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Микроскопические грибы являются перспективными объектами для биоремедиации, благодаря их
способности переводить металлы в менее подвижные и доступные для организмов формы. В выпол-
ненном исследовании показано, что грибы Penicillium chrysogenum и Aspergillus niger обладают физиоло-
гическими механизмами экстраклеточной детоксикации цинка при его исходной концентрации
250 мкмоль – 2 ммоль в среде. В концентрациях 250–500 мкмоль Zn способствует накоплению биомас-
сы и обильному спороношению A. niger и Penicillium chrysogenum, а в концентрациях 1–2 ммоль подав-
ляет рост грибов. Экстраклеточная детоксикация цинка грибом Aspergillus niger происходит путем обра-
зования двуводного оксалата цинка катсаросита, благодаря активному биосинтезу щавелевой кислоты.
Основным механизмом детоксикации цинка Penicillium chrysogenum было образование фосфата цинка
(гопеита). Образование фосфата цинка (гопеита) под действием гриба было установлено впервые.
Ключевыми факторами, определяющими направление процессов образования внеклеточных мине-
ральных фаз, являются количества продуцируемых грибами экстраклеточных полимерных соедине-
ний и щавелевой кислоты, а также изменение pH среды в процессе роста культур.

Ключевые слова: биоремедиация, детоксикация, оксалаты, органические кислоты, тяжелые металлы,
экстраклеточный полимерный матрикс
DOI: 10.31857/S0026364823060089, EDN: TXQBNH

ВВЕДЕНИЕ
Геохимическая деятельность грибов имеет

важное значение для функционирования экоси-
стем. Грибы изменяют подвижность и биодоступ-
ность элементов, а также играют большую роль в
преобразовании минералов (Gadd, 2010). На тер-
риториях, подверженных высокой антропогенной
нагрузке и загрязненных избыточными концен-
трациями тяжелых металлов, способность грибов
участвовать в изменении биодоступности элемен-
тов, проявляющих токсичность в определенных
концентрациях, может быть использована для це-
лей биоремедиации (Syed et al., 2020). Элементы,
проявляющие токсичность в высоких концентра-
циях, такие как цинк, кадмий, хром, кобальт, медь,
мышьяк, свинец, никель, селен, серебро, ртуть,
сурьма и таллий, присутствуют в природе, но их
концентрация многократно повышается в резуль-
тате техногенного загрязнения природной среды
(Pacyna, Pacyna, 2001; Kampa, Castanas, 2008; Ashi-

khmina et al., 2018; Rehan, Alsohim, 2019). Грибы,
благодаря их способности аккумулировать метал-
лы в количествах, превышающих таковые в окру-
жающей среде, чаще других организмов рассмат-
риваются для использования в биоремедиации
(Siddiquee et al., 2015). Кроме того, грибы облада-
ют высокой степенью устойчивости к действию
тяжелых металлов, что позволяет им выживать в
среде с высокой концентрацией металлов и ис-
пользовать физиологически активные механизмы
их накопления (Mukhopadhyay et al., 2011; Tian et al.,
2019; Chandran et al., 2014).

Взаимодействие грибов с металлами может
происходить внутриклеточно и экстраклеточно
(Sayer, Gadd, 2001; Gadd, 2001, 2007; Lúcia Leitão,
2009; Siddiquee et al., 2015). Внутриклеточное на-
копление элементов реализуется за счет поступле-
ния металлов через транспортеры на мембране.
Попав в клетку, металл может быть иммобилизован
внутри вакуолей. В механизмах иммобилизации

УДК 573.7 : 582.282

ФИЗИОЛОГИЯ, БИОХИМИЯ, БИОТЕХНОЛОГИЯ



426

МИКОЛОГИЯ И ФИТОПАТОЛОГИЯ  том 57  № 6  2023

САЗАНОВА и др.

металлов могут участвовать органические кисло-
ты или специфические белки (металлотионеины и
фитохелатины, способные связывать металлы че-
рез SH-группы) (Siddiquee et al., 2015; Gadd, 2001,
2007).

