с обращенной фазой С18 Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4.6 × 150 мм, номер по каталогу 993967-
902) с использованием Agilent 1100 HPLC. В каче-
стве подвижных фаз использовали ВЭЖХ
H2O/0.1% TFA (трифторуксусная кислота) (буфер
Д) и ацетонитрил/0.1% TFA (буфер Б). Элюцию
осуществляли в градиенте 5‒95% буфера Б.
24 фракции объемом 1 мл собирали в течении пер-
вых 24 мин. Анализ на наличие активности осу-
ществляли методом подавления роста против
S. aureus ATCC 29213, для чего 10 мкл каждой
фракции и загруженного материала наносили на
чашку с TSA средой, засеянной штаммом-инди-
катором.

Сравнительный анализ активности супернатан-
тов различных культур. Для осуществления срав-
нительного анализа супернатантов 50 мл ТВ сре-
ды инокулировали одной колонией продуцента.
Колбы инкубировали в течение 22‒24 ч при 32°C
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и 220 об./мин. По истечении времени инкубации
супернатанты были очищены от клеточной куль-
туры путем центрифугирования при 10000 g (30 мин
при 4°C) и фильтрования через 0.22 мкм PES-мем-
брану. Анализ отобранных образцов против S. au-
reus ATCC 29213 и E. faecalis осуществляли мето-
дом подавления роста, а против самих продуцен-
тов ‒ как методом подавления роста, так и
микроразведения в бульоне, методика проведе-
ния которых описана выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
44 бактериальных штамма были выделены из

нефтезагрязненного образца почвы, собранного в
поселке Лёкбатан Гарадагского района города Баку,
и проверены на антибактериальную активность
против трех условно-патогенных индикаторных
организмов методом подавления роста. После
первичного скрининга из 44 выделенных культур
только 3 обладали активностью (рис. 1б). Культу-
ра штамма AZ-130 показала слабую активность
против грамположительного штамма S. aureus и
грамотрицательного E. fergusonii, культура штам-
ма AZ-134 показала слабую активность против
E. faecalis, а культура штамма AZ-195 ‒ слабую ан-
тиграмположительную активность против S. aureus
и E. faecalis. Все 3 активные в культуре изолята были
проанализированы на наличие активности в бес-
клеточном культуральном супернатанте. Из трех
протестированных штаммов только AZ-130 обла-
дал сильной антиграмположительной активно-
стью в супернатанте против S. aureus (ЗПР = 4 мм)
и E. faecalis (ЗПР = 7 мм) (рис. 1б). Учитывая
сильную активность в супернатанте, для дальней-
шей характеристики был выбран штамм AZ-130.
Описание колонии AZ-130: форма – круглая,
профиль – выпуклый, контур края – ровный, по-
верхность – шероховатая, цвет ‒ бежевый, раз-
мер ‒ средний.

На следующем этапе для максимальной про-
дукции антимикробного соединения штаммом
AZ-130 были протестированы 16 различных усло-
вий культивирования. Собранные по истечении
определенного времени супернатанты, очищен-
ные из культур, выращенных в соответствующих
условиях, были вначале проанализированы на
наличие антибактериальной активности методом
подавления роста (табл. 1). Как видно из табл. 1,
супернатанты, собранные на 1, 2 и 3 сут из куль-
тур, выращенных при 18°C, не обладали никакой
активностью. При трех других тестируемых тем-
пературах производство антимикробного соеди-
нения зависело как от компонентов среды, так и
от времени и температуры инкубации. Продук-
ция биоактивной молекулы штаммом AZ-130,
выращенным в питательной среде TSB, возрастала
по мере увеличения температуры и времени инку-
бации в течение первых двух суток (ЗПР на 1 сут:

при 25°C ‒ отсутствует, при 32°C ‒ 8 мм, при 37°C ‒
11 мм; ЗПР на 2 сут: при 25°C ‒ 6 мм/неполная,
при 32°C ‒ 11 мм и при 37°C ‒ 12 мм) и уменьша-
лась на 3 или 5 сут (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует,
при 32°C ‒ 4 мм и при 37°C ‒ 10 мм).

Производство антибактериального соединения
AZ-130 штаммом AZ-130, выращенным в среде
TB, также колеблется в зависимости от темпера-
туры роста и времени инкубации. Слабая актив-
ность в супернатанте, наблюдаемая на 1 сут при
25°C, резко возрастала до высокой активности в
11‒12 мм при 32 и 37°C. Такая же тенденция к уве-
личению активности в супернатантах наблюдалась
на 2 сут (ЗПР при 25°C ‒ 9 мм, при 32°C ‒ 11 мм,
при 37°C ‒ 11 мм). Активность AZ-130 в суперна-
танте частично уменьшалась на 3 или 5 сут (ЗПР при
25°C ‒ слабая, при 32°C ‒ 7 мм, при 37°C ‒ 5 мм/не-
полная).

Штамм AZ-130, выращенный в питательной
среде TSB + 2% глюкоза, не продуцировал доста-
точное количество соединения на 1 сут. Однако
на 2 сут концентрация антибактериального со-
единения увеличивалась по мере повышения
температуры (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует, при
32°C ‒ слабая, при 37°C ‒ 11 мм) и снова умень-
шалась на 3 или 5 сут (ЗПР при 25°C ‒ отсутствует,
при 32°C ‒ отсутствует и при 37°C ‒ 7 мм).

Что касается среды TB + 2% глюкоза, то при
культивировании на ней штамм AZ-130 продуци-
ровал антимикробное соединение при 32 и 37°C.
Активность AZ-130, культивированной в данной
среде при 32°C, увеличивалась с 4 мм на 1 сут до
8 мм на 2 сут и незначительно снижалась до 7 мм
на 5 сут. Аналогичная тенденция в активности
AZ-130 наблюдалась при температуре культиви-
ровании 37°C (ЗПР на 1 сут ‒ 10 мм, на 2 сут ‒
12 мм и на 5 сут ‒ 10 мм).

Подводя итог результатов анализа методом по-
давления роста, можно сделать вывод, что штамм
AZ-130 производит наибольшее количество анти-
микробного соединения при культивировании
при 32 и 37°C. Мы не обнаружили какую-либо ак-
тивность в супернатантах культур AZ-130, выра-
щенных при 18°C. Некоторая активность наблю-
далась в супернатантах из культур AZ-130, выра-
щенных при 25°C, но эта активность не была
настолько выраженной, как в супернатантах из
культур, выращенных при 32 и 37°C.

На следующем этапе, чтобы сравнить концен-
трацию антибактериальных единиц в активных
супернатантах из культур, выращенных при 32 и
37°C, они были проанализированы методом мик-
роразбавления в бульоне (табл. 2).

Наибольшая продукция соединения AZ-130
штаммом AZ-130, выращенным при 32°C, в трех
из четырех протестированных сред наблюдалась
на 2 сут. Супернатант, собранный из TSB + 2%
глюкоза активен после 8-кратного, из TSB ‒ по-
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сле 16-кратного и из TB + 2% глюкоза ‒ после 32-
кратного разведения. Супернатант, собранный из
TB среды, показывает свою максимальную актив-
ность в 16-кратного разведения на 1 сут.

Как видно из результатов анализа супернатан-
тов из тестируемых сред при 37°C, активность
разведенного в 16 раз супернатанта, полученного
из среды TB + 2% глюкоза, стабильна даже после

5 сут инкубации. Супернатанты AZ-130, собран-
ные из сред TB и TSB при 37°C, показали макси-
мальную 16-кратную активность на 2 сут; супер-
натанты, собранные из TSB + 2% глюкозы, пока-
зали максимальную 8-кратную активность на 2 и
5 сут.

Супернатанты, анализированные методом
микроразведения в бульоне, также были проана-

Таблица 1. Суммарная таблица активности собранных супернатантов (СН) штамма AZ-130 против S. aureus
ATCC 29213, проанализированных методом подавления роста

Примечание. “–” – отсутствие активности; СН – супернатант; сл. – слабая активность; неполн. – неполное ингибирование.

Температура Среда
Зона подавления роста (ЗПР), мм

СН, 1 сут СН, 2 сут СН, 3 сут/5 сут

18°C

TSB – – –

TB – – –

TSB + 2% глюкоза – – –

TB + 2% глюкоза – – –

25°C

TSB – 6/неполн. –

TB Сл. 9 Сл.

TSB + 2% глюкоза – – –

TB + 2% глюкоза – – –

32°C

TSB 8 11 4

TB 12 11 7

TSB + 2% глюкоза – Сл. –

TB + 2% глюкоза 4 8 7

37°C

TSB 11 12 10

TB 11 11 5 /неполн.

TSB + 2% глюкоза – 11 7

TB + 2% глюкоза 10 12 10

Таблица 2. Суммарная таблица активности собранных супернатантов штамма AZ-130 против S. aureus ATCC
29213, проанализированных методом микроразведения в бульоне

Примечание. СН – супернатант; неразб. – неразбавленный.

Температура Среда
Супернатант активен при разбавлении

СН, 1 сут СН, 2 сут СН, 5 сут

32°C

TSB 8 16 8

TB 16 8 8

TSB + 2% глюкоза Неразб. 8 4

TB + 2% глюкоза 16 32 16

37°C

TSB 8 16 8

TB 8 16 8

TSB + 2% глюкоза Неразб. 8 8

TB + 2% глюкоза 16 16 16
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лизированы на жизнеспособность клеток штамма-
индикатора путем добавления ко всем ячейкам
96-ячеечного планшета реагента PrestoBlue. Ви-
зуальное подтверждение наличия живых клеток
штамма-индикатора определяли по изменению
цвета в ячейке. Синий цвет означал отсутствие
живых клеток, то есть полное ингибирование, а
розовый – наличие живых клеток условно-пато-
генного штамма. После добавления PrestoBlue,
достоверность всех полученных выше результа-
тов подтвердили результаты измерения флуорес-
ценции в ячейках при возбуждении 560 нм и
эмиссии 590 нм. Полученные результаты полно-
стью подтвердили измерения оптической плот-
ности.

Согласно полученным результатам, макси-
мальная продукция биоактивного соединения
AZ-130 наблюдалась при культивировании штам-
ма-продуцента в питательной среде TB + 2% глю-
коза при 32°C в течение 2 сут. Число ингибирую-
щих единиц в супернатанте из этой среды было,
как минимум, в два раза выше по сравнению со
всеми другими исследуемыми условиями. На-

блюдаемая активность высокая и стабильная, по-
скольку биомолекула AZ-130 не теряет активно-
сти даже после 5 сут инкубации.

На следующем этапе, для того чтобы опреде-
лить количество антибактериальных компонен-
тов в супернатанте штамма AZ-130, супернатант и
ТВ среда были проанализированы методом С18
ВЭЖХ (рис. 2).

В процессе ВЭЖХ, начиная с момента инъек-
ции материала, фракции объемом 1 мл были со-
браны и проанализированы на наличие активности
против S. aureus ATCC 29213. Пик в хроматограм-
ме со временем удерживания 12.854 мин соответ-
ствует фракции 13, продолжение этого пика также
наблюдается во фракции 14. Судя по хромато-
грамме, концентрация соединения во фракции 14
должна быть меньше, что и подтверждают резуль-
таты анализа собранных фракций методом подав-
ления роста. Загруженный в колонку супернатант
обладал активностью равной 14 мм, фракция 13 и
14 – слабая и очень слабая соответственно. Если
сравнить хроматограммы (рис. 2) супернатанта
AZ-130 и контроля, а также учитывая результаты

Рис. 2. C18 ВЭЖХ хроматограммы ТВ среды (а) и супернатанта AZ-130 (б).

2500
2000
1500
1000
500

0

0 5 10 15

(б)

20

2000
1500
1000
500

0

2500
2000
1500
1000
500

0

(а)

1.
18

4
1.

38
8

1.
66

0

2.
05

7
2.

41
1

2.
65

5
2.

82
2

3.
09

9
3.

41
8

3.
62

4
3.

99
7

4.
35

1 5.
50

2
5.

70
4

6.
44

0
6.

57
5

6.
84

8
6.

44
0

6.
98

8
7.

30
6

8.
22

6
8.

38
1

8.
49

7
8.

93
6

9.
12

4
9.

29
3

9.
29

3
10

.17
5

10
.2

95
10

.4
19

10
.2

95
10

.4
19

11
.4

02

12
.2

00

12
.6

36
12

.9
28

13
.3

96

13
.8

66

14
.9

08
15

.0
93

15
.4

43

15
.8

93

16
.8

41

25
.7

967.
70

9

6.
30

8

1.
71

0
1.

44
3

1.
71

2
2.

07
8

2.
29

9

2.
67

1

3.
27

2

3.
94

0
4.

06
9 4.

43
3

4.
88

9

5.
38

2
5.

66
1

5.
80

4 5.
97

6 6.
45

2
6.

60
8

7.
03

7
7.

33
6 7.

59
8

7.
73

9
7.

96
8

8.
35

2 8.
55

4

9.
12

0
9.

21
3

9.
48

3
9.

82
2

10
.0

43 10
.3

61
10

.7
64

10
.9

23

11
.5

33
11

.8
22

12
.0

03
12

.2
96 12

.8
54

13
.4

67
13

.6
66

14
.0

51

14
.5

45

15
.4

18
15

.7
18

16
.6

59

17
.2

03

18
.0

24
18

.2
50

18
.8

30
19

.2
62

19
.5

01

20
.2

13

20
.6

18

22
.4

65

23
.3

78
23

.7
37

24
.2

22

24
.8

17

2.
97

2

1.
64

3

2.
07

9
2.

25
4

2.
67

6
3.

00
4 3.

27
0

5.
38

5

5.
99

2
6.

33
3

6.
60

5
6.

78
7

7.
05

2
7.

22
1

7.
76

7
8.

01
8

8.
16

8
8.

33
8

8.
59

4
8.

85
7

9.
16

9
9.

44
1

9.
63

3
9.

91
5

10
.0

42
10

.17
9

10
.5

20
10

.7
59

10
.9

17
11

.2
96

11
.5

07
11

.8
17

12
.1

29
12

.2
69

12
.8

43

13
.2

69

13
.6

94
14

.0
71

14
.5

08
14

.7
39

14
.9

94

15
.4

23
15

.7
83

16
.2

89

17
.2

13

18
.0

25
18

.2
54

18
.8

80

20
.2

11

24
.0

68

24
.8

61

25
.8

38

4.
89

3

2.
82

3
3.

04
3

3.
96

7

7.
69

0

8.
27

8
8.

50
3

8.
62

5
8.

86
7

9.
12

4 9.
35

8
9.

77
7

9.
80

4
10

.2
73

10
.8

43
11

.0
38

11
.4

96

12
.1

93

12
.6

32
12

.9
10

13
.8

57

14
.3

70
14

.7
66

14
.8

99
15

.0
97

15
.4

38
15

.6
76

15
.8

90

16
.6

25

20
.5

62

24
.8

26

7.
89

3

6.
86

2
6.

99
1 7.

80
2

6.
57

8
6.

42
6

5.
91

5

3.
67

4
3.

43
1

2.
62

8
2.

41
9

2.
20

4
2.

05
0

2000
1500
1000
500

0

25 min

mAU



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

ШТАММ AZ-130 ИЗ НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННОЙ ПОЧВЫ АЗЕРБАЙДЖАНА 725

антибактериального скрининга, пик со временем
удерживания 12.854 мин соответствует активной
биомолекуле, продуцируемой штаммом AZ-130.
Отсутствие активности во всех остальных фрак-
циях свидетельствует о том, что штамм AZ-130
продуцирует одно соединение с антибактериаль-
ной активностью (Rt 12.854 мин). Как видно из
результатов, высокая активность, наблюдаемая в
супернатанте, ослабевает в собранных фракциях,
что непосредственно связано с объемами анали-
зируемых материалов. Так, объем загруженного в
колонку супернатанта был 100 мкл, а общий объем
активных фракций 13 и 14 – 2 мл, что означает, что
активность разбавляется приблизительно в 20 раз.

Штамм AZ-130, обладающий сильной и ста-
бильной активностью в супернатанте, путем секве-
нирования гена 16S рРНК был идентифицирован
как Bacillus vallismortis. Поиск в APD3 показал, что
на данный момент нет известных антибиотиков,
продуцируемых бактерией B. vallismortis. С другой
стороны, B. vallismortis очень схожа с B. subtilis, ко-
торая является продуцентом ряда антибактери-
альных соединений (Sumi et al., 2015; Caulier et al.,
2019). Для выявления сходств и различий в меха-
низмах активности антибактериальных соедине-
ний штаммов AZ-130 и B. subtilis был осуществлен
сравнительный анализ супернатантов этих куль-
тур. Штамм B. subtilis был получен во Фраунхо-
ферском Центре Средней Атлантики, США и
идентифицирован методом секвенирования гена
16S рРНК как Bacillus subtilis ssp. spizizenii str.
NBRC 101239. Результаты анализа супернатантов
из культур AZ-130 и B. subtilis методом подавления
роста против штаммов S. aureus ATCC 29213 и
E. faecalis (табл. 3), показывают, что штаммы
AZ-130 и B. subtilis обладают высокой антиграм-
положительной активностью в супернатанте. Од-
нако, учитывая, что условия инокуляции и роста
обеих штаммов являлись одинаковыми, актив-
ность супернатанта AZ-130 (против S. aureus ATCC
29213 – 7 мм, E. faecalis – 10 мм) значительно выше
по сравнению с B. subtilis (S. aureus ATCC 29213 –
слабая, E. faecalis – 7 мм).

Собранные супернатанты были также проана-
лизированы на ингибирующую активность про-
тив самих штаммов и друг против друга (табл. 3).

Как выяснилось, супернатант B. subtilis показал
активность в 9 мм против штамма AZ-130, в то
время как супернатант AZ-130 не обладал актив-
ностью против штамма B. subtilis. Анализ супер-
натантов методом микроразведения в бульоне
подтвердил результаты, полученные методом по-
давления роста: супернатант B. subtilis, даже при
8-кратном разбавлении, полностью ингибирует
рост штамма AZ-130, однако в супернатанте AZ-130
не отмечено никакой активности против штамма
B. subtilis. Учитывая, что продуценты обладают
устойчивостью к антимикробным соединениям,
которые они продуцируют, подавление роста
штамма AZ-130 супернатантом B. subtilis указыва-
ет на возможные различия в структуре и механиз-
мах действия антибактериальных веществ, секре-
тируемых штаммами AZ-130 и B. subtilis.

Количество выделенных бактерий, отличаю-
щихся друг от друга морфологическими характе-
ристиками, свидетельствует о целесообразности
поиска новых штаммов с полезными свойствами
в загрязненных нефтью почвах Азербайджана.
Судя по нашим результатам, этот тип почвы мо-
жет служить источником бактерий, продуцирую-
щих антимикробные препараты. Штамм AZ-130,
идентифицированный как Bacillus vallismortis,
продуцирует антимикробное соединение AZ-130,
которое обладает сильной антиграмположительной
активностью. Механизм активности антимик-
робного соединения, продуцируемого штаммом
AZ-130, отличается от антибактериальных соеди-
нений, секретируемых штаммом B. subtilis. Полу-
ченные результаты подтверждают важность опти-
мизации даже самых незначительных параметров
при культивировании микроорганизмов. Компо-
ненты питательной среды, температура и время
инкубации играют важную роль в продукции
биомолекулы AZ-130 бактериальным штаммом
AZ-130.
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Таблица 3. Суммарная таблица активностей супернатантов, собранных из культур AZ-130 и B. subtilis

Примечание. “–” – отсутствие активности; сл. – слабая активность; н/а – не анализировали.

Штамм
Супернатант B. vallismortis AZ-130 Супернатант B. subtilis

ЗПР, мм активное разведение ЗПР, мм активное разведение

S. aureus ATCC 29213 7 Н/а Сл. Н/а
E. faecalis 10 Н/а 7 Н/а
B. vallismortis AZ-130 – – 9 8
B. subtilis – – – –
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Abstract—The goal of the presented work was to isolate bacteria from oil-contaminated soils of Azerbaijan,
screen them for their antibacterial activity, and determine the optimal conditions for production of the anti-
bacterial compounds of interest, since unusual and previously unanalyzed sources are of significant interest
for the isolation of bacterial strains with novel properties. This work resulted in isolation of 44 bacterial strains
from an oil-contaminated soil sample collected in the Lokbatan settlement, which were analyzed for the pres-
ence of antibacterial activity against two gram-positive and one gram-negative opportunistic pathogenic
strains using the growth inhibition assay. After initial screening, 3 strains showed an antibacterial activity
against at least one test organism. Supernatant screening of strain AZ-130 revealed its strong anti-gram-pos-
itive activity. The isolate was identified as a Bacillus vallismortis strain (99%) by 16S rRNA gene sequencing.
A search in APD3 showed that currently there are no known antibiotics produced by B. vallismortis. To further
purify and characterize the antimicrobial compound produced by this strain, the growth conditions (medium,
incubation temperature, and cultivation time) at which production of the antimicrobial compound reached
the highest values   were optimized. The effect of the components of four media at four different temperatures
on the production of the AZ-130 bioactive molecule was investigated. The supernatants collected from AZ-
130 cultures grown under appropriate conditions were purified and assayed for antibacterial activity against
S. aureus by the growth inhibition and broth microdilution methods. Production of the AZ-130 molecule
reached its highest level when the strain was cultivated in a TB + 2% glucose medium for 2 days at a tempera-
ture of 32°C

Keywords: antibacterial agents, antimicrobial activity, antibiotics, bioactive molecules, secondary metabolite,
natural products, media optimization, pathogenic bacteria, primary metabolite, cultivation conditions
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Исследован переходный процесс, вызванный скачкообразным увеличением нагрузки по аммонию
(в 2.5 раза) на микробное сообщество, развивающееся в биореакторе последовательно-периодиче-
ского действия и осуществляющее процесс очистки воды от азота путем “нитритация‒анаммокс”.
Сообщество, сформированное в биореакторе с загрузкой при входной концентрации аммония
200 мг N/л, удаляло 76.5% поступающего азота и удовлетворительно описывалось математическим
симулятором BioWin с использованием скорректированных коэффициентов. Скачкообразное уве-
личение нагрузки по азоту увеличением концентрации аммония в поступающей среде с 200 до
500 мг N/л привело к росту концентрация аммония на выходе из биореактора с 27 до 280‒290 мг N/л
и падению эффективности удаления азота до 40%. Выполненный на симуляторе BioWin расчет по-
казал, что в течение месяца эффективность процесса “нитритация‒анаммокс” должна повыситься
и стабилизироваться на уровне, близком к исходному (76.5%). Однако экспериментальные данные
не подтвердили расчетные: в течение этого срока заметного повышения эффективности процесса
не наблюдалось. Вероятной причиной расхождения экспериментальных и расчетных данных могут
быть изменения структурно-функциональных характеристик биопленок или агрегатов, не учитыва-
ющиеся при моделировании.

Ключевые слова: анаммокс-процесс, анаммокс-сообщество, нитритация, математическое модели-
рование, BioWin, очистка сточных вод
DOI: 10.31857/S0026365621060069

Анаммокс-бактерии, относящиеся к планкто-
мицетам порядка Ca. “Brocadiales”, осуществля-
ют анаэробное окисление аммония нитритом до
молекулярного азота и используются для очистки
сточных вод от аммония. Биотехнологии на основе
процесса анаммокс считаются наиболее перспек-
тивными для удаления азота (Agraval et al., 2018;
Кевбрина и соавт., 2019), сочетая два самостоя-
тельных процесса: частичную нитрификацию
(нитритацию), которая включает окисление око-
ло половины аммония до нитрита, и окисление
аммония нитритом до молекулярного азота в бес-
кислородных условиях (собственно процесс
анаммокс). В настоящее время функционируют
более сотни полномасштабных установок, при-
чем около половины из них работают в реакторах
последовательно-периодического действия (SBR,
sequencing-batch reactor) (Ni et al., 2020), цикличе-

ски осуществляющих вывод части отработанной
среды и добавление свежей среды. По сравнению
с непрерывно-проточными системами использо-
вание реакторов SBR-типа имеет существенные
преимущества: в них накапливается значитель-
ное количество целевой биомассы, они более
компактны, легче адаптируются к новым техноло-
гическим режимам. Масштабирование технологий
очистки вод, разработанных в таких реакторах, осу-
ществляется более надежно (Artan, Orhon, 2005;
Tchobanoglous et al., 2014).

Доминирование процессов нитритации и
анаммокс в одном биореакторе и оптимальное их
сочетание требует достаточно жесткого регулирова-
ния физико-химических условий, учитывающего
влияние совокупности факторов, среди которых су-
щественную роль играет нагрузка микробного со-
общества по аммонию (Каллистова и соавт., 2016;

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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Cho et al., 2020). В реальных условиях нагрузка
может варьировать в широких пределах в связи с
нестабильностью объема подающейся в биореак-
тор среды и концентрации в ней аммония.

Один из эффективных приемов исследования,
расчета и оптимизации биотехнологий очистки
сточных вод – использование математического
моделирования (Baeten et al., 2019; Seco et al.,
2020). Как правило, при моделировании биореак-
торов исследуют стационарные состояния, однако
в естественных и технологических экосистемах
не менее важны переходные процессы, вызван-
ные варьированием условий и характерные для
реальных ситуаций. В настоящее время распро-
странение получили несколько симуляторов, среди
которых BioWin – один из наиболее широко ис-
пользуемых, объединяющий химические, физи-
ческие и биологические модели процессов, вклю-
чая процесс анаммокс (Дорофеев и соавт., 2017;
Shao et al., 2021). Вместе с тем, существенным ба-
рьером, усложняющим применение математиче-
ского моделирования, служит особенность суще-
ствования анаммокс-бактерий ‒ их склонность к
агрегации и прикрепленному росту в виде биопле-
нок (Wang et al., 2020; Каллистова и соавт., 2020).
Агрегация и обрастание играют важную роль в
биотехнологических процессах, способствуя удер-
жанию биомассы в биореакторах, но затрудняют
экспериментальное нахождение “истинных” фи-
зиологических кинетическо-стехиометрических
характеристик (Lotti et al., 2014) и усложняют ис-
пользование математического аппарата необходи-
мостью дополнительного моделирования процес-
сов массообмена меду жидкой фазой и биопленкой.

Ранее с использованием программного продукта
BioWin нами было проведено математическое моде-
лирование удаления аммонийного азота с исполь-
зованием процесса нитритации‒анаммокс и полу-
чены стационарные решения показателей работы
биореактора при различных значениях концен-
трации растворенного кислорода и температуры
(Дорофеев и соавт., 2017). Найденные в результа-
те моделирования оптимальные температура и
концентрация растворенного кислорода были
близки к соответствующим показателям, полу-
ченным экспериментально.

Целью настоящей работы было исследование
переходного процесса, вызванного скачком кон-
центрации аммония в поступающей среде, и
сравнение результатов моделирования с экспери-
ментальными данными.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальная часть

Эксперименты проводили в лабораторном
биореакторе SBR-типа с рабочим объемом 4.5 л. В
качестве носителя в реактор была помещена цилин-

дрическая загрузка из волокнистых полиэтилена и
полипропилена массой 82 г и общей площадью по-
верхности 11.6 дм2 (Поливом, “ООО НПО “Этек”,
Россия). В биореактор подавали синтетическую
среду следующего состава (г/л): (NH4)2SO4 – 0.942
и 2.36 (соответственно, 200 и 500 мг N–NH4/л);
NaCH3COO · 3H2O – 0.04; KH2PO4 – 0.044;
NaHCO3 – 2.1; рН 8.3. Готовили концентриро-
ванный раствор среды на дистиллированной воде.
Концентрат разбавляли водопроводной водой в
момент подачи в реактор; NaHCO3 добавляли не-
посредственно в водопроводную воду перед раз-
бавлением концентрата.

Продолжительность каждого цикла SBR со-
ставляла 6 ч. Цикл состоял из следующих фаз: фаза
чередования аэрации и механического переме-
шивания – 310 мин; фаза отстаивания – 20 мин;
фаза одновременной подачи 1 л свежей и слив 1 л
отработанной среды – 30 мин. Реактор работал
при температуре 32°С и концентрации кислорода
0.4–0.8 мг/л; рН 8.3.

Регулярно из биореактора отбирали образцы
отходящей воды и биопленок для проведения хи-
мического анализа, электронной микроскопии и
молекулярного анализа. Детальное описание
биореактора, условий культивирования и методов
анализа приведено ранее (Каллистова и соавт.,
2020).

Исходным инокулятом служил консорциум
анаммокс-бактерий, выращенный в лаборатор-
ном реакторе SBR-типа (Каллистова и соавт.,
2020). Через 15 нед. выращивания при концентра-
ции в подающейся среде 200 мг N/л концентра-
цию аммония повышали до 500 мг N/л.

Концентрацию удаленного азота рассчитывали
как разность между концентрацией аммонийного
азота (N–NH4) в поступающей среде и суммар-
ной концентрацией минеральных форм азота в
очищенной воде (N–NH4, N–NO2, N–NO3). Эф-
фективность удаления азота (%) рассчитывали
как долю удаленного азота от его содержания в
поступающей среде.

Описание используемой в BioWin модели
Математическое моделирование проводили с

применением симулятора BioWin 3.0 (версия 2007 г.,
“EnviroSim Associates Ltd.”, Канада) (Сайт компа-
нии “Envirosim”), в основе которого лежит модель
активного ила ASDM (activated sludge process/an-
aerobic digestion model), по существу близкая к
группе моделей активного ила ASM, разработан-
ных международной научно-исследовательской
группой IWAQ (Henze et al., 2000). Модель ASDM
включает около 50 переменных состояния, объ-
единенных в 60 уравнениях. Базовая модель опи-
сывает основные аэробные и анаэробные микро-
биологические процессы (потребление субстра-
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тов, образование и распад биомассы, образование
продуктов метаболизма), протекающие в ходе
биологической очистки сточных вод активным
илом, а также реакции химического осаждения,
массопереноса газ‒жидкость и т.п. В расчетах учи-
тывались следующие процессы биологической
трансформации азота: 1) нитрификация до нитрита
аммоний-окисляющими бактериями (АОБ); 2) нит-
рификация до нитрата нитрит-окисляющими бак-
териями (НОБ); 3) денитрификация; 4) трансфор-
мация соединений азота анаммокс-бактериями;
5) потребление азота на нужды биосинтеза; 6) ам-
монификация отмершей биомассы.

Краткое описание модуля функционирования
анаммокс-бактерий. Анаммокс-бактерии осу-
ществляют конверсию аммиака и нитрита в газо-
образный азот и нитраты. Энергия этого процесса
используется для синтеза органического матери-
ала фиксацией углекислоты. Источником азота
для биосинтеза является аммиак. Эффективная
(наблюдаемая) скорость роста анаммокс-бактерий
определяется как сумма скорости роста и распада
биомассы. Удельная скорость роста анаммокс-бак-
терий описывается уравнением Моно, в котором
аммоний и нитрит – лимитирующие субстраты ро-
ста. Скорость роста изменяется с учетом условий
окружающей среды: рост прекращается при по-

роговой концентрации кислорода и ингибируется
нитритом, а также ограничивается по основным
питательным веществам (фосфаты, неорганиче-
ский углерод, другие катионы и анионы). Ско-
рость распада биомассы меняется в зависимости от
концентрации растворенного кислорода и кон-
центрации нитритов. В последнем случае нитрит-
ная токсичность моделируется увеличением ско-
рости распада путем произведения константы нит-
ритной чувствительности и концентрации нитрита.
Значения используемых в качестве базовых кинети-
ко-стехиометрических параметров анаммокс-бак-
терий, а также аммоний- и нитрит-окисляющих
бактерий (соответственно, АОБ и НОБ), приве-
дены в таблицах (табл. 1, табл. 2). Значения ис-
пользуемых в BioWin по умолчанию физико-хи-
мических параметров не меняли, за исключением
случаев, оговоренных в разделе “Результаты и об-
суждение”.

В связи с тем, что в наших экспериментах раз-
витие и накопление биомассы происходило в
прикрепленной к загрузочному материалу
биопленке, в расчетах задействовали модуль,
описывающий рост биопленок на поверхности
инертного материала. В программе BioWin для
этой цели используется 1D-модель роста биопле-
нок и диффузии растворенных веществ и твердых

Таблица 1. Значения используемых в модели кинетических параметров анаммокс-бактерий, АОБ и НОБ

Параметр
Значение Температурный 

коэффициент Значение Температурный 
коэффициент Значение Температурный 

коэффициент

анаммокс-бактерии АОБ НОБ

Максимальная удельная ско-
рость роста (1/сут) 0.1 1.1 0.9 1.072 0.7 1.06

Субстратная константа полу-
насыщения для NH4 (мг N/л) 2.0 1.0 0.7 1.0 ‒ ‒

Субстратная константа полу-
насыщения
для нитрита (мг N/л)

1.0 1.0 ‒ ‒ 0.05 0.05

Аэробная удельная 
скорость распада биомассы 
(1/сут)

0.019 1.029 0.17 1.029 0.17 1.029

Удельная скорость распада 
биомассы в аноксидных/ 
анаэробных условиях (1/сут)

0.0095 1.029 0.08 1.029 0.08 1.09

Константа ингибирования 
нитритом Ki (мг N/л) 1000 1.0 0.07 1.0 ‒ ‒

Константа нитритной
чувствительности 
(л/(сут мг N))

0 1.0 ‒ ‒ ‒ ‒

Константа ингибирования 
аммиаком Ki(NH3) (ммоль/л) ‒ ‒ ‒ ‒ 0.075 1.0



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

ВЛИЯНИЕ СКАЧКООБРАЗНОГО УВЕЛИЧЕНИЯ НАГРУЗКИ ПО АММОНИЮ 731

частиц (клеток), разработанная Wanner и Reichert
и встроенная в общую модель ASDM (Wanner, Re-
ichert, 1996). Значения используемых в BioWin по
умолчанию параметров, описывающих диффузи-
онные процессы и характеристики биопленок, не
меняли, за исключением отдельно оговоренных
случаев.

Алгоритм расчетов. Учитывая, что расчет по
ASDM долгосрочной динамики в биореакторах
типа SBR с импульсной подачей свежей среды (в
технологии – поступающей сточной воды) зани-
мает длительный период, нами был выбран сле-
дующий алгоритм расчетов, состоящий из трех
основных этапов.

На первом этапе с использованием BioWin
рассчитывали стационарные состояния, полагая,
что среда в биореактор подается с постоянной
(усредненной по циклу выращивания) скоро-
стью. Полученные стационарные состояния слу-
жили исходными состояниями для следующих
этапов моделирования.

На втором этапе в динамике рассчитывали из-
менения, происходящие в системе после смены
концентрации аммонийного азота с 200 на 500 мг/л,
полагая, как и на первом этапе, что среда в биоре-
актор подается с постоянной (усредненной по
циклу выращивания) скоростью.

На третьем этапе рассчитывали динамику ос-
новных показателей при импульсном режиме, со-
ответствующем реальному режиму работы биоре-
актора. Исходным состоянием культуры (“посев-
ным материалом”, сосредоточенным в биопленке

на загрузке) было стационарное состояние, най-
денное на первом этапе моделирования.

Схема процесса и исходные данные. Для моде-
лирования использовали упрощенную техноло-
гическую схему процесса, включающую источ-
ник поступающей сточной воды (подача среды),
биореактор с загрузкой и выход отработанной
(очищенной) сточной воды (рис. 1). Для расчетов
в модель были введены значения состава и соот-
ношения компонентов в подающейся в биореак-
тор среды (табл. 3).

При расчетах динамического поведения систе-
мы в режиме импульсной подачи среды (третий
этап моделирования) в модель вводили следую-
щее условие: в течение 0.5 ч в биореактор подает-
ся свежая среда со скоростью 2 л/ч (содержащая
200 или 500 мг N/л) и отводится равное количе-
ство среды для сохранения постоянства объема.
Затем в течение 5.5 ч культура развивается в пери-
одическом режиме. Цикл повторяется через каж-
дые 6 ч.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После инокуляции биореактора активным

илом в течение первых дней происходило его за-
крепление на загрузочном материале. При этом
содержание свободноплавающих взвешенных ве-
ществ снизилось и в дальнейшем не превышало
200 мг/л. В течение эксперимента наблюдалось
образование и рост прикрепленной биомассы в
виде биопленок, толщина которых через 2‒3 мес.
работы биореактора достигла нескольких милли-

Таблица 2. Значения используемых в модели стехиометрических коэффициентов анаммокс-бактерий, АОБ и НОБ

Параметр Анаммокс-бактерии АОБ НОБ

Экономический коэффициент (мг химически 
потребляемого кислорода (ХПК)/мг N)

0.114 0.15 0.09

Образование нитрата в анаммокс-процессе
(мг N/мг ХПК биомассы)

2.28 ‒ ‒

Азот в биомассе (мг N/мг ХПК биомассы) 0.07 0.07 0.07

Фосфор в биомассе (мг Р/мг ХПК биомассы) 0.022 0.022 0.022

Доля бионеразлагаемых остатков после
эндогенного распада биомассы

0.08 0.08 0.08

Отношение ХПК/(беззольная биомасса) 
(мг ХПК/мг беззольного вещества биомассы)

1.42 1.42 1.42

Рис. 1. Используемая в модели схема линии удаления азота из сточной воды.