Экстраклеточная иммобилизация металлов бо-
лее эффективна, поскольку позволяет полностью
избежать их токсического действия. Образование
соединений с органическими кислотами снижает
активность и токсичность свободных катионов
металлов в почве или на минеральном субстрате и
способствует выживанию грибов в среде с высо-
ким содержанием токсичных металлов (Fomina
et al., 2005; Munir et al., 2005; Abbas et al., 2014;
Chandran et al., 2014). Среди низкомолекулярных
органических кислот наиболее сильным связыва-
ющим агентом является щавелевая кислота. Фор-
мируя с рядом металлов устойчивые комплексы
и/или нерастворимые соли (оксалаты), щавелевая
кислота сильно снижает биодоступность метал-
лов. Поэтому оксалатообразование рассматрива-
ется как высокоэффективный способ иммобили-
зации многих металлов (Munir et al., 2005; Chan-
dran et al., 2014).

Многочисленные данные указывают на важ-
ную роль механизма сорбции металлов на поверх-
ности клеточных стенок (Dhankhar et al., 2011;
Mukhopadhyay et al., 2011; Chandran et al., 2014; Tian
et al., 2019). Клеточная стенка может принимать
участие в сорбции ионов даже при отсутствии фи-
зиологической активности (в мертвой биомассе).
Внеклеточное накопление катионов может сопро-
вождаться ионным обменом, приводящим к обра-
зованию комплексов, в которых катионы коорди-
нируются органическими функциональными
группами полимеров клеточной стенки (Siddiquee
et al., 2015). Кроме полимеров клеточных стенок,
во внеклеточной детоксикации металлов прини-
мают участие полисахариды, гликопротеины и
гликолипиды секретируемые грибами в среду и
образующие так называемый матрикс экстракле-
точных полимерных соединений (ЭПС) (De
Beeck, 2021). Наличие в среде ЭПС многократно
усиливает интенсивность сорбции металлов. Кро-
ме того, в щелочной среде при участии ЭПС мо-
жет происходить кристаллизация карбонатов ме-
таллов (Anbu et al., 2016; Zhu et al., 2016). В литера-
туре имеются доказательства совместного
осаждения карбонатов тяжелых металлов и карбо-
ната кальция грибами (Zhao et al., 2022). В процес-
се кристаллизации кальцита тяжелые металлы мо-
гут быть включены путем замещения двухвалент-
ных катионов Ca2+ (Kim et al., 2021). Кроме того,
образование карбонатов тяжелых металлов, в том
числе цинка, кадмия, свинца, лантана без участия
кальция описаны для некоторых грибов, обладаю-
щих уреазной активностью: Verticillium sp., Fusarium
oxysporum, Neurospora crassa, Myrothecium gramine-
um, Pestalotiopsis sp. (Li et al., 2017).

Существующие запатентованные методики
удаления элементов из водных р-ров основаны на
сорбции металлов полимерами клеточной стенки
(Tan et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2011; Sid-
diquee et al., 2015; Ashikhmina et al., 2018). Однако
при очистке почв и твердых минеральных суб-
стратов эти методы неэффективны, поскольку со
временем они приводят к высвобождению иммо-
билизованных или адсорбированных тяжелых ме-
таллов обратно в окружающую среду (Achal et al.,
2011). Следовательно, необходимы альтернатив-
ные методы, эффективного, экономичного и эко-
логически чистого удаления тяжелых металлов из
окружающей среды, в том числе почв сельскохо-
зяйственного назначения. В основу таких методов
могут быть положены механизмы иммобилизации
металлов в нерастворимые кристаллические фа-
зы. На протяжении последних 10 лет идут актив-
ные разработки биотехнологий удаления тяжелых
металлов из различных сред с использованием
кальцита биогенного происхождения (Anbu et al.,
2016).