Подача среды ВыходБиореактор с загрузкой
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метров и стабилизировалась. Образовавшиеся
биопленки содержали типичные анаммокс-бак-
терии (рис. 2), и развивающийся в биореакторе
консорциум микроорганизмов проявлял выра-
женную анаммокс-активность. При входной кон-
центрации аммония 200 мг N–NH4/л содержание
аммония на выходе из биореактора (в сливе в
конце цикла культивирования) постепенно сни-
жалось, достигнув на 105 сут 26.6 мг N–NH4/л, а
концентрация нитритов и нитратов составила 6.1
и 14.4 мг N/л соответственно. Анализ состава
микробного сообщества с помощью метода высо-
копроизводительного секвенирования фрагмен-
тов гена 16S рРНК показал, что из трех основных
групп азот-конвертирующих микроорганизмов в
биопленках доминировали анаммокс-бактерии, а
минорную часть консорциума составляли нитри-
фикаторы второй стадии (Каллистова и соавт.,
2020). Полученные результаты свидетельствуют о
том, что в биореакторе сложился стабильный
консорциум, эффективно осуществляющий про-
цесс нитритации‒анаммокс и удаляющий из по-
дающейся среды 70‒80% азота.

При использовании значений параметров,
предустановленных в BioWin по умолчанию, ста-
ционарных состояний (первый этап моделирова-
ния), в которых осуществляется процесс анаммокс,
найдено не было. В связи с этим, мы изменили зна-
чения следующих коэффициентов, относящихся
к свойствам анаммокс-бактерий и физико-хими-
ческими характеристикам процессов, протекаю-
щих в биопленке:

1) Учитывая опыт выполненных нами ранее
работ, мы свели к минимуму константу чувстви-
тельности к нитриту, установив ее значение 0
вместо 0.016 (л/сут/мг N) (Дорофеев и соавт.,
2017).

2) В связи с тем, что в наших экспериментах
наблюдалось образование биопленки значительной
толщины, для имитации этого явления мы снизили
используемую в BioWin по умолчанию скорость от-
крепления биопленки до 8000 г/(м3 сут).

3) Для повышения интенсивности массообмена
между биопленкой и внешней средой увеличили
эффективную скорость диффузии основных
азотсодержащих субстратов (табл. 4).

Таблица 3. Основные компоненты подающейся среды, учитываемые в симуляторе BioWin
Компоненты Значения

Fbs ‒ Легко биоразлагаемое органическое вещество (ацетат) (г ХПК/г общего ХПК) 0.16
Fac ‒ Ацетат (г ХПК/г легко биоразлагаемого ХПК) 0.15
Fxsp – Неколлоидное медленно биоразлагаемое вещество (г ХПК/г медленно биоразлагаемого 
ХПК)

0.75

Fus ‒ Растворимое бионеразлагаемое органическое вещество (г ХПК/г суммарного ХПК) 0.05
Fup ‒ Твердое бионеразлагаемое органическое вещество (г ХПК/г суммарного ХПК) 0.13
Fna ‒ Аммоний (г NH4−N/г общего азота по Кьельдалю) 0.98
Fnox – Органический азот в твердой фазе (г N/г органического N) 0
Fnus – Растворенный бионеразлагаемый азот по Кьельдалю (г N/г общего азота) 0
FupN – Отношение N : ХПК для бионеразлагаемой части ХПК (г N/г ХПК) 0

 ‒ Фосфаты (г PO4−P/г общего фосфора) 0.5

FupP – Отношение P : ХПК для бионеразлагаемой части ХПК в подающейся среде (г P/г ХПК) 0.011
FZbh – Гетеротрофныe организмы, не относящиеся к фосфат-аккумулирующим организмам 
(ФАО) (г ХПК/г общего ХПК)

0.0001

FZbm – Метанол-потребляющие аноксидные организмы (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZaob – Аммоний-окисляющие микроорганизмы (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZnob – Нитрит-окисляющие микроорганизмы (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZamob – Анаммокс-бактерии (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZbp ‒ ФАО (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZbpa – Ацетогеные пропионовокислые бактерии (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZbam – Ацетотрофные метаногены (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001
FZbhm ‒ H2-потребляющие метаногены (г ХПК/г общего ХПК) 0.0001

4POF
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После использования в BioWin новых парамет-
ров были рассчитаны стационарные состояния,
устанавливающиеся при входной концентрации
аммония 200 мг N−NH4/л, характеристики кото-
рых были близки к результатам, полученным экс-
периментально (табл. 5).

На следующем этапе нами была рассчитана
динамика концентраций минеральных азотсо-
держащих компонентов в течение нескольких су-
ток с учетом импульсной подачи среды, с исполь-
зованием в качестве исходных данных (нулевая
точка) стационарных значений, полученных на
предыдущем этапе моделирования. В результате
расчетов была получена пилообразная кривая,

состоящая из повторяющихся колебаний концен-
трации аммония, нитритов и нитратов (рис. 3). Вос-
производимость расчетных циклов указывает на
то, что в модельной системе установилось квази-
стационарное состояние. Диапазон изменения
расчетных концентраций аммония и нитритов в
течение цикла включал в себя экспериментально
найденные значения, но концентрация нитратов
была в среднем на 28% выше (табл. 6).

Переходный процесс, вызванный 
увеличением концентрации аммония

В эксперименте после смены концентрации
аммония в поступающей среде с 200 на 500 мг N/л,
концентрация аммония на выходе из биореактора
быстро возрастала до 280‒290 мг N/л, и в даль-
нейшем в течение месяца существенно не меня-
лась (рис. 4). Содержание нитритов и нитратов
увеличилось до 9‒13 и 11‒15 мг N/л соответ-
ственно. Эффективность удаления азота из систе-
мы снизилась в среднем с 76 до 40‒41% (табл. 7).
Анализ состава микробного сообщества показал,
что смена концентрации аммония в среде прин-
ципиально не повлияла на соотношение основных
участников превращения азота (неопубликован-
ные данные).

Расчет по модели, предполагающей непрерыв-
ный поток среды (второй этап моделирования)
показал быстрое увеличение концентрации ам-
мония и снижение эффективности удаления азо-
та с 83 до 43% в течение первых четырех суток по-
сле смены концентраций аммония в подающейся
среде (рис. 5), что на коротком отрезке времени
соответствовало поведению реального сообще-
ства биореактора. Такая же тенденция была полу-
чена и при моделировании импульсной подачи
среды (третий этап моделирования): через четве-
ро суток концентрация аммония в течение цикла
изменялась от 230 до 280 мг N−NH4 /л (рис. 6).

Рис. 2. Микрофотографии ультратонких срезов био-
пленок. Масштабная метка 2 мкм (а) и 0.5 мкм (б).

1 мкм(а)

500 нм(б)

Таблица 4. Значения коэффициентов диффузии, при-
нятые в модели

Показатель
Эффективный 
коэффициент 

диффузии (м2/с)

Температурный 
коэффициент

Аммоний 3.00 × 10 (‒9) 1.029
Нитрит 2.98 × 10 (‒8) 1.029
Нитрат 2.98 × 10 (‒8) 1.029

Рис. 3. Расчетная динамика изменения концентраций
азотсодержащих компонентов в биореакторе при им-
пульсной подаче среды с концентрацией аммония
200 мг N−NH4 /л. 1 – N–NH4; 2 – N–NO3; 3 – N–
NO2.
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Вместе с тем, моделирование переходного пе-
риода на более длительном отрезке времени по-
казало, что постепенно концентрация аммония
на выходе из биореактора падает с тенденцией к
стабилизации, и через 30 сут расчетная величина
составляла 26‒27 мг N/л, а эффективность удале-
ния азота повысилась до 80%, что сопоставимо с
эффективностью удаления азота при исходной кон-
центрации аммония в подающейся среде 200 мг/л.
Расчетные стационарные концентрации аммо-

ния, нитритов и нитратов в очищенной воде при
входной концентрации аммония 500 мг N/л имели,
соответственно, значения 23.4, 48.65 и 45.15 мг N/л,
а эффективность удаления азота составила 77%,
что существенно расходилось с эксперименталь-
ными данными (табл. 7). Такие расхождения ре-
зультатов эксперимента и моделирования свиде-
тельствуют о том, что долгосрочный переходный
процесс, вызванный резкой сменой нагрузки на
анаммокс-сообщество по аммонию, не сводится
к простому изменению физико-химических и то-
тальных биологических показателей (концентра-
ции биомассы, толщины биопленки и т.п.), зало-
женных в используемой модели.

Таблица 5. Расчетные и экспериментально полученные показатели работы биореактора с загрузкой при концен-
трации аммония в подающейся в реактор среде 200 мг N–NH4/л

Концентрация в очищенной воде, мг N/л Эффективность 
удаления азота, %аммоний нитриты нитраты

Экспериментальные данные 26.6 6.1 14.4 76.5
Расчетные стационарные значения 11.9 7.3 10.38 76
Диапазон колебаний при импульсной 
подаче среды

0‒38 3‒8.5 16.5‒20.2 71‒85.5

Рис. 4. Экспериментальная динамика концентраций
неорганических соединений азота в очищенной воде
биореактора до и после увеличения концентрации
аммонийного азота с 200 до 500 мг N/л. 1 – N–NH4;
2 – N–NO3; 3 – N–NO2. Время смены концентрации
аммония соответствует 10 суткам.

50

250

300

350

100

150

200

0 10 30 4020 50
Сутки

3

1

2

К
он

це
нт

ра
ци

я,
 м

г 
N

/л

Таблица 6. Экспериментально полученные и расчетные показатели работы биореактора через четверо суток по-
сле смены концентрации аммония с 200 до 500 мг N–NH4/л

Концентрация в очищенной воде, мг N/л Эффективность 
удаления азота, %аммоний нитриты нитраты

Экспериментальные данные 280‒290 9‒13 11‒15 36‒40
Расчетные значения при непрерывной 
подаче следы

255 3 22 44

Диапазон колебаний расчетных значений 
при импульсной подаче среды

230‒280 2‒3 20‒23 40‒50

Рис. 5. Расчетная динамика соединений азота в среде
в условиях непрерывной подачи среды при скачкооб-
разной смене концентрации аммония с 200 на 500 мг
N−NH4/л. 1 – N−NH4; 2 – N−NO3; 3 – N−NO2.
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Ранее в подобных экспериментальных услови-
ях нами уже был исследован переходный период
анаммокс-сообщества, вызванный сменой на-
грузки по аммонию увеличением его концентра-
ции с 200 до 400 мг/л (Каллистова и соавт., 2020).
Как и в настоящей работе, после увеличения на-
грузки происходило резкое возрастание концен-
трации аммония в очищенной воде и падение эф-
фективности удаления азота (с 84 до 46%), не вос-
станавливающееся в течение месяца. Одинаковая
реакция сообщества свидетельствует о наличии
специфических механизмов, характерных для пе-
реходных процессов, вызванных изменением на-
грузки. К сожалению, переходным периодам про-
цесса нитритация‒анаммокс, возникающим при
переходе от одного стационарного состояния к
другому, уделяется недостаточно внимания, а ис-
пользование симулятора BioWin ограничивается,
как правило, оптимизацией работы очистных со-
оружений в постоянных условиях или прогноза-
ми влияния краткосрочных изменений тех или
иных факторов (Jones et al., 2007; Wett et al., 2010;
Дорофеев и соавт., 2017). Определенные успехи
связаны с использованием других симуляторов и
моделированием анаммокс-содержащего грану-
лированного активного ила для оптимизации ре-
жима работы биореакторов SBR-типа (Corbala-

Robles et al., 2016; Al-Hazmi et al., 2021). Однако,
по нашим данным, систематических исследова-
ний переходных состояний с использованием
других симуляторов также не проводилось.

Вероятной причиной полученных в нашей ра-
боте расхождений эксперимента и расчета могут
быть произошедшие в переходный период суще-
ственные изменения структурно-функциональ-
ных характеристик биопленок или агрегатов, не
учитывающиеся при моделировании. Косвенно
на наличие таких изменений указывает возник-
шая необходимость использовать в модели более
высокие скорости диффузионных процессов, чем
заложены в BioWin по умолчанию. Возможной
причиной может быть двуслойность сформиро-
ванной на загрузке биопленки. При выполнении
наших ранних исследований (Каллистова и со-
авт., 2020) и в настоящей работе было отмечено,
что биопленка анаммокс-сообщества состоит из
двух частей: во внутренней части, расположенной
между волокнами загрузочного материала, созда-
ются условия с затрудненным доступом кислорода,
тогда как во внешней, более рыхлой, облегчены
диффузионно-массообменные процессы. Также
известно, что микроколонии анаммокс-бактерий
отличаются наличием мощной экзополисахарид-
ной матрицы, а развитие включающих нитрифи-
цирующие и анаммокс-бактерии биопленок ха-
рактеризуется не просто нарастанием суммарной
прикрепленной биомассы, но затрагивает более
сложные структурно-функциональные процессы
(Каллистова и соавт., 2016). В этой связи следует
отметить открытие у гранул анаммокс-бактерий
процесса массообмена, напоминающего легоч-
ное дыхание высших организмов (Xu et al., 2019).
В соответствии с гипотезой авторов, сформиро-
ванные гранулы биомассы анаммокс-бактерий
способны к сокращению и расширению, наподо-
бие легких, благодаря образованию и выбросу из
гранул газовых пузырьков с молекулярным азотом.
Такой механизм значительно ускоряет процессы
массообмена между агрегатами и жидкой фазой в
сравнении с обычной диффузией. Вероятно, раз-
витие таких сложных структур требует большего
времени, чем заложенное в моделях нарастание
простейшей биопленки, что может быть причи-

Таблица 7. Сравнение экспериментальных и расчетных стационарных значений эффективности удаления рас-
творимых форм азота

* На 105 сут. работы биореактора.
** Разброс в течение месяца после смены концентрации аммония с 200 на 500 мг N/л.

Эффективность удаления азота, %

Концентрация аммония в подающейся среде, мг N/л 200 500
Эксперимент 76* 36.5‒38.5**
Расчет 83 77

Рис. 6. Расчетная динамика соединений азота в среде
в условиях импульсной подачи среды при скачкооб-
разной смене концентрации аммония с 200 на 500 мг
N−NH4 /л. 1 – N−NH4; 2 – N−NO3; 3 – N−NO2.
Момент смены концентрации аммония показан
стрелкой.
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ной расхождения экспериментальных и расчет-
ных данных.

Кроме структурных изменений в биопленках,
неучтенными в модели факторами могут быть изме-
нение состава микробного сообщества и, соответ-
ственно, изменение его биохимических и кинети-
ко-стехиометрических характеристик, изменение
свойств материалов обрастания, отложение неор-
ганических веществ. Очевидно, что для более глу-
бокого понимания протекающих в биопленках
процессов и повышения прогностической ценно-
сти моделирования необходимы дальнейшие экс-
периментальные исследования биопленок и раз-
витие математического аппарата их описания.

В заключение следует отметить, что результаты
наших исследований могут представлять интерес
для реальных очистных сооружений, где в цикле
очистки сточных вод задействован процесс Анам-
мокс. Например, в случае аварийных сбросов сточ-
ных вод с высоким содержанием аммония процесс
восстановления рабочего режима может значи-
тельно увеличиваться, что необходимо учитывать
для устранения последствий снижения эффектив-
ности функционирования анаммокс-реактора.
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Effect of Abrupt Increase in Ammonium Load on Activity
of the Anammox Bacterial Community in a Sequencing Batch Reactor
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Abstract—The transition process caused by an abruptly increased ammonium load (2.5-fold) on the micro-
bial community of a sequential batch reactor carrying out nitrogen removal from the water via nitritation-ana-
mmox was studied. The community developed in the bioreactor at incoming ammonium concentration of
200 mg N/L removed 76.5% of the inflowing nitrogen and was satisfactorily described by the BioWin math-
ematical simulator with corrected coefficients. Abrupt increase of nitrogen load from 200 to 500 mg N/L re-
sulted in ammonium concentration at the reactor outlet increasing from 27 to 280–290 mg N/L, with nitro-
gen removal efficiency dropping to 40%. The calculation using the BioWin simulator showed that the effi-
ciency of the nitritation-anammox process should increase in the course of a month and stabilize at the level
close to the original one (76.5%). However, experimental data did not support this calculation: no increase
in efficiency was observed during this period. Changes in the structural and functional characteristics of the
biofilms and aggregates, which were not accounted for in the model, were probably responsible for discrep-
ancies between the experimental and calculated data.

Keywords: anammox process, anammox community, nitritation, mathematical simulation, BioWin, waste-
water treatment
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Изучено влияние качественного и количественного содержания каротиноидов на сборку светосо-
бирающих комплексов, выделенных из термоустойчивой пурпурной серной бактерии Thermochro-
matium (T.) tepidum. Для уменьшения содержания каротиноидов в фотосинтетических мембранах и
комплексах использовали ингибитор каротиноидгенеза – дифениламин (ДФА). Минимальное со-
держание каротиноидов составило 40% при выращивании клеток T. tepidum в присутствии 120 мкМ
ДФА. При повышении концентрации ДФА рост культуры останавливался. Из ДФА-клеток были
выделены фотосинтетические ДФА-мембраны и ДФА-комплексы LH2 и LH1-RC, содержание ка-
ротиноидов в которых составило 45 и 55% соответственно. Их спектральные характеристики в
ближней ИК-области не зависели от количества каротиноидов в комплексах и были аналогичны ха-
рактеристикам нативных комплексов дикого типа. Одновременно с общим уменьшением содержа-
ния каротиноидов, в ДФА-комплексах появлялись каротиноиды из более ранних этапов биосинтеза,
такие как нейроспорин, ζ-каротин и их гидрокси-производные. Появление в ДФА-комплексах ка-
ротиноидов с более короткой, чем в контроле цепью сопряженных двойных связей приводило к
увеличению эффективности переноса энергии с каротиноидов на бактериохлорофилл.

Ключевые слова: каротиноиды, ВЭЖХ, пигмент-белковые комплексы, пигмент-содержащие мем-
браны
DOI: 10.31857/S0026365621060045

Фотосинтезирующие бактерии имеют доста-
точно простой фотосинтетический аппарат. Его
светособирающая антенна состоит из двух типов
пигмент-белковых комплексов: периферийного
LH2 и прицентрового LH1, которые располага-
ются во внутренней цитоплазматической мембране
(Cogdell et al., 2006). Комплекс LH1 окружает реак-
ционный центр (RC), образуя с ним коровый
комплекс или комплекс LH1–RC. Оба светосо-
бирающих комплекса получены в чистом виде и
хорошо изучены (Cogdell et al., 2006; Gabrielsen et al.,
2009). В зависимости от вида бактерии комплекс
LH1 в ближней ИК-области имеет основной мак-
симум поглощения при ≥865 нм, а комплекс LH2 –
два максимума (при ~800 и ~850 нм) (Cogdell et al.,
2006; Gabrielsen et al., 2009). Эти комплексы по-
строены у пурпурных бактерий по аналогичному
модульному принципу и состоят из двух типов
полипептидов (α и β), бактериохлорофилла (БХл)
и каротиноидов (Cogdell et al., 2006). Основной
структурной субъединицей светособирающих
комплексов является состоящий из α- и β-поли-

пептидов α/β-гетеродимер, с которым некова-
лентно связаны молекулы БХл и каротиноидов. В
комплексе LH2 это три молекулы БХл (одна
БХл800 и две БХл850), в комплексе LH1 – две мо-
лекулы БХл870‒890 и по одной молекуле кароти-
ноида на каждый α/β-гетеродимер (Gabrielsen et al.,
2009). У несерных пурпурных бактерий комплексы
LH2 состоят из 8‒9 α/β-гетеродимеров (McDer-
mott et al., 1995; Koepke et al., 1996), а комплекс
LH1 – из 16 (Roszak et al., 2003). В комплексе LH2
содержится 24‒27 молекул БХл и 8‒9 молекул ка-
ротиноидов, а в LH1 – 32 молекулы БХл и 16 моле-
кул каротиноидов. Согласно модели, описанной в
работе (Löhner et al., 2015), у серных пурпурных бак-
терий комплекс LH2 может состоять из 12 пар
α/β-гетеродимеров, как, например, у Allochromatium
vinosum, и обладать более сложным пептидным со-
ставом. В клетках данной бактерии обнаружено
шесть разных пар α- и β-полипептидов (Carey et al.,
2014). Они в разном сочетании присутствуют в
комплексе LH2. Также получены данные о том,
что комплекс LH2 из пурпурной серной бактерии

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

ИНГИБИРОВАНИЕ БИОСИНТЕЗА КАРОТИНОИДОВ 739

Ectothiorhodospira (Ect.) haloalkaliphila похож на
комплекс LH2 из Rhodospirillum molischianum и
представляет собой октамер, состоящий из 8 пар
α/β-гетеродимеров (Leiger et al., 2019). Молекулы
каротиноидов, которые могут содержать различное
количество сопряженных двойных связей (СДС),
расположены в светособирающих комплексах меж-
ду α/β-полипептидами, в так называемых “каро-
тиноидных карманах” и взаимодействуют как с
аминокислотными остатками обоих полипепти-
дов, так и с молекулами БХл (Cogdell et al., 2006).

В настоящее время все еще не установлены ме-
ханизмы сборки светособирающих комплексов
in vivo. Известно только, что сборка светособираю-
щих комплексов проходит в цитоплазматической
мембране бактерий. Затем путем инвагинации этой
мембраны комплексы переносятся внутрь клетки
с образованием внутрицитоплазматических мем-
бран – хроматофоров (Niederman, 2006). Понятно,
что для осуществления этого процесса должны
совмещаться биосинтезы α- и β-полипептидов,
БХл и каротиноидов. Для изучения сборки ком-
плексов in vivo необходимо сравнивать свойства
этих объектов с каротиноидами, БХл, α- и β-по-
липептидами и без них. Однако получить жизне-
способные клетки и комплексы в настоящий мо-
мент удается только без каротиноидов.

Имеется много данных о том, что комплекс
LH2 типа В800‒850 у бескаротиноидных мутан-
тов пурпурных несерных бактерий не собирается
(Chi et al., 2015). Для пурпурных серных бактерий
получение бескаротиноидных комплексов воз-
можно с помощью ингибирования биосинтеза
каротиноидов с помощью дифениламина (ДФА),
что позволяет получить полный набор этих ком-
плексов с сохранением нативных спектральных
характеристик БХл в ИК-области (Moskalenko,
Makhneva, 2012; Ashikhmin et al., 2014; Большаков
и соавт., 2015, 2016). Однако этот метод имеет
ограничения и подходит не для всех видов пур-
пурных серных бактерий.

В настоящее время среди фотосинтезирующих
бактерий особое внимание получила пурпурная
серная бактерия Thermochromatium (T.) tepidum.
Она была выделена Мадиганом в 1984 г. из тер-
мальных источников Йеллоустонского нацио-
нального парка и отличается от всех известных
пурпурных бактерий тем, что ее оптимальная
температура роста близка к 50°С (Madigan, 1984).
Подобно другим фотосинтезирующим бактери-
ям, она содержит БХл а, растет автотрофно и
окисляет сульфид до элементарной серы, которая
находится внутри клетки. Поскольку в настоящее
время известно только две культуры (Alc. vinosum
штамм МГУ и Ect. haloalkaliphila), в которых уда-
ется полностью подавить биосинтез каротинои-
дов и сохранить светособирающий комплекс LH2
с нативными спектральными характеристиками

(Moskalenko, Makhneva, 2012; Ashikhmin et al.,
2014; Большаков и соавт., 2015, 2016), то целью
данной работы был поиск других бактерий, соот-
ветствующих этим условиям. Причиной выбора
для исследования культуры T. tepidum является ее
рост при температуре 50°С (Madigan, 1984), что
делает возможным получение более устойчивых
комплексов LH2 с минимальным содержанием
каротиноидов, поскольку известно, что у Alc. vi-
nosum и Ect. haloalkaliphila бескаротиноидные
комплексы LH2 очень лабильны и легко разруша-
ются при воздействии температуры и детергентов
(Ashikhmin et al., 2014; Большаков и соавт., 2015,
2016).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования и условия культивирова-

ния. Клетки T. tepidum ATCC 43061 выращивали
на модифицированной среде ATCC 1449 (2000 лк;
48°C) (Madigan, 1984). В качестве источника света
использовали лампы накаливания мощностью
75 Вт. Клетки собирали в стационарной фазе ро-
ста (4–6 сут). Полученную биомассу использовали
сразу или хранили при ‒20°С. Для ингибирова-
ния биосинтеза каротиноидов использовали раз-
ные концентрации ДФА: 71 и 120 мкМ. Собран-
ные клетки разрушали с помощью ультразвука с
использованием генератора УЗГ13-0.1-22 (“Уль-
тразвуковая техника”, Россия). Неповрежденные
клетки и фрагменты клеточных стенок осаждали
на центрифуге K24 (“Janetzki”, Германия) в тече-
ние 10 мин при 10000 об./мин. Пигмент-белко-
вые комплексы выделяли методом электрофореза
в ПААГ (Москаленко, Ерохин, 1974). Образцы
концентрировали центрифугированием в про-
бирках Amicon Ultra 50 K (“Millipore”, США).

Анализ каротиноидов. Пигментный анализ
мембран, пигмент-белковых комплексов и изо-
лированных каротиноидов проводили с помощью
ВЭЖХ системы Shimadzu (“Shimadzu”, Япония),
используя колонку с обращенной фазой Agilent
Zorbax SB-C18 5 мкм 4.6 × 250 мм (“Agilent”,
США). Установка для ВЭЖХ в этом случае состояла
из насоса LC-10ADVP с модулем FCV-10ALVP, ко-
торый позволял создавать градиент растворителей
на стороне низкого давления, детектора с диодной
матрицей SPD-M20A и термостата CTO-20AC.
Скорость подачи растворителей была 1 мл/мин
(Makhneva et al., 2008; Большаков и соавт., 2015,
2016). Каротиноиды идентифицировали путем
сравнения с известными образцами из различных
штаммов бактерий в соответствии с их спектрами
поглощения, временем выхода с колонки и мо-
лярным коэффициентом экстинкции (Connor,
1991; Gall et al., 2005).

Методы спектроскопии. Спектры поглощения
регистрировали на спектрофотометре Cary 50
(“Agilent Technology”, США). Спектры возбуж-
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дения флуоресценции (область возбуждения
300‒650 нм) получали с помощью модифициро-
ванного спектрофлуориметра Cary Eclipse (“Agilent
Technology”, США). Модификация заключалась
в замене стандартного ФЭУ (R3896) на послед-
нюю модель ФЭУ (R13456, “Hamamatsu”). Тем
самым нам удалось увеличить рабочую область
спектрофлуориметра до 950 нм вместо 830 нм у
стандартного прибора. Перенос энергии возбуж-
дения от каротиноидов на БХл определяли на
длине волны 500 нм (Niedzwiedzki et al., 2011) по
кривой Ff luexc(λ)/(1 ‒ T(λ)) по методике (Razjivin
et al., 2021), где Ff luexc(λ) – корректированный
спектр возбуждения флуоресценции БХл, а (1 ‒
‒ Т(λ)) = (1 ‒ 10–A(λ)), где Т – пропускание, A(λ) –
оптическое поглощение образца после вычитания
кривой светорассеяния. Спектры кругового ди-
хроизма регистрировали на спектрополяриметре
Chirascan (“Applied Photophysics”, Великобрита-
ния).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В спектре поглощения фотосинтетических

мембран T. tepidum (рис. 1а, спектр 1) максимумы
поглощения БХл локализованы при 800, 856 и 915
нм (Qy – переходы БХл). Полосы поглощения с
максимумами при 800 и 856 нм принадлежат ком-
плексу LH2 (рис. 1а, спектр 2), а при 915 нм –
комплексу LH1 (рис. 1а, спектр 3). При низкотем-

пературных измерениях в спектре поглощения это-
го комплекса LH2 полоса В800 расщепляется на
2 отдельные полосы (как и у Alc. vinosum) (Carey
et al., 2014). Этот эффект связан с тем, что в состав
комплекса LH2 могут входить три различные па-
ры α- и β-полипептидов, с которыми молекулы
БХл800 могут иметь различные взаимодействую-
щие лиганды в каждой α/β-субъединице.

Полоса поглощения комплекса LH1 (при
915 нм) более сдвинута в длинноволновую об-
ласть (рис. 1а, спектр 3) по сравнению с другими
представителями семейства Chromateaceae, что,
вероятно, связано с присутствием в нем ионов
Ca2+, которые определяют термоустойчивость
этой культуры (Niwa et al., 2014).

Был изучен каротиноидный состав контроль-
ных комплексов методом ВЭЖХ. В выделенных
из T. tepidum комплексах LH2 преобладают родопин
(43.9%, СДС = 11), дидегидрородопин (29.9%,
СДС = 12) и ангидрородовибрин (11.2%, СДС = 12),
а в комплексе LH1-RC – спириллоксантин (51.5%,
СДС = 13) (табл. 1). Содержание каротиноидов в
комплексах LH2 данной бактерии ранее было
изучено разными группами исследователей. Бы-
ло показано, что основными каротиноидами в
комплексе LH2 являются родопин (66%), спи-
риллоксантин (20%) и ангидрородовибрин (9%)
(Yang et al., 2010). В работе Niedzwiedzki et al.
(2011) значения следующие: родопин (35%), спи-

Рис. 1. Спектры поглощения мембран (1) и пигмент-белковых комплексов LH2 (2) и LH1-RC (3), полученных из кон-
трольных (а) и ДФА-клеток (б) T. tepidum. Для лучшего восприятия спектры 2 и 3 сдвинуты вверх на 0.5 и 1.7 опт. ед.
относительно спектра 1 соответственно.
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риллоксантин (40%), родовибрин (25%, СДС = 12)
и ангидрородовибрин (25%). Наблюдаемые раз-
личия в каротиноидном составе могут отражать
гибкость пути каротиноидгенеза у этой бактерии
в различных условиях роста. Более того, ком-
плексы LH2 из T. tepidum могут быть гетерогенны
по каротиноидному составу, как показано для та-
кого представителя семейства Chromatiaceae, как
Alc. minutissimum (Makhneva et al., 2008).

Особо отметим, что в мембранах и комплексах
T. tepidum в следовых количествах обнаружива-
лись нейроспорин и его гидрокси-производная
(табл. 1), что нехарактерно для культур пурпур-
ных серных бактерий, у которых работает четы-
рехстадийная фитоиндесатураза, и биосинтез ка-
ротиноидов идет по спириллоксантиновому пути
(Takaichi, 2009). Присутствие этих каротиноидов
можно объяснить тем, что высокая температура
(50°С), при которой данная бактерия обитает в
естественной среде, является причиной сбоя в ра-
боте четырехстадийной фитоиндесатуразы, в ре-
зультате чего промежуточные продукты ее работы
встраиваются в комплексы LH2 и LH1-RC.

Обычно для выращивания бактерий Alc. vinosum
шт. МГУ и Ect. haloalkaliphila с полностью подав-
ленным биосинтезом каротиноидов использовали
71 мкМ (12 мг/л) ДФА (Москаленко и соавт., 1991;
Makhneva et al., 2008; Ashikhmin et al., 2014; Боль-
шаков и соавт., 2015). Однако в случае T. tepidum
при использовании данной концентрации инги-

битора достичь желаемого результата не удалось.
В клетках присутствовало значительное (≥80%)
количество каротиноидов. При повышении кон-
центрации до 120 мкМ ДФА рост клеток замед-
лялся вдвое, а содержание каротиноидов в клет-
ках снижалось до 40% по сравнению с клетками
дикого типа. Получить клетки с более низким со-
держанием каротиноидов не удалось. Возможно,
это связано с высоким температурным оптиму-
мом для роста этой бактериальной культуры
(48°С). При этой температуре ДФА мог частично
деградировать, и его эффективная концентрация
в среде культивирования падала.

Из полученных ДФА-клеток были выделены
фотосинтетические мембраны и светособираю-
щие комплексы (рис. 1б). Максимумы полос по-
глощения БХл в ДФА-мембранах и комплексах
(рис. 1б) не изменились (800, 856 и 915 нм) по
сравнению с контролем. Это свидетельствует о
сохранении принципов сборки ДФА-комплексов
LH2 и LH1-RC. В спектре поглощения последних
заметно уменьшилась амплитуда полос поглоще-
ния каротиноидов (420‒550 нм), и произошло
смещение их максимумов. Это указывает на из-
менение качественного и количественного со-
держания каротиноидов в этих образцах (рис. 1б,
спектры 2, 3).

В ДФА-мембранах из T. tepidum преобладали
нейроспорин, ζ-каротин и их гидрокси-произ-
водные. В ДФА-комплексе LH2 основными каро-

Таблица 1. Каротиноидный состав (мол. %) контрольных и ДФА-мембран и комплексов LH2 и LH1-RC, выде-
ленных из клеток T. tepidum

Примечаниe. * СКК – свободные каротиноидные карманы. Прочерк – каротиноиды не обнаружены.

Каротиноид

Дикий тип ДФА

мембраны комплекс
LH2

комплекс
LH1-RC мембраны комплекс

LH2
комплекс
LH1-RC

Деметилспириллоксантин 1.0 0.2 1.9 ‒ ‒ ‒

Родовибрин 1.3 0.4 2.0 ‒ ‒ ‒

Дидегидрородопин 24.0 29.9 5.6 1.9 3.2 1.2

Родопин 44.9 43.9 26.9 8.3 9.4 11.7

Спириллоксантин 14.6 9.6 51.5 0.9 ‒ 12.4

ОН-нейроспорин 0.6 0.6 Следы 15.3 22.7 8.4

ОН-ζ-каротин ‒ ‒ ‒ 6.5 5.9 3.4

Ангидрородовибрин 9.5 11.2 9.8 0.6 0.6 1.7

Ликопин 3.9 4.2 1.6 ‒ ‒ ‒

Нейроспорин Следы Следы 0.1 0.4 ‒ 4.5

ζ-Каротин 0.2 Следы 0.6 4.7 1.2 11.8

ОН-сфероиден* ‒ ‒ 1.4 2.1 ‒

СКК* ‒ ‒ ‒ 60.0 55.0 45.0
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тиноидами были ОН-нейроспорин и родопин, а в
ДФА-комплексе LH1-RC – спириллоксантин,
родопин, а также производные нейроспорина.
Необычно, что в ДФА-комплексе LH1-RC содер-
жание каротиноидов было выше (55%), чем в
ДФА-комплексе LH2 (45%). В случае Alc. vinosum
шт. МГУ и Ect. haloalkaliphila при ингибировании
биосинтеза каротиноидов с помощью ДФА боль-
ший эффект всегда отмечался в комплексе LH1-
RC (Makhneva et al., 2008; Ashikhmin et al., 2014;
Большаков и соавт., 2017). Отметим, что в ДФА-
мембранах T. tepidum количество предшественни-
ков каротиноидов – фитоина и фитофлуина к от-
ношению окрашенных каротиноидов составляет
0.74 (М/М). В выделенных ДФА-комплексах они
отсутствуют, что указывает на неспецифическое
связывание фитоина и фитофлуина в мембранах.

Отметим, что в ДФА-мембранах и ДФА-ком-
плексах LH2 был обнаружен в небольшом коли-
честве ОН-сфероиден (табл. 1, рис. 2), который
был идентифицирован по спектру поглощения и
по времени удержания на колонке (Connor, 1991).
Гидрокси-производное сфероидена не является
обычным продуктом спириллоксантиновой вет-
ви биосинтеза каротиноидов, а характерно для
сфероиденового пути биосинтеза. Ее появление
может быть связано с образованием в ДФА-клетках
нейроспорина как отдельного продукта, который
не вовлекается в синтез ликопина. Нейроспорин
является конечным продуктом работы трехстадий-
ной фитоиндесатуразы (фитоин → фитофлуин →
→ ζ-каротин → нейроспорин), найденной в клетках
несерных бактерий (Takaichi, 2009). Нейроспорин
является начальным звеном в биосинтезе сферои-
дена у Rhodobacter sphaeroides (Cogdell et al., 2006).
Для дальнейшего превращения нейроспорина в
сфероиден необходима работа гидратазы (CrtC),
десатуразы (CrtD) и метилтрансферазы (CrtF)
(Chi et al., 2015). Очевидно, присутствие спирил-
локсантина в ДФА-клетках связано с активно-
стью этих ферментов. В результате их работы про-
исходит образование из нейроспорина неболь-
шого количества сфероидена, который может
присоединить ОН-группу с помощью фермента
гидратазы (CrtC), в результате чего образуется
ОН-сфероиден. Ранее присутствие подобного ка-
ротиноида было обнаружено при ингибировании
биосинтеза каротиноидов у пурпурной серной
бактерии Alc. vinosum ATCC 17899 (Большаков и
соавт., 2016).

Хорошо известно, что в комплексах LH2 пур-
пурных бактерий один α/β-гетеродимер некова-
лентно связывает только одну молекулу кароти-
ноида. Комплексы LH2 из T. tepidum по своим
спектральным свойствам похожи на комплексы
LH2 из Alc. vinosum, состоящие из 12 α/β-гетеро-
димеров, поэтому предположим, что у T. tepidum
комплекс LH2 также состоит из 12 α/β-гетероди-
меров. Таким образом, у T. tepidum на один ДФА-

комплекс LH2 приходится в среднем 5 молекул
каротиноидов (12*0.4~5). Согласно ранее выяв-
ленной гетерогенности комплексов LH2 по каро-
тиноидному составу (Makhneva et al., 2008) это
может означать присутствие в популяции отдельных
комплексов, содержащих как ≥5, так и <5 молекул
каротиноидов. Теоретически мы можем говорить
также о присутствии у T. tepidum бескаротиноидных
комплексов LH2. В пользу этого предположения
можно привести опыт по изучению термостабиль-
ности у ДФА-комплексов LH2 из Rbl. acidophilus с
~46%-ным содержанием каротиноидов. Из этих
комплексов с помощью термической обработки
удалось получить фракцию комплексов LH2 со
средним содержанием каротиноидов 90% и фрак-
цию разрушенных ДФА-комплексов LH2 с со-
держанием каротиноидов менее 1 молекулы на
комплекс. Это указывает на возможное суще-
ствование двух пулов комплексов. Первый – без
каротиноидов и второй – с некоторым содержа-
нием каротиноидов, по-видимому, с 1 и более мо-
лекулами каротиноидов на комплекс.

Одна из основных функций каротиноидов в
фотосинтезе – перенос энергии возбуждения
(ПЭВ) к БХл, поэтому мы оценили данный пара-
метр во всех выделенных пигмент-белковых ком-
плексах. ПЭВ определяли с учетом светорассеяния,
как описано в разделе “Материалы и методы ис-
следования”. Для контрольных комплексов LH2
и LH1-RC величина ПЭВ составила 40.5 и 40.9%
соответственно (рис. 3). Снижение содержания

Рис. 2. Часть ВЭЖХ хроматограммы экстрактов пиг-
ментов из контрольных (а) и ДФА (б) комплексов
LH2 из T. tepidum. Идентификация пиков: 1 – БХл;
2 – дидегидрородопин; 3 – родопин; 4 – спирилло-
ксантин; 5 – ОН-сфероиден; 6 – ОН-нейроспорин;
7 – ангидрородовибрин; 8 – ОН-ζ-каротин; 9 – лико-
пин; 10 – ζ-каротин. Хроматограмма записана при
270‒800 нм. Хроматограммы нормированы по содер-
жанию БХл (пик 1).
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каротиноидов приводило к увеличению ПЭВ в
ДФА-комплексе LH2 до 76.6%, а в ДФА-ком-
плексе LH1-RC до 65.1%.

Отметим, что, несмотря на различия в кароти-
ноидном составе контрольных комплексов LH2 и
LH1-RC (табл. 1), ПЭВ у них был практически
идентичным. Разница в каротиноидном составе
между контрольными и ДФА-комплексами LH2
и LH1-RC заключается в снижении содержания
длинноволновых каротиноидов: спириллоксан-
тина (13 СДС), ангидрородовибрина (12 СДС), а
также дидегидрородопина (12 СДС) и родопина
(11 СДС) и появлении в больших количествах ка-
ротиноидов с более коротким хромофором: ней-
роспорина (7 СДС), ζ-каротина (5 СДС) и их гид-
рокси-производных (табл. 1). Можно сделать вы-
вод, что увеличение содержания каротиноидов с
более короткой цепью СДС (табл. 1), приводит к
увеличению показателя ПЭВ в ДФА-комплексах
LH2 по сравнению с контролем. Эти результаты
согласуются с литературными данными и обще-
признанным мнением, что каротиноиды с более
короткой цепью СДС с более высокой эффектив-
ностью переносят энергию на БХл (Niedzwiedzki
et al., 2020). Если рассчитывать показатель ПЭВ
без учета светорассеяния, то получатся в два раза
меньшие значения. При данной методике расчета
ПЭВ для контрольных и ДФА-комплексов LH2
составил 25%, что совпадает с данными работы
(Niedzwiedzki et al., 2011), где светорассеяние не
учитывалось.

Мы предполагаем, что, хотя каротиноиды в
комплексах LH2 и LH1-RC обладают общими
свойствами, их эффективность в передаче энер-
гии на БХл также зависит от специфических ха-
рактеристик самих комплексов, в которых они
находятся. Вероятно, что на этот процесс суще-
ственное влияние оказывает аминокислотное
окружение α- и β-полипептидов, из которых и
построены комплексы LH2 и LH1-RC.

Измерение сигнала кругового дихроизма (КД)
в области 220‒600 нм показало зависимость между
содержанием каротиноидов в комплексах и ин-
тенсивностью сигнала КД этих пигментов (рис. 4).
В спектрах КД контрольных комплексов LH2 из
T. tepidum отмечены положительные полосы с
максимумами при 345, 360, 385, 515, 540 и 590 нм
и отрицательные – с максимумами при 300, 412 и
455 нм. В ДФА-комплексах в спектре КД отмече-
на тенденция к уменьшению как положительных,
так и отрицательных сигналов, что коррелирует с
уменьшением содержания каротиноидов. В спек-
тре КД контрольных и ДФА-комплексов LH1-RC
основные максимумы смещены в длинноволно-
вую область на 10‒20 нм по сравнению с анало-
гичными комплексами LH2: положительные при
345, 375, 395, 525, 560 и 590 нм и отрицательные
при 325 и 475 нм. Форма КД-спектров комплек-
сов LH2 и LH1-RC из T. tepidum и других изучен-
ных пурпурных серных бактерий отличаются не-
значительно, что указывает на схожие принципы
их организации и пространственное расположе-

Рис. 3. Перенос энергии возбуждения (ПЭВ) от каротиноидов к БХл в контрольных комплексах LH2 (а) и LH1-RC (б)
из T. tepidum. Сплошная линия – оптическое поглощение образца после вычитания кривой светорассеяния (1 ‒ Т(λ)),
пунктирная линия – корректированный спектр возбуждения флуоресценции БХл (Ff lu exc(λ)), а штрихпунктирная ли-
ния – ПЭВ (Ff lu exc(λ)/(1 ‒ T(λ)).
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ние в них каротиноидов (Moskalenko, Karapetyan,
1996).

Исходя из полученных данных, можно сделать
несколько выводов:

1) показана возможность сборки ДФА-ком-
плексов LH2 и LH1-RC из T. tepidum с уменьшен-
ным содержанием каротиноидов по сравнению с
комплексами дикого типа;

2) спектральные характеристики ДФА-комплек-
сов в ближней ИК-области были аналогичны ха-
рактеристикам нативных комплексов дикого типа;

3) с увеличением концентрации ДФА в среде
культивирования одновременно с общим уменьше-
нием количественного содержания каротиноидов в
комплексах появляются каротиноиды из более ран-
них этапов биосинтеза, такие как нейроспорин,
ζ-каротин и их гидрокси-производные;

4) показано, что эффективность передачи
энергии от каротиноидов к БХл в контрольных и
ДФА-комплексах LH2 зависела от состава каро-
тиноидов в образцах.
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Inhibition of Carotenoid Biosynthesis in LH2 and LH1-RC Pigment-Protein Complexes 
of a Purple Sulfur Bacterium Thermochromatium tepidum
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Abstract—The effect of the qualitative and quantitative content of carotenoids on the assembly of light-har-
vesting complexes isolated from the heat-resistant purple sulfur bacterium Thermochromatium (T.) tepidum
was studied. To decrease the content of carotenoids in the photosynthetic membranes and complexes, an in-
hibitor of carotenoid genesis, diphenylamine (DPA), was used. The minimum carotenoid content of 40% was
observed in T. tepidum cells grown in the presence of 120 μM DPA. At higher DPA concentrations, the growth
of the culture stopped. Photosynthetic membranes and LH2 and LH1-RC complexes were isolated from
DPA-treated cells; carotenoid content of these structures was 45 and 55%, respectively. Their spectral char-
acteristics in the near IR region did not depend on the amount of carotenoids in the complexes and were sim-
ilar to those of the native wild-type complexes. Simultaneously with a general decrease in the content of ca-
rotenoids, carotenoids from earlier stages of biosynthesis, such as neurosporene, ζ-carotene, and their hy-
droxy derivatives, appeared in the DPA-treated complexes. Emergence in DPA-treated complexes of
carotenoids with a shorter chain of conjugated double bonds than in the control resulted in an increase in the
efficiency of energy transfer from carotenoids to bacteriochlorophyll.

Keywords: carotenoids, HPLC, pigment-protein complexes, pigment-containing membranes
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Ацильные производные гомосерин лактона являются одними из ключевых факторов межклеточной
коммуникации грамотрицательных бактерий. Они обеспечивают коллективное поведение бакте-
рий и активацию вирулентности, устойчивости к действию внешних факторов, образование био-
пленок и других свойств, не наблюдающихся у одиночных форм клеток. В работе рассмотрена про-
дукция сигнальных молекул во времени и при изменении температуры семи штаммов Pseudomonas.
Установлено, что при 25°C отдельные виды продуцируют большее количество аутоиндукторов на
ранних этапах, а при 37°C наблюдается двухфазность процесса их синтеза во внеклеточное про-
странство.

Ключевые слова: гомосерин лактон, аутоиндуктор, чувство кворума, Pseudomonas
DOI: 10.31857/S0026365621060070

Бактерии рода Pseudomonas представляют собой
обитателей водной и почвенной среды, которые от-
носятся к группе неферментирующих грамотрица-
тельных бактерий. Основываясь на физиологиче-
ских, включая образование пигмента, структуру
колонии и строение жгутика, а также биохимиче-
ских свойствах, псевдомонад подразделяют на
группы и виды (Jun et al., 2015). Филогеномный
анализ по данным таксономического дерева NCBI
позволил выявить семь групп псевдомонад, пять
из которых обладают высокой степенью разнооб-
разия (группы P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida,
P. stutzeri и P. syringae), а две другие являются более
консервативными и определяются наличием спе-
цифических белков (группы P. chlororaphis и P. aeru-
ginosa) (Nicolaidis et al., 2020). Современные мето-
ды полногеномного секвенирования позволили
выявить особенности нуклеотидной последова-
тельности разных видов и штаммов (Kiewitz,
Tümmler, 2000), и на данный момент по информа-
ции с портала “The Pseudomonas Genome Data-
base” имеются данные о 613 геномах бактерий рода
Pseudomonas, характеризующих 61 вид, из которых
наибольшее число секвенированных полных ге-
номов принадлежит P. aeruginosa (215) и P. chloro-
raphis (47). С другой стороны, изучение некоторых
фенотипических свойств по-прежнему остается
важной составляющей при описании бактериаль-
ных штаммов, так как наличие генов не свиде-

тельствует о наличии признака (Suzuki, 2014), а
лишь о возможности его проявления вследствие
влияния внешних факторов и регуляторных си-
стем генной экспрессии (Dötsch et al., 2015), что
требует более сложного транскриптомного и ме-
таболомного анализа. Подобные исследования
являются необходимыми в контексте разработки
методов борьбы с микроорганизмами, при этом
отдельного внимания заслуживает изучение кво-
рум-зависимых систем, обусловливающих кол-
лективное поведение бактерий, синтез аутоин-
дукторов и образование биопленок.

Для Pseudomonas характерным является обра-
зование различных вариантов N-ацетил-гомосе-
рин лактона (АГЛ) и регуляции с их помощью ра-
боты подконтрольных генов, построенной по типу
LuxI‒LuxR систем. Она наиболее охарактеризо-
вана для P. aeruginosa, которая продуцирует два
типа АГЛ и синтезирует три вида рецепторных
белков: LasR, RhlR и QscR. При этом последний,
не имея своей соответствующей АГЛ-синтазы,
способен воспринимать различные виды ацил-
производных гомосерин лактона (Chugani, Green-
berg, 2014). Регуляторные ансамбли системы чув-
ства кворума запускают ряд стрессорных генов и
факторов патогенности, в том числе образование
биопленки (Alayande et al., 2018). В настоящий
момент направление по поиску возможности раз-
общения коммуникационных сигналов у бакте-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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рий является одним из перспективных в науке
(Bali et al., 2019; Liu et al., 2020). Известно, что для
P. aeruginosa типичными АГЛ являются N-бути-
рил-L-гомосерин лактон и N-(3-оксододекано-
ил)-L-гомосерин лактон (Smith, Iglewski, 2003),
запускающих, соответственно, работу рецептор-
ных белков LasR и RhlR. Иные виды Pseudomonas
осуществляют синтез более широкого, но струк-
турно близкого ряда ауторегуляторов, например,
для P. putida характерно образование гомосерин
лактонов с ацильными хвостами с длиной угле-
родного хвоста от 6 до 14 атомов (Dubern et al.,
2006). Другие группы неферментирующих гра-
мотрицательных бактерий, помимо АГЛ-ассоции-
рованных (Gotschlich et al., 2001), имеют системы
чувства кворума, построенные не на производных
гомосерин лактона, а на различных производных
цис-2-ненасыщенных жирных кислот (Wang et al.,
2020).

Согласно классической схеме работы системы
чувства кворума LuxI‒LuxR типа, накопление
АГЛ является плотностно-зависимым процес-
сом, и концентрация аутоиндуктора в среде рас-
тет с течением времени (Miller, Bassler, 2001). Тем
не менее, наблюдаются штаммовые различия в
продукции сигнальных молекул, в том числе и у
P. aeruginosa, разница между которыми может до-
стигать одного порядка (Favre-Bonté et al., 2007).
Однако в некоторых случаях процесс накопления
АГЛ является стадийным и может иметь несколько
максимумов, сменяющихся падением концен-
трации (Fekete et al., 2010). Такая динамика может
определяться последовательным включением регу-
ляторных генов (Beasley et al., 2020) или спонтанной
деградацией аутоиндукторов до гомосерин лактона
или гомосерина (Huang et al., 2003), причем послед-
нее может зависеть также от температуры культиви-
рования и кислотности среды (Yates et al., 2002).
Для P. putida была показана динамика активности
гена ppuI, кодирующего АГЛ-синтазу, пик кото-
рый приходится на девятый час жизни культуры,
однако не было описано наличие ацилгомосерин
лактона в среде (Bertani, Venturi, 2004).

Целью нашей работы было изучение продук-
ции АГЛ во времени и разных температурных
условиях выделенными изолятами Pseudomonas spp.,
характеризующимися свободным образом жизни
или ассоциированными с инфекционным про-
цессом. Обсуждается роль динамичного измене-
ния количества аутоиндуктора во внешней среде
в коллективной жизни бактериальных клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальные штаммы получали путем высева

из мочи, раневого отделяемого, мокроты, крови,
отделяемого уха, почвы широколиственного леса
на модифицированную среду Кинг А (“HiMedia”,
Индия), после чего отбирали колонии для оценки

типа метаболизма в ОФ-тесте, а также наличия
цитохромоксидазы с использованием тест-поло-
сок OXY-test (“Lachema”, Чехия). Чистую культу-
ру идентифицировали с использованием реакти-
вов и тест систем НЕФЕРМтест 24 (“Lachema”,
Чехия) и API 20 NE (“bioMereuix”, Франция). Для
этого готовили суспензию бактерий в 0.9% рас-
творе хлорида натрия с плотностью 2.0 единицы
по МакФарланду путем сравнения с эталонным
раствором, представляющим собой смесь 0.2 мл
1% раствора BaCl2 (“Химреактивснаб”, Россия) и
9.8 мл 1% раствора H2SO4 (“Химреактивснаб”,
Россия). Полученную суспензию по 100 мкл вно-
сили в лунки трех стрипов набора, а в первые пять
лунок дополнительно перекрывали парафино-
вым маслом. Плашку инкубировали в течение 24
и 48 ч при 37°C в термостате ТС-1/80 (“Смолен-
ское СКТБ СПУ”, Россия), после чего анализи-
ровали полученные результаты с использованием
книги кодов для наборов тест-систем.

Аутоиндукторы получали путем культивиро-
вания бактерий в LB-бульоне (“Sigma-Aldrich”,
США) в течение 24 ч при 25 или 37°C с отбором
проб на 6, 12 и 24 ч выращивания. После этого
клетки осаждали при 12100 g на центрифуге Mini-
Spin с ротором F-45-12-11 (“Eppendorf”, Герма-
ния), а надосадочную жидкость отбирали для
дальнейшего исследования.

Для определения количества аутоиндуктора в
полученном супернатанте был использован ре-
комбинантный штамм Salmonella typhimurium LT2
rck:lux, в котором промотор гена устойчивости к
действию системы комплемента (rck) подконтроль-
ный регулятору SdiA семейства LuxR-белков был
клонирован перед кассетой генов свечения
luxCDABE Photorhabdus luminescens ZM1. Результа-
том активации данного промотора является дозоза-
висимая индукция свечения, отражающая присут-
ствие аутоиндукторов первого типа в среде. В каче-
стве контроля активности биосенсоров
использовали N-(3-оксо)-гексаноил-L-гомосерин
лактон (“Sigma-Аldrich”, США). Для данного мето-
да использовалась суточная культура бактерий S. ty-
phimurium LT2 rck:lux, выращенная на агаре LB
(“Sigma-Aldrich”, США) с добавлением
100 мкг/мл ампициллина в качестве селективного
фактора. Культуру клеток смывали стерильным
бульоном LB до концентрации 107 кл./мл и до-
полнительно подращивали до экспоненциальной
фазы роста в течение 90 мин при 37°C и 180
об./мин на шейкере OS-20 (“BioSan”, Латвия) в
термостате ТС-1/80 (“Смоленское СКТБ СПУ”,
Россия). Суспензию бактерий вносили по 100 мкл
в непрозрачные лунки планшета для биолюми-
несцентного анализа, в которых уже были добав-
лены по 100 мкл испытуемой смеси супернатанта,
содержащего аутоиндукторы, либо по 100 мкл бу-
льона в лунках, используемых в качестве контро-
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лей. Измерение кинетики свечения проводилось
в течение 2 ч с помощью планшетного люмино-
метра LM-01T (“Immunotech”, Чехия) и прилага-
емого программного обеспечения Kilia.

Оценку формирования биопленки изолятами
проводили с помощью полистироловых микро-
планшетов. Для этого готовили суспензию клеток
LB-бульоне (“Sigma-Aldrich”, США) до оптической
плотности 0.10 единиц против чистой среды путем
измерения 200 мкл суспензии в прозрачных лунках
стрипованного планшета (“НИИ Медполимер”,
Россия) при длине волны 535 нм на фотометре
StatFax303+ VIS (“Awareness”, США). Получен-
ную суспензию инкубировали 18 ч при 37°C в тер-
мостате ТС-1/80 (“Смоленское СКТБ СПУ”,
Россия), а затем разбавляли в соотношении 1 : 100
свежим LB бульоном и по 100 мкл полученной
суспензии переносили в 96-луночный планшет.
Инкубировали при 37°C в течение 24 ч без встряхи-
вания, после чего аккуратно промывали планшет
водой для удаления планктонных форм клеток, до-
бавляли по 200 мкл 0.1% водного раствора кристал-
лического фиолетового и оставляли на 15 мин. За-
тем удаляли краситель и аккуратно промывали
планшет водой от остатков несвязанного красите-
ля, после чего добавляли по 200 мкл 95% этанола.
Полученный окрашенный раствор переносили в
новый планшет и замеряли оптическую плот-
ность на фотометре StatFax 303+ VIS при длине
волны 590 нм.

Расчеты средней арифметической, ошибки
средней арифметической, а также статистиче-
скую значимость различий осуществляли путем
расчета порогового t-критерия Стьюдента при за-
данном уровне значимости 0.05 с использовани-
ем программы Excel 2007 (“Microsoft”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные изоляты неферментирующих
грамотрицательных бактерий с использованием
набор тест-систем были идентифицированы как
Pseudomonas aeruginosa (штамм CI2) из мочи боль-
ного уретритом, P. aeruginosa (штамм CI3) из ране-
вого отделяемого, P. aeruginosa (штамм CI8) из мок-
роты, P. putida (штамм TP307) из крови, P. luteola
(штамм TL5) из почвы широколиственного леса,
P. fluorescens (штамм TF17) из отделяемого уха
больного отитом и P. alcaligenes (штамм TA84) из
раневого отделяемого.

Оценка присутствия аутоиндукторов в суточной
культуре, выращенной при 25 и 37°C, показала, что
не все из рассматриваемых штаммов способны к
продукции АГЛ (рис. 1). В частности, супернатанты
от двух штаммов (P. aeruginosa CI2 и P. putida TP307)
характеризовались низким (достоверно не отличи-
мым от фонового) уровнем свечения и не имели
отличий в зависимости от температуры выращи-

вания бактериальных культур. При этом биопленку
образовывали все штаммы, но у P. fluorescens TF17 и
P. alcaligenes TA84 данная надклеточная структура
содержала на 22 и 41% меньше общей биомассы.

Эффект отсутствия аутоиндукторов может
быть связан либо с дефектом продукции АГЛ, либо
продукцией сигнальных молекул, не регистрируе-
мых используемым люминесцирующим биосен-
сором. В частности, изучение физиологических
свойств P. fluorescens, выделенного из молока, по-
казало отсутствие продукции аутоиндукторов
первого типа, но при этом было зарегистрирова-
но формирование биопленок (Martins et al., 2014).
В то же время, использованный сенсорный штамм,
у которого сенсорным гомологом LuxR является
белок SdiA, имеет большую степень сродства к го-
мосерин лактонам с длиной алкильного хвоста
6‒10 атомов углерода (Michael et al., 2001).

Культуры клеток P. aeruginosa (штаммы CI3 и
CI8), P. luteola TL5, P. fluorescens TF17 и P. al-
caligenes TA84 синтезировали АГЛ, однако в неоди-
наковом количестве, и, в некоторых случаях, этот
процесс зависел от температуры выращивания бак-
терий. Наибольшее количество аутоиндуктора бы-
ло зарегистрировано в супернатанте P. fluorescens
TF17, культивированной в течение 1 сут при 37°C,
но рост при 25°C привел к меньшему на треть вы-
ходу сигнальных молекул. С другой стороны, для
штамма P. aeruginosa CI8 подобная разница про-
дуктивности весьма незначительна, а для P. al-
caligenes TA84 не было обнаружено выраженного
влияния температуры культивирования на синтез
АГЛ. Напротив, для штаммов P. aeruginosa CI3 и

Рис. 1. Индукция свечения биосенсора под воздей-
ствием супернатанта культур псевдомонад, культиви-
рованных в течение 24 ч при 25°C (1 ‒ светлые столб-
цы) и 37°C (2 ‒ темные столбцы).
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P. luteola TL5 зарегистрирован обратный эффект,
заключающийся в более высокой продукции АГЛ
при 25°C и снижению синтеза сигнальных молекул
при 37°C. Действительно, температура, как один из
ключевых факторов внешней среды, определяет
не только скорость роста популяции в целом, но и
запуск отдельных генов, в том числе и стресс-ге-
нов, стабильность белковых комплексов и, как
следствие, продукцию аутоиндукторов, что поз-
воляет клеткам адаптироваться к условиям и фор-
мировать стратегию клеточного ответа (Hansen et al.,
2015; Li et al., 2018; Mizan et al., 2018). Помимо этого,
изменение температуры может вести к лактоно-
лизу и формированию линейных форм молекул,
не обладающих индукционной активностью по
отношению к рецепторным белкам (Yates et al.,
2002).

Далее нами было определено присутствие
аутоиндукторов в среде культивирования бакте-
рий при 25 и 37°C на 6, 12 и 24 ч роста клеток (рис. 2).
Три штамма, для которых ранее не было обнару-
жено продукции АГЛ, на ранних сроках роста
также не синтезировали данные соединения. Од-
нако в режиме культивирования при 25°C для
других пяти культур наблюдалось снижение коли-
чества аутоиндуктора в среде с течением времени.
Так, максимальный ответ биосенсора был получен
от надосадочной жидкости, отобранной от штам-
ма P. aeruginosa CI8 на шестом часу культивирова-
ния, причем через 6 ч наблюдалось резкое сниже-
ние концентрации аутоиндукторов на 45%, а в су-
точной культуре снижение происходило еще на

19%. Наибольшая относительная остаточная кон-
центрация АГЛ на 24 ч инкубации (по сравнению
с шестым часом существования культуры) была
характерна для штамма P. alcaligenes TA84. В этом
случае было зарегистрировано изменение отклика
сенсорного штамма с 35777 ± 277 до 20409 ±
± 1953 RLU, что составляет 57%. В целом, при та-
ком температурном режиме штаммы показывают
сходную динамику продукции аутоиндукторов,
характеризующуюся максимумом на шестом часу
и дальнейшим снижением до уровня 57‒75% на
12 ч и остатком в 36‒57% на 1 сут культивирования.

Картина продукции аутоиндукторов во време-
ни значительно изменяется при культивировании
бактериальных изолятов при температуре 37°C.
Для штаммов P. aeruginosa CI3, P. luteola TL5 и
P. fluorescens TF17 зарегистрировано снижение
продукции АГЛ на шестой час роста культуры на
55, 41 и 23% соответственно по сравнению с ростом
при комнатной температуре. Остальные штаммы
к данному временному интервалу существования
культуры выработали объем ацильных производ-
ных гомосерин лактона, достоверно не отличи-
мое от результатов, полученных в ходе культиви-
рования при 25°C. Примечательным является тот
факт, что все штаммы, для которых зарегистриро-
вано наличие АГЛ в надосадочной жидкости, го-
раздо быстрее теряли данный экзопродукт при
37°C на 12 ч культивирования. По всей видимости,
этот эффект связан с более высокой скоростью
роста клеток и более ранним включением систе-
мы чувства кворума, что привело к связыванию

Рис. 2. Определение продукции АГЛ в супернатанте культур псевдомонад, культивированных при 25°C (а) и 37°C (б).
Обозначения: 1 – P. aeriginosa CI2; 2 – P. aeriginosa CI3; 3 – P. luteola TL5; 4 – P. aeriginosa CI8; 5 – P. fluorescens TF17; 6 –
P. alcaligenes TA84; 7 – P. putida TP307.
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свободных молекул аутоиндуктора и понижению
его концентрации во внешней среде.

Помимо этого, для штаммов P. aeruginosa CI8 и
P. fluorescens TF17 был зарегистрирован второй
всплеск продукции аутоиндукторов на 24 часу
культивирования при 37°C, характеризующийся
увеличением содержания сигнальных молекул на
44 и 23% соответственно. Подобная двухфазность
продукции сигнальных молекул связана с осо-
бенностями регуляции системы Quorum sensing у
псевдомонад. После активации регуляторных бел-
ков происходит также индукция экспрессии генов
АГЛ-синтазы, что ведет к увеличению продукции
производных гомосерин лактона (Jimenes et al.,
2012). К тому же белки семейства LuxR уже нахо-
дятся в связи с аутоиндукторами, и вновь образу-
ющиеся молекулы оказываются свободными и
выходят во внешнюю среду (Lee, Zhang, 2015;
Turkina, Vikström, 2019). С другой стороны, для
штаммов P. aeruginosa CI3 и P. luteola TL5 было за-
регистрировано снижение продукции АГЛ, хотя
кривая интенсивности падения при 37°C была
более сглаженная, чем при 25°C, что может быть
связано с общим низким выходом аутоиндукто-
ров при данной температуре культивирования.

Таким образом, результаты демонстрируют
различия в продукции аутоиндукторов первого ти-
па различными видами и штаммами псевдомонад,
зависимость данного процесса от температуры
культивирования, а также изменение содержания
сигнальных молекул в среде с течением времени.
Подобные физиологические особенности необхо-
димо рассматривать как в контексте исследования
систем чувство кворума бактерий, так и поиска ме-
тодов борьбы с бактериальными инфекциями (Ma-
han et al., 2020) путем регулирования межклеточ-
ной сигнализации.
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Evaluation of Homoserine Lactone Production by Pseudomonas spp. Isolates
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Abstract—Acyl derivatives of homoserine lactone are among the key factors in the intercellular communica-
tion of gram-negative bacteria. They provide for collective behavior of bacteria and the activation of their vir-
ulence, resistance to external factors, biofilm formation, and other properties that are not observed in single
cell forms. In the present work, the patterns of production of signaling molecules depending on time and tem-
perature were studied for seven Pseudomonas strains. It was found that at 25°C some species produced higher
amounts of autoinducers in the early stages, while at 37°C a two-phase process of their synthesis into the ex-
tracellular space was observed.

Keywords: homoserine lactone, autoinducer, quorum sening, Pseudomonas
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ФИТОПЛАНКТОННОГО СООБЩЕСТВА И БАКТЕРИОПЛАНКТОНА

НА ДВУХ СТАНЦИЯХ В ОТКРЫТОЙ ЧАСТИ УСТЬЯ СЕВАСТОПОЛЬСКОЙ 
БУХТЫ. ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ МИДИЙНОЙ ФЕРМЫ
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Исследована сезонная динамика продукционных и структурных характеристик фитопланктона на
двух близлежащих станциях открытой части Севастопольской бухты, одна из которых является ми-
дийной плантацией. Величина валовой первичной продукции, содержание хлорофилла а, общая
биомасса фитопланктона, количественное соотношение крупных и мелких клеток водорослей, а
также их сезонная динамика не различались для двух станций. Между соответствующими показате-
лями станций наблюдались линейные зависимости, угловые коэффициенты регрессии которых бы-
ли близки к единице. Продукция и биомасса фитопланктона были максимальными в летний период
и составили 350 ± 43 мг С/м3 сут и 450 ± 50 мг С/м3 соответственно. Содержание хлорофилла а из-
менялось от 0.5 до 3 мг/м3 при минимуме в январе‒феврале и максимуме в летний период. Ассими-
ляционное число хлорофилла а за световой период имело значения, соответствующие отмеченным
для продуктивных вод, и коррелировало с ходом температур в течение года. Суммарная величина
потребления кислорода бактерио- и фитопланктоном в летний период составляла 30–70% от вало-
вого фотосинтеза. Получены сведения о сезонной изменчивости биомассы трех групп водорослей
(Synechococcus, пикоэукариотический фитопланктон, нанофитопланктон); процент биомассы пи-
ководорослей в массе черноморского фитопланктона в среднем составил 30% с максимумом в зим-
не-весенний и летний периоды. С помощью проточной цитометрии и витального флуорохрома
SYBR Green I рассчитана численность бактериопланктона в исследуемой акватории и показана до-
стоверная положительная связь между обилием бактерий и температурой воды.

Ключевые слова: мидийная ферма, проточная цитометрия, пикофитопланктон, нанофитопланк-
тон, биомасса, хлорофилл а, Черное море, продукция фитопланктона, ассимиляционное число хло-
рофилла, бактериопланктон
DOI: 10.31857/S0026365621060148

При создании морской фермы по выращива-
нию мидий и устриц важными являются вопросы
экологического мониторинга с целью определения
состояния экосистемы и тенденций ее изменчиво-
сти в результате процессов жизнедеятельности мол-
люсков, выделяемые продукты которых (органиче-
ский азот, фосфор, аммонийные соединения), ока-
зывают как позитивное, так и негативное влияние
на альгоценозы. В частности, выделение мидиями и
моллюсками органического вещества может уси-
лить процесс эвтрофирования вод, создавая условия
для развития заморных явлений, что проявляется в
акваториях со слабым водообменом (Золотницкий,
Крючков, 2006). Органические вещества метабо-
литов мидий стимулируют развитие фитопланк-
тона, расширяя его видовое разнообразие (Галки-

на и соавт., 1982; Кулаковский, 2000). Следует от-
метить, что определяющее влияние на степень
эвтрофикации и сопутствующих явлений имеют
гидрологические условия данной акватории, а
также размеры и мощность мидийной фермы (Of-
ficer et al., 1982; Trottet et al., 2008). Известно, что
двустворчатые моллюски могут предпочтительно
выбирать фитопланктон для употребления его в
пищу, что в значительной степени зависит от раз-
мера, морфологии, формы частиц, подвижности,
токсичности и пищевой ценности жертвы (Safi et al.,
2007; Safi, Hayden, 2010), что, в свою очередь, мо-
жет привести к изменению размерной структуры
фитопланктона в районе мидийного марихозяй-
ства. Пикопланктон имеет тенденцию процве-
тать в районах аквакультуры моллюсков, потому

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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что их хищники (например, инфузории и гетеро-
флагелляты) и конкуренты (например, более круп-
ные диатомовые водоросли) за питательные веще-
ства удаляются посредством фильтрации моллюска-
ми (Cranford et al., 2011). Следовательно, разведение
моллюсков контролирует не только размер популя-
ций фитопланктона, но и рост определенных видов
водорослей за счет их избирательной фильтрации
(Wetz et al., 2002; Cranford et al., 2011). Однако оце-
нить, достоверен ли данный тезис для мидийного
марихозяйства Черного моря, не представлялось
возможным, так как пикофитопланктон Черного
моря почти не попадал в поле зрения исследова-
телей из-за его размеров. Применение современ-
ной приборной базы, в частности проточной ци-
тометрии, позволяет восполнить этот пробел. В
связи с чем для оценки влияния мидийного мари-
хозяйства на прилегающие акватории важно ис-
пользовать как структурные, так и функциональ-
ные показатели фитопланктонного сообщества.

Актуальными остаются вопросы мониторинга
качественных и количественных изменений про-
дукционных процессов в условиях возрастающего
антропогенного воздействия, особенно в шель-
фовых и прибрежных акваториях, где это влияние
может быть особенно велико. Применение про-
точной цитометрии и флуоресцентных методов в
ряде вопросов упрощают исследования и позво-
ляют получать дополнительную информацию.

Цель данной работы заключалась в оценке
влияния мидийной фермы на состояние альгоце-
ноза двух станций в сравнительном аспекте, а
также в исследовании сезонных изменений про-
дукционных и структурных показателей фито-
планктонного сообщества и бактериопланктона
шельфа Севастопольской бухты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пробы отбирали в поверхностном слое (0.1 м)
ежемесячно с января по декабрь 2016 г. на двух
станциях, расположенных на севастопольском
взморье между бухтами Карантинная и Севасто-
польская (Черное море). Схема расположения
станций показана на рис. 1. Собрано и обработа-
но 200 проб.

Глубины под фермой составляют 16–18 м.
Ферму относят к категории малых, с размерами
70 × 150 м и производительностью не более 100 ты-
сяч моллюсков в год. Гидрологический режим
шельфовой зоны характеризуется высокой ин-
тенсивностью водообмена и наличием сгонно-
нагонных процессов (Попов, Ерохин, 2017).

Содержание хлорофилла и феофитина опреде-
ляли стандартным спектрофотометрическим мето-
дом (Jeffrey, 1975) в ацетоновых экстрактах после
фильтрации 1–2 л воды на стекловолокнистых
фильтрах GFF. Пробы отбирали в 2-х повторностях.

Скорость фотосинтеза и дыхания определяли
методом Винклера (Методика…, 2010) в лабора-
торных условиях при температуре, соответствую-
щей естественным условиям. Продолжительность
световой экспозиции при интенсивности света
120 мкЭ/м2 с составляла 24 ч. При расчете данные
пересчитывали на реальную продолжительность
светового периода, вычитая 2 ч.

Для проведения исследований использовали
бокс с соответствующей терморегуляцией и све-
тодиодным источником освещения. Произво-
дили усреднение по 6 измерениям (для хлорофил-
ла а по 4) и определяли стандартное отклонение.

Рис. 1. Расположение станций в прибрежных водах Черного моря в районе Севастополя.

42°

44°

46°

N

30° 34° 38° 42°

33°33′ E

44°36′ N

44°38′ N
1 км

Мидийная ферма № 1

№2 Севастопольская бухта

ЧЕРНОЕ МОРЕ

N

E



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 6  2021

ПРОДУКЦИОННЫЕ И СТРУКТУРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ... 755

Валовую первичную продукцию рассчитывали
в углеродных единицах, используя коэффициент
пересчета 0.375 (Винберг, 1960).

Численность пико- (размер клеток 0.2–2 мкм)
и нанофитопланктона (размер клеток 2–20 мкм)
определяли с помощью проточного цитометра
Cytomics FC 500 (“Beckman Coulter”, США), обо-
рудованного 488-нм однофазным аргоновым лазе-
ром и программным обеспечением CXP в кластере
на 2-х параметрических цитограммах по прямому
светорассеиванию (FS) и флуоресценции отдельных
клеток в красной (FL4, 675 нм) области спектра. Ис-
следовали только указанные размерные группы
водорослей из-за невозможности проточного цито-
метра пропускать клетки размером свыше 35 мкм
(Муханов и соавт., 2016).

Идентификацию пикоцианобактерий осуществ-
ляли по оранжевой флуоресценции их фотосинте-
тического пигмента фикоэритрина (FL2, 575 нм)
(Муханов и соавт., 2016). Эти группы образуют
кластеры на цитограммах, характеризуются вы-
соким содержанием фикоэритрина и его отсут-
ствием у пикоэукариотического фитопланктона.

Биомассу исследуемых размерных групп в еди-
ницах углерода рассчитывали с использованием
коэффициентов, определенных в работах Heldal
et al. (2003) для Synechococcus, Worden et al. (2004)
для пикоэукариотов и Verity et al. (1992) для нано-
фитопланктона.

Окраску бактериоплантона красителем SYBR
Green I производили в соответствии с работой
Рауэн и соавт. (2011). Рабочий раствор красителя
готовили в разбавлении 10–2 и хранили в заморо-
женном состоянии при –20°С. Конечное разбав-
ление в пробе составляло 10–4. Окраску произво-
дили в течение 40 мин непосредственно перед ци-
тометрическими измерениями.

Цитометрические данные обрабатывали с ис-
пользованием программы flowing software 2
(www.flowingsoftware.com).

Пробы фитопланктона концентрировали с ис-
пользованием фильтров Whatman (GF/C) с диа-
метром пор 2 мкм. Доминирующие виды опреде-
ляли под микроскопом ZEISS Primo Star
(“ZEISS”, Германия).

Статистическую обработку данных выполняли
с помощью стандартных программных пакетов
Microsoft Exel 7.0, Statistica-5, Grapher-9, Sigma
Plot для персонального компьютера. Рассчитывали
стандартные отклонения (SD) по трем повторно-
стям. Достоверность различий выборочных сред-
них оценивали c помощью парного t-критерия (α) и
коэффициентов корреляции (R). Для получения
уравнений регрессии использовали линейный ре-
грессионный анализ (Р 95%).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные значения продукционных и раз-

мерно-структурных характеристик фитопланктона
для двух станций показали отсутствие закономер-
ных различий между исследуемыми параметрами в
любой период наблюдений. Отмеченные в тече-
ние года изменения значений хлорофилла а, био-
массы, скорости фотосинтеза, а также парамет-
ров размерной структуры имели высокую степень
корреляции между собой для обеих станций, что
показано на рис. 2.

Угловые коэффициенты линейных регрессий
взаимосвязи исследуемых величин были близки к
единице (при достаточно высоком коэффициенте
детерминации). Полученные результаты позволяют
сделать вывод об отсутствии заметного влияния ми-
дийной фермы малой мощности на фитоценоз в
конкретных гидрологических условиях открытой

Рис. 2. Взаимосвязь хлорофилла а (а), биомассы (б) и фотосинтеза (в) на двух исследуемых станциях.
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акватории, поэтому для дальнейшего анализа се-
зонных закономерностей данные по обеим стан-
циям объединены в один массив.

Минимальные значения концентрации хлоро-
филла а, первичной продукции, суммарной био-
массы исследуемых размерных групп водорослей
наблюдали в зимний период (0.7 мг/м3, 80 мг C/м3,
25 мг С/м3 сут1) (рис. 3). С января по март наблю-
далось увеличение содержание хлорофилла а. В
весенне-летний период зарегистрированы значи-
тельные колебания содержания хлорофилла а,
которые коррелировали с биомассой и валовой
первичной продукцией фитопланктона.

Общая тенденция изменения содержания био-
массы и величины первичной продукции ‒ повы-
шение от зимы к лету. Среднее значение биомассы
фитопланктона в весенне-летний период составило
255 ± 35 мг C/м3. С мая по сентябрь зарегистриро-
ваны также наибольшие величины первичной
продукции (в среднем 140 ± 25 мг С/м3 сут), пре-
восходящие зимний минимум в 2.5–3 раза. Абсо-
лютный максимум продукционных показателей
зафиксирован в августе при интенсивном разви-
тии Synechococcus. Осенью, с середины сентября,
значения этих показателей снижаются, что связа-
но, по-видимому, с уменьшением температуры и
продолжительности светового дня.

Между величиной первичной продукции и
биомассой наблюдалась корреляционная зависи-
мость с коэффициентом детерминации R2 = 0.89
(рис. 4а). Корреляция между продукцией и содер-
жанием хлорофилла а была более слабой, R2 = 0.72
(рис. 4б). Это объясняется существенной
сезонной изменчивостью удельного содержания
хлорофилла а, которая в значительной степени за-

висит от величины инсоляции и имеет обратную
направленность, в отличие от продукционных
показателей.

Ассимиляционное число (далее АЧ) хлоро-
филла а имело минимальные (4–6 мг С/мг Хл ч)
значения в январе и начале апреля при темпера-
турах 9‒11°C. Последующее повышение этого па-
раметра в течение года коррелировало с ходом
температуры; максимум наблюдался с начала
июня до середины сентября в диапазоне темпера-
тур 21‒26°С, с колебаниями в пределах 8–12 мг
С/мг Хл ч. Заметное снижение АЧ хлорофилла а
наблюдалось после середины сентября и также
было связано с уменьшением температуры воды и
продолжительности светового периода (рис. 5).

Измерение скорости дыхания в зимне-весенний
период при температурах 9‒11°С и относительно
низком содержании хлорофилла а кислородным
методом было весьма неточным, так как средние
значения величины потребления кислорода по 6
измерениям не превосходили достоверно величи-
ну погрешности измерений. Интенсивность ды-
хания с середины мая по ноябрь (15‒26°С) была
равна 68 ± 40 мг С/м3 сут, что составило примерно
30–70% от величин валового фотосинтеза. Между
тем детализацию сезонной изменчивости потреб-
ления кислорода осуществить не удалось. Можно
отметить, что максимальное потребление кисло-
рода наблюдалось в августе‒сентябре и совпадало с
максимумом биомассы бактерий в пробах.

С помощью цитофлуориметра проведена
оценка количественного содержания трех раз-
мерных групп водорослей в исследуемых пробах:
Synechococcus (прокариотическая водоросль), эука-
риотических пиководорослей и нанофитопланкто-

Рис. 3. Сезонные изменения концентрации хлорофилла а и биомассы водорослей (а) и валовой первичной
продукции (б).
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на (рис. 6). Вклад Synechococcus в суммарную био-
массу фитопланктона составлял в среднем около
7%, за исключением августа, когда зарегистриро-
ван летний пик его развития ‒ 32% от суммарной
биомассы фитопланктона. Сообщество эукарио-
тических пиководорослей характеризовалось двумя
максимумами биомассы в течение годового цик-
ла: зимне-весенним пиком при температуре воды
<15°C, когда содержание этих видов составляло
примерно 50% от общей биомассы, и летним, ко-
гда вклад эукариотических пиководорослей в
суммарную биомассу был около 10%. Основной
вклад в суммарную биомассу водорослей вносил
нанофитопланктон, концентрация которого име-
ла максимальные значения с мая по август.

В ранневесенний период в пробах преобладали
диатомовые водоросли Skeletonema costatum Cleve,
1878, Psevdo-nitzschia delicatissima Cleve, 1928 и

кокколитофорида Emiliania huxleyi (Lohmann)
Hay, Mohler, 1967. Начиная с конца апреля, по мере
прогревания вод и снижения концентрации био-
генных элементов, наблюдали развитие водорослей
Chaetoceros curvisetus Cleve, 1889, Chaetoceros affinis
Lauder, 1864, а также Emiliania huxleyi. Лето харак-
теризовалось развитием динофитовых водорослей
Prorocentrum cordatum Ostenfeld, 1976, Prorocentrum
micans Ehrenberg, 1834 с доминированием ци-
анобактерий.

Методом проточной цитометрии с использо-
ванием витального красителя SYBR GREEN рас-
считана численность бактериопланктона в исследу-
емой акватории (рис. 7). Отмечены значительные
колебания значений данного показателя в тече-
ние периода измерений, при общей тенденции
увеличения летом и при возрастании температуры.

Рис. 4. Взаимосвязь между величинами первичной продукции, биомассы и хлорофилла а.
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Рис. 5. Сезонные изменения ассимиляционного чис-
ла хлорофилла а и температуры.
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Рис. 6. Сезонный ход биомассы выделенных размер-
ных групп водорослей.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Мидийное марихозяйство оказывает влияние

на морскую среду, изменяя ее физические и хи-
мические характеристики: в воду поступают про-
дукты метаболизма мидий (фекалии и псевдофе-
калии), что способствует увеличению в среде
концентрации азота и фосфатов, а также раство-
ренного органического вещества (Gilbert et al.,
1997; Mirto et al., 2000; Куфтаркова и соавт., 2006).
Это, в свою очередь, может привести к трансфор-
мации сложившейся экосистемы, к качествен-
ным и количественным изменениям бентосных и
пелагических сообществ гидробионтов (Куфтарко-
ва и соавт., 2011). Считается, что степень влияния
мидийно-устричных хозяйств особенно велика в
закрытых и полузакрытых акваториях и зависит от
интенсивности водообмена в них (Officer et al.,
1982).

Несмотря на то, что в литературе описаны раз-
личные воздействия мидийных плантаций на
микроводоросли, на сегодняшний день работы,
посвященные этому аспекту, показали неоднознач-
ные результаты. Исследуемая нами ферма располо-
жена между бухтами Карантинная и Севасто-
польская Черного моря и находится в зоне актив-
ного водообмена. Глубина на ферме 16–18 м, что
позволяет беспрепятственно поступать в ее аква-
торию водам открытой части моря. В работах
(Куфтаркова и соавт., 2011; Попов, Ерохин, 2017)
детально рассмотрен данный район исследования
и показано, что определяющими и формирующими
динамику прибрежных вод являются особенно-
сти района, в частности, активность основного
черноморского течения, а также интенсивность
сгонно-нагонных процессов. Это способствует
выносу продуктов метаболизма мидий за пределы
марихозяйства (Мысленков, Самсонов, 2014).

Проведенные нами исследования продукцион-
ных и структурных характеристик двух станций в

районе Черного моря показали отсутствие замет-
ного влияния мидийно-устричного хозяйства не-
большой производительности на фитопланктон-
ное сообщество в условиях открытой акватории
Черноморского шельфа. Аналогичные результа-
ты получены в ряде других работ (Murdoch, Oliver,
1995; Prins et al., 1998; Dupuy et al., 2000; Zhang et al.,
2013), в частности, при исследовании влияния
мидийных плантаций в центре Залива Святого
Лаврентия (Канада) (Grant et al., 2007; Trottet et al.,
2008). Однако авторами (Jiang et al., 2016) показано,
что средняя концентрация общего хлорофилла а
(сумма фракционированного по размеру хлоро-
филла а) в пределах площади мидийного марихо-
зяйства была примерно на 60% меньше, чем на
контрольном участке. Авторы связывают это с
уменьшением численности используемых в пита-
нии устриц крупных видов микроводорослей в
зоне аквакультуры и увеличением численности
пикофитопланктона, при этом концентрации пи-
тательных веществ не показали статистических
различий между районами исследования. Наши
результаты не подтверждают данный тезис. С по-
мощью проточной цитометрии были идентифи-
цированы три размерные группы водорослей ‒
Synechococcus (прокариотическая водоросль), эука-
риотические пиководоросли и нанофитопланктон,
различий в биомассе которых между станциями в
течение периода исследования не отмечено. Как
и было сказано выше, скорее всего различия в по-
лучаемых данных, прежде всего, связаны с мест-
ными характеристиками, такими как расстояние
между местом отбора проб, самой фермой по вы-
ращиванию мидий (различия в плотности мидий
внутри ферм), а также с гидродинамическими
особенностями в пределах участка культивирова-
ния мидий.

Представленные данные по распределению
сезонных величин концентрации хлорофилла а,
биомассы и продукции в целом соответствуют
сложившимся ранее представлениям о продук-
тивности шельфовой части Черного моря, которая
главным образом определяется гидрометеороло-
гическими и гидродинамическими факторами.
Минимальные зимне-весенние температуры во-
ды 2016 г. были выше 8°С. Как правило, при таких
теплых зимах и более слабой вертикальной кон-
векции не наблюдается массового развития таких
видов, как Skeletonema costatum, Psevdo-nitzschia
delicatissima и кокколитофориды Emiliania huxleyi,
которые зачастую вызывают цветение при более
холодных зимах (Сеничива, 2008). Наблюдаемое
нами в феврале и марте повышение концентра-
ции хлорофилла а и биомассы было вызвано раз-
витием именно этих видов, общая биомасса со-
ставляла 100–200 мг С/м3, что более чем на порядок
меньше, чем в холодные годы. По мере прогревания
вод и снижения концентрации биогенных эле-
ментов, по данным Сеничевой (Сеничива, 2008),

Рис. 7. Сезонный ход численности бактерий в иссле-
дуемой акватории.
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мелкоклеточные виды сменяются в апреле‒мае
более теплолюбивыми видами Chaetoceros curvisetus,
Chaetoceros affinis, а также кокколитофоридой
Emiliania huxleyi. Это и привело к наблюдаемому
нами майскому повышению концентрации хло-
рофилла а и биомассы нанофитопланктона.

В летний период основной вклад в биомассу
вносили различные виды динофитовых, возрастала
роль пикофитопланктона. Рассматривая отдельно
вклад пикофитопланктона, который недостаточно
изучен в Черном море, и сопоставляя наши ре-
зультаты с полученными ранее, следует отметить,
что диапазоны изменения его количественных
показателей в целом соответствуют значениям,
приведенным в литературе (Стельмах, 1988; Заика и
соавт., 1989, 1991; Шалапёнок, Шалапёнок, 1997;
Муханов и соавт., 2016). В работе Л.В. Стельмах
(Стельмах, 1988) показано, что на долю пикофи-
топланктона в Севастопольской бухте приходи-
лось от 18 до 44% первичной продукции и от 20 до
40% хлорофилла a в течение года; в работе (Муха-
нов и соавт., 2016) отмечены максимальные зна-
чения биомассы цианобактерий в летний период.

В течение сезона наблюдали два максимума
количества бактерий, один их которых совпал с
августовским пиком развития фитопланктона, в
частности Synechococcus. Максимальные значе-
ния численности бактериопланктона в исследуе-
мой акватории получены в летний и раннеосенний
периоды, минимальные ‒ в зимний и весенний, что
в целом коррелирует с изменениями температу-
ры. Как указывает ряд авторов (Рылькова, 2013;
Серегин, 2013), обилие бактериопланктона, глав-
ным образом, связано именно с повышением
температуры.

Первичная продукция Черного моря является
одним из основных показателей ресурсного по-
тенциала водной экосистемы. В ходе проведенного
исследования показано, что в холодный период по-
лучены минимальные значения, а по мере про-
грева воды и увеличения солнечной радиации в
теплое время года отмечены максимальные зна-
чения валовой первичной продукции (среднее
значение 350 ± 43 мг С/м3 сут), превосходя зимний
минимум в 3 раза. А.Б. Демидов (Демидов, 2001),
проведя детальный анализ сезонных изменений
первичной продукции различных прибрежных
районов Черного моря, показал, что во всех шель-
фовых районах, за исключением Придунайского,
где прослеживается только один летний максимум
первичной продукции, проявляются зимне-ве-
сенний и летний максимумы первичной продук-
ции и биомассы фитопланктона. В ходе нашего
мониторинга наблюдался одновершинный харак-
тер сезонного хода продукции и биомассы фито- и
бактериопланктона. По нашему мнению, это свя-
зано с особенностями гидрологического режима
акватории: небольшой глубиной, высокой скоро-

стью водообмена, высокими зимними температу-
рами и, как следствие, слабой вертикальной дина-
мической активностью в зимне-весенний период.
Августовский пик, возможно, связан со сгонно-
нагонными явлениями, о чем косвенно можно су-
дить по некоторому снижению температуры воды.

Параллельно с первичной продукцией фито-
планктона считали АЧ хлорофилла а. Как указано
выше, в летний период оно в среднем составило
10 ± 4 мг С/мг Хл  ч при колебаниях от 8 до 12, а
для холодного периода года отмечены более низ-
кие значения, которые варьировали от 4 до
6 мг С/мгХл  час. Величина и сезонная амплитуда
изменений АЧ совпадают с данными, приводи-
мыми Ведерниковым для высокопродуктивных
прибрежных вод (Ведерников, 1978). В ряде работ
для умеренных и высоких широт зарегистрирова-
на положительная связь температуры и ассими-
ляционного числа хлорофилла а (Williams, 1966;
Steven, 1971).

Таким образом, проведенные исследования
показали, что основные продукционные и струк-
турные характеристики фитоценоза мидийной
фермы малой мощности, расположенной в от-
крытой части шельфовой зоны, и реперной стан-
ции существенно не различались. Значительного
снижения концентраций фитопланктона на ми-
дийной плантации не произошло, ни с точки зре-
ния общих концентраций хлорофилла а, ни с точки
зрения биомассы конкретных групп фитопланк-
тона, определенной с помощью проточной цито-
метрии. Можно сказать, что местное производство
мидий, вероятно, недостаточно велико, чтобы ока-
зывать существенное влияние на состав и биомассу
планктона в пространственных и временных мас-
штабах. Оценка сезонных изменений продукцион-
ных и структурных показателей фитопланктонного
сообщества и бактериопланктона в течение годо-
вого цикла показала, что между биомассой фито-
планктона, первичной валовой продукцией и со-
держанием хлорофилла а наблюдалась положи-
тельная корреляция. Ассимиляционное число
хлорофилла а и концентрация бактерий повыша-
лись с увеличением температуры. Суммарная ве-
личина дыхания фито- и бактериопланктона в
пробах составляла 30–70% от валового фотосин-
теза. Одновершинный характер сезонных изме-
нений исследуемых параметров, с летним макси-
мумом, был обусловлен особенностями гидроло-
гического режима шельфовой зоны и высокими
зимними температурами 2016 г., что приводило к
замедлению вертикальной циркуляции и исчез-
новению зимне-весеннего пика фитопланктона.
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Production and Structural Parameters of the Phytoplankton and Bacterioplankton 
Communities at Two Stations in the Open Part of the Sevastopol Bay Mouth: 

Assessment of the Effect of the Mussel Farm
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Abstract—Seasonal dynamics of phytoplankton production and structural characteristics was studied at two
closely located stations in the open part of the Sevastopol Bay mouth, one of which was a mussel farm. The
net primary production, chlorophyll a content, total phytoplankton biomass, the quantitative ratio between
small and large algal cells, and their seasonal dynamics were the same for both stations. Linear dependencies
were observed between the relevant parameters of the stations, with the angular regression coefficients close
to 1. The phytoplankton production and biomass peaked during the summer period, reaching 350 ± 43 mg
C/(m3 day) and 450 ± 50 mg C/m3, respectively. Chlorophyll a content varied from 0.5 to 3 mg/m3, with the
minimum in January‒February and the maximum in summer. The assimilation number values for chloro-
phyll a during the light period corresponded to those reported for production waters and correlated with the
temperatures during the year. Total oxygen consumption by bacterio- and phytoplankton during the summer
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period was 30–70% оof net photosynthesis. The data were obtained on seasonal biomass variations in three
groups of algae (Synechococcus, picoeukaryotic phytoplankton, and nanophytoplanktom); on average, pi-
coalgae constituted 30% of the phytoplankton biomass, with maxima during the winter-spring and summer
periods. Bacterioplankton abundance was determined using f low cytometry and the SYBR Green I vital f lu-
orochrome. A positive relation between bacterial abundance and water temperature was shown.

Keywords: mussel farm, fow cytometry, picophytoplankton, nanophytoplankton, biomass, chlorophyll a,
Black Sea, phytoplankton production, chlorophyll assimilation number, bacterioplankton
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ВЫСОКОПЕРСИСТЕРНЫЕ ШТАММЫ УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩИХ 
БАКТЕРИЙ КАК ОСНОВА ДЛЯ ПОВЫШЕНИЯ КОЛИЧЕСТВА 

ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ КЛЕТОК ПРИ ДЛИТЕЛЬНОМ ХРАНЕНИИ
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Повышение стабильности биопрепаратов на основе углеводородокисляющих бактерий (УОБ), ис-
пользуемых для биоремедиации нефтезагрязненных объектов окружающей среды, является акту-
альной задачей вследствие частых и массовых разливов нефти. В настоящем исследовании с целью
повышения титра жизнеспособных клеток при хранении жидких культур УОБ в неблагоприятных
для длительного выживания условиях (температура 18–24°С, доступ кислорода) разработан новый
подход, предполагающий создание штамма, образующего повышенное количество клеток-перси-
стеров (высокоперсистерный штамм, ВПШ). ВПШ УОБ Acinetobacter seifertii WS1 получен методом
антибиотической селекции с использованием ципрофлоксацина. После 13 последовательных цик-
лов селекции доля клеток-персистеров в популяции выросла с исходного уровня 1.2 до 52%. При
хранении полученного ВПШ A. seifertii в течение нескольких месяцев выживало в 2–4 раза больше
клеток, чем в контрольной культуре. Новый штамм сохранял способность к образованию высокого
уровня клеток-персистеров при множественных пассажах без антибиотической селекции. После
хранения в течение 4 мес. культура ВПШ окисляла нефть со скоростью в 2–4 раза более высокой,
чем контрольная культура. Разработанный подход повышения титра жизнеспособных клеток при
их длительном хранении применен впервые и может быть использован для нужд экобиотехнологии.

Ключевые слова: углеводородокисляющие бактерии, Acinetobacter seifertii, штамм с высоким содер-
жанием клеток-персистеров, длительное хранение, деструкция нефти
DOI: 10.31857/S0026365621060124

Фенотипическая гетерогенность микробных
популяций является их конститутивным свой-
ством, обеспечивающим адаптацию и выживание
популяций в постоянно меняющихся условиях
внешней среды. В литературе широко рассмат-
ривается внутрипопуляционная гетерогенность,
приводящая к выживанию в стрессовых и неро-
стовых условиях (например, при воздействии
бактериоцидных антибиотиков) одной субпопу-
ляции за счет гибели другой. Такая адаптацион-
ная стратегия основана на диверсификации изо-
генной (и даже моноклональной) бактериальной
популяции и может рассматриваться в качестве
одного из известных феноменов: (1) каннибализм у
спорообразующих бактерий в голодающей культу-
ре, когда одна субпопуляция, с низким уровнем
белка SpoОA, лизируется и служит дополнительным
источником питания для другой субпопуляции, с
более высоким уровнем этого белка, “включаю-
щим” программу спорообразования (Veening et al.,
2005; Lopez, Kolter, 2010); (2) автолиз одной суб-

популяции Streptococcus pneumoniae приводит к
появлению в среде свободной ДНК, которая за-
хватывается компетентными клетками другой
субпопуляции, вследствие чего осуществляется
передача признаков вирулентности в популяции
в целом (Dagkessamanskaia et al., 2004; Guiral et al.,
2005); (3) персистенция – это способность одной
из субпопуляций, ‒ клеток-персистеров, выжи-
вать при воздействии бактерицидных препаратов
при одновременной гибели клеток другой субпо-
пуляции (Balaban et al., 2019), продукты автолиза
которой способствуют выживанию персистеров
(Grant et al., 2012). Клетки-персистеры (П) всегда
образуются в развивающейся культуре (П второго
типа), но в большем количестве – в культуре ста-
ционарной фазы роста (П первого типа) (до 1.0%
от общего числа клеток популяции); в новом цикле
роста П воспроизводят родительскую популяцию,
чувствительную к антибиотикам и другим стрес-
сорам и образующую вновь П (Lewis, 2010; Van der
Bergh et al., 2017; Balaban et al., 2019). Показано,

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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что применение антибиотиков обусловливает
приобретение к ним устойчивости за счет как по-
явления антибиотикорезистентных штаммов, так
и отбора высокоперсистерных клонов (Van der
Bergh et al., 2016a; Bakkeren et al., 2020; Sulaiman,
Lam, 2021). Для изучения П как основного фено-
типа развития устойчивости к антибиотикам был
предложен способ получения высокоперсистер-
ных штаммов (Van der Bergh et al., 2016b). Нами в
предыдущих исследованиях была выдвинута гипо-
теза о созревании П, в которых прошли процессы
цитодифференцировки (Balaban et al., 2004, 2019), в
цистоподобные покоящиеся формы (ПФ) (Лойко
и соавт., 2015; Мулюкин и соавт., 2015), устойчивые
к повреждающим воздействиям и сохраняющие
жизнеспособность в течение длительного времени
(месяцы–годы–миллионы лет) (Эль-Регистан и
соавт., 2006). Применение таких ПФ для создания
бактериальных препаратов как экологического, так
и других назначений, представляется перспек-
тивным. В частности, стабилизация жидких био-
препаратов углеводородокисляющих бактерий
является актуальной задачей, т.к. они широко ис-
пользуются для целей биоремедиации экотопов,
загрязненных нефтепродуктами (Das, Chandran,
2011).

Целью настоящего исследования явилось по-
лучение высокоперсистерных штаммов углеводо-
родокисляющих грамотрицательных бактерий и
исследование сохранения ими жизнеспособно-
сти при длительном хранении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования. В работе использовали
штамм Acinetobacter seifertii WS1 из коллекции
культур лаборатории нефтяной микробиологии
Института микробиологии ФИЦ Биотехнологии
РАН, способный к окислению углеводородов.

Культивирование и определение углеводородокис-
ляющей активности бактерий. Культуру бактерий
A. seifertii WS1 для получения биопрепарата выра-
щивали в богатой питательной среде LB (Miller,
“Sigma-Аldrich”) в колбах объемом 250 мл с 50 мл
среды при температуре 28–30°С на орбитальной
качалке (100 об./мин) до стационарной фазы ро-
ста. Функциональную (углеводородокисляю-
щую) активность культуры A. seifertii после хране-
ния проверяли при росте в минеральной среде
Раймонда (г/л): CaCl2 ⋅ 6H2O – 0.01; MnSO4 ⋅ 5H2O –
0.02; FeSO4 ⋅ 7H2O – 0.01; Na2HPO4 – 1.5; KH2PO4 –
1.0; MgSO4 ⋅ 7H2O – 0.2; NH4NO3 – 1.0; NaCl – 5.0;
pH 6.8–7.2. В качестве единственного источника
углерода и энергии в минеральную среду исполь-
зовали сырую нефть (Черeмуховское месторож-
дение, Республика Татарстан, РФ) в концентра-
ции 2 об. %. Бактерии после 4 мес. хранения при
18–24°С и свободном доступе воздуха вносили в

среду культивирования (200 мкл, что соответству-
ет ≈6 × 108 кл.). Выращивание бактериальных
клеток проводили в герметично закрытых флако-
нах объемом 120 мл с 10 мл среды при температуре
30°С на качалке (100 об./мин). О росте культур и,
соответственно, потреблении нефти судили по
эмиссии СО2 (накоплению газа в воздушной фа-
зе) с помощью газового хроматографа Кристалл
5000 (“Хроматэк”, Россия).

Получение высокоперсистерных штаммов. Вы-
сокоперсистерные штаммы (ВПШ) A. seifertii по-
лучали по схеме, описанной в работе Van der Bergh и
соавт. (2016а). В пробирки с 5 мл среды LB и анти-
биотиком ципрофлоксацином (2 мкг/мл, раствор
для инфузий; “Курган-синтез”, РФ) вносили
100 мкл культуры стационарной фазы роста, вы-
ращенной на среде LB до конечной концентрации
(5.9 ± 0.4) × 107 кл./мл. Через 3.5 ч (время инкубации
с антибиотиком оптимизировано в предваритель-
ных экспериментах) определяли количество жиз-
неспособных клеток (титр колониеобразующих
единиц, КОЕ при рассеве на плотные среды), от-
мывали клетки от антибиотика (при помощи цен-
трифугирования при 5000 g в течение 10 мин) 4 раза
фосфатным буфером (0.05 М, рН 7.0). Отмытые
клетки разводили в 103, 104, 105 раз и использова-
ли в качестве инокулята для выращивания A. seif-
ertii в среде LB, как описано выше. Клеточную по-
пуляцию, выросшую в варианте опыта с наиболь-
шим разведением инокулята, использовали для
следующего цикла экспериментов, как описано
выше. Стабильность ВПШ проверяли путем де-
вятикратных пересевов в жидкие (LB) и на плот-
ные (LА) среды без антибиотиков. Жизнеспособ-
ность бактериальных клеток в длительно храня-
щихся культурах определяли по числу КОЕ при
высеве клеточных суспензий из десятичных раз-
ведений на агаризованную среду LА.

Статистическая обработка данных. Исследова-
ния проводили в двух–трехкратной повторности
по два параллельных эксперимента в каждом.
При расчете титра КОЕ определяли среднее
арифметическое и экспериментальный разброс
(ошибку) (функция Excell “среднее отклонений
экспериментальных значений от среднего”) из 5–
7 параллельных проб с использованием программы
Microsoft Office Excell 2007. Различия между вариан-
тами считали значимыми, если они превышали
экспериментальную ошибку (для экспериментов
по определению КОЕ не более 30%). На рисунках
представлены результаты типичных эксперимен-
тов, каждая точка представляет среднее арифмети-
ческое и экспериментальный разброс.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исходное количество клеток-персистеров
первого типа (П I) в культуре A. seifertii дикого ти-
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па (ДТ) составляло 1.12% (рис. 1). В качестве се-
лектирующего агента применяли антибиотик ци-
профлоксацин. Как видно из рис. 1, с каждым
циклом селекции доля клеток-персистеров воз-
растала. Через 13 циклов селектирующей обра-
ботки антибиотиком был получен штамм, чис-
ленность персистеров у которого составляла 52%.
Это свойство стабильно сохранялось в течение
последующих 9 пересевов в свежую жидкую (LB)
или на плотную (LA) среды без антибиотиков.

При хранении в течение 110 сут исходного (ДТ,
дикий тип) штамма и ВПШ после 13 циклов обра-
ботки антибиотиком титр жизнеспособных кле-
ток у штамма ДТ снижался более чем на два по-
рядка. У ВПШ число жизнеспособных клеток бы-
ло выше в 2–4 раза по сравнению с контролем
(рис. 2). Несоответствие (~ в 50 раз) между воз-
растанием удельной доли клеток-персистеров в
ВПШ относительно исходного штамма ДТ и пре-
вышением (в 2–4 раза) титра КОЕ ВПШ над ДТ,
по-видимому, можно объяснить следующими со-
ображениями. Теоретически стратегия “страховки”
(bet-hеdging) описывает общую популяционную
стратегию, обеспечивающую минимизацию рис-
ков исчезновения популяции (вида) при смене
условий окружающей среды (Browning et al.,
2020). Популяция разделяется (молекулярно-ге-
нетическими механизмами) на субпопуляции, у
каждой из которых реализуется собственная так-
тика поведения, что обеспечивает выживание
(адаптацию) одной из субпопуляций за счет гибе-
ли другой. В нашем случае это: а) среднесрочное
(час–сутки) сохранение клеток-персистеров при
одновременном автолизе субпопуляции обычных
клеток-неперсистеров; б) долгосрочное сохранение
жизнеспособности покоящихся форм (ПФ), созре-
вающих из П в образованном автолизате. Пока
остается неизвестным, каково должно быть соот-
ношение численности П, созревающих в ПФ, и ав-
толизирующихся клеток, хотя для выживания П и
созревания ПФ автолизат необходим (Бухарин и
соавт., 2005). Если рассматривать эту ситуацию на

уровне функционирования сообщества, то эво-
люционно должны были сформироваться пределы
(min–max) доли в популяциях высокоустойчивых
персистеров и образовавшихся из них ПФ, обеспе-
чивающие стабильность состава и функционирова-
ния сообщества в целом. Можно предполагать, что
более чем 50%-ное образование персистеров –
это “завышенный” резерв для сохранения структу-
ры сообщества, поэтому значительная часть пер-
систеров в наших экспериментах не созревала в
ПФ. Следует отметить, что отмирание клеток
ВПШ протекало гораздо медленнее, чем клеток
контрольного штамма: через 1 мес. хранения титр
КОЕ в ВПШ был в 24 раза выше, чем в штамме
ДТ. А через 3 мес. хранения титр КОЕ в культуре
ВПШ был в 2–4 раза выше, чем в контрольном
варианте (культура ДТ) (см. рис. 2). Эти данные
не противоречат приведенному объяснению.

О сохранении углеводородокисляющей актив-
ности исходного и высокоперсистерного штаммов
A. seifertii судили по образованию СО2 клетками,
растущими на нефти как единственном источни-
ке углерода, при использовании в качестве ино-
кулята культур ДТ и ВПШ, хранившихся в тече-
ние 4 мес. (рис. 3).

Как видно из рис. 3, культура A. seifertii ВПШ
окисляла нефть со скоростью, в 2–3 раза превы-
шающей таковую культуры ДТ, что соответствует
большему содержанию жизнеспособных клеток
(см. рис. 2). Следует также отметить, что при рас-
севе ПФ исходного и высокоперсистерного штам-
мов A. seifertii на плотные среды они формировали
популяции фенотипически различающихся между
собой вариантов-диссоциантов. При этом диссо-
цианты не отличались способностью окислять
коротко- и длинноцепочечные или циклические
углеводороды, зато существенно различались ха-
рактеристиками устойчивости к стрессорам, на-
пример, к высоким концентрациям NaCl и ионов
Cu2+ (данные не приводятся). Следует отметить,
что прорастание ПФ в виде спектра различаю-
щихся диссоциантов типично для цистоподобных

Рис. 1. Изменение количества клеток-персистеров A. seifertii в ходе селекции с ципрофлоксацином.
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ПФ и многократно показано ранее для бактерий
разных таксонов, в том числе биотехнологически
значимых штаммов (Эль-Регистан, 2006; Solyaniko-
va et al., 2011; Мулюкин и соавт., 2014; Ivshina et al.,
2015).

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований впервые получен высокоперсистер-
ный (более 50%) штамм A. seifertii – деструктора
нефтепродуктов. При длительном (4 мес.) хране-
нии ВПШ в провокационных условиях (при тем-
пературе 18–24°С и доступе кислорода) число со-
хранивших жизнеспособность клеток было в 2–4
раза больше, чем в исходном штамме. Получен-
ный новый ВПШ сохранял способность к образо-
ванию персистеров в течение 9 и более пересевов
без селекции. После хранения в течение 4 мес.
культура ВПШ окисляла нефть с большей скоро-
стью по сравнению с таковой контрольной куль-

туры. По показателю повышения эффективности
биодеструкции нефти относительно исходного
штамма после длительного хранения, созданный
штамм сопоставим с культурами, стабилизиро-
ванными с применением новых биокомпозитных
материалов (Николаев и соавт., 2021, в печати).

Разработанный прием получения высокопер-
систерных штаммов, обеспечивающий сохране-
ние высокого титра жизнеспособных клеток при
длительном хранении и высокую функциональ-
ную активность, может быть рекомендован для
нужд экобиотехнологии.
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Рис. 2. Титр жизнеспособных клеток (КОЕ/мл) исходного (ДТ) и высокоперсистерного (ВПШ) штаммов A. seifertii
при хранении в течение 4 мес.
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Рис. 3. Накопление СО2 высокоперсистерным (ВПШ) (2) и исходным (ДТ) (1) штаммами A. seifertii после хранения в
течение 4 мес., при их росте в минеральной среде с нефтью.
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Abstract—Due to frequent and large-scale oil spills, increasing the stability of biopreparations with hydrocar-
bon-oxidizing bacteria (HOB), which are used for bioremediation of oil-contaminated environmental ob-
jects, is presently an important task. In the present work, a new approach for maintaining the viable HOB cell
titer under unfavorable storage conditions (oxygen availability at 18–24°C) was developed, which implies
constructing a strain with increased number of persister cells (High Persistence Strain, HPS). The HPS of a
HOB bacterium Acinetobacter seifertii WS1 was obtained by antibiotic selection with ciprofloxacin. The share
of persister cells in the population increased after 13 sequential selection cycles from 1.2 to 52%. Several
months of storage of the A. seifertii HPS resulted in 2–4 times better survival than in the control. The new
strain retained ability to produce high numbers of persister cells after numerous transfers without antibiotic
selection. The rate of oil oxidation by the HPS culture after 4-month storage was 2–4 times higher than in the
control culture. The eveloped approach to increasing the viable cell titer of long-term-stored cells has not
been applied previously and may be used in ecobiotechnology.

Keywords: hydrocarbon-oxidizing bacteria, Acinetobacter seifertii, strains with high persister cells content,
long-term storage, oil degradation