Наши предыдущие исследования, выполнен-
ные на грибах Aspergillus niger и Penicillium spp.,
продуцирующих в среду щавелевую кислоту, по-
казали, что при исходной концентрации Zn в сре-
де 2 ммоль Aspergillus niger активно образует окса-
латы цинка. Механизмы же детоксикации цинка
грибами рода Penicillium до конца не понятны
(Sazanova et al., 2015). Вероятно, образование ок-
салатов цинка Aspergillus niger и их отсутствие в
культурах Penicillium spp. связано с низким соот-
ношением концентраций щавелевая кислота/Zn в
культуральной жидкости изученных грибов рода
Penicillium. Кроме того, на примере Penicillium
chrysogenum было показано, что грибы этого рода,
в отличие от Aspergillus niger, активно осаждают
вторичный кальцит (Sazanova et al., 2020, 2023),
что связано с их способностью продуцировать
ЭПС. Эти свойства Penicillium chrysogenum могут
эффективно участвовать и в иммобилизации
цинка.

Цель данной работы – анализ биохимических
свойств Aspergillus niger и Penicillium chrysogenum,
способствующих реализации адаптивных меха-
низмов этих грибов при культивировании на сре-
дах с различными концентрациями цинка.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штаммы грибов и культивирование. Для иссле-
дования было использовано два штамма грибов:
Penicillium chrysogenum (штамм Cs/21, номер в Ген-
банке OP758843) выделен из поверхностных на-
слоений на бронзовой скульптуре Геракла Фар-
незского (ГМЗ “Царское Село”, г. Пушкин,
Санкт-Петербург) и Aspergillus niger (штамм Ch4/07,
номер в Генбанке KF768341) выделен с повре-
жденной поверхности мрамора (музей-заповед-
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ник “Херсонес Таврический”, г. Севастополь,
Крым).

Грибы культивировали поверхностным спосо-
бом в матрасах для культивирования на жидкой
питательной среде Чапека–Докса (г/л: глюкоза –
30; NaNO3 – 2.0; KH2PO4 – 1.0; MgSO4 × 7H2O –
0.5; KCl – 0.5; FeSO4 × 7H2O – 0.01). Объем среды
составлял 30 мл. В среду добавляли сульфат цинка
в нескольких концентрациях: 250 мкмоль, 500 мкмоль,
1 ммоль и 2 ммоль/л. Контролем служили культу-
ры, выращенные на среде без добавления цинка.
Продолжительность культивирования составляла
7, 14, 21 и 28 сут. Опыты проводились в трехкрат-
ной повторности.

В ходе выполнения эксперимента анализиро-
вали следующие показатели: количество биомас-
сы мицелия, количество ЭПС, pH среды, состав и
количество органических кислот в среде, состав
продуктов кристаллизации.

Световая и электронная микроскопия. Для изу-
чения морфологии мицелия и первичной визуа-
лизации продуктов кристаллизации микропрепа-
раты мицелия просматривали под микроскопом
Микромед-2.

Для более детального анализа образовавшихся
структур использовали сканирующую электрон-
ную микроскопию (СЭМ) и энергодисперсион-
ную рентгеновскую спектроскопию (ЭДХ). Ис-
следование проводили на микроскопе TM3000
(HITACHI, Япония). Для полуколичественного
EDX-анализа микроскоп был оснащен системой
Oxford Inca (Oxford Instruments, Abingdon, UK),
которая работала в режиме низкого вакуума (60 Па)
и при ускоряющем напряжении 15 кВ. Чтобы из-
бежать эффекта зарядки на изображениях SEM,
образцы были покрыты тонким слоем углерода
(высоковакуумный угольный распылитель Q150TE).
Спектры EDX анализировали с помощью пакета
программ EDAX Genesis.

Анализ органических кислот в среде. Значения
рН во время эксперимента оценивали с помощью
рН-метра Checker 1 (HI 98103).

Для определения общего количества низкомо-
лекулярных органических кислот, продуцируе-
мых грибами, культуральную жидкость обраба-
тывали 3 мл концентрированной HCl для раство-
рения нерастворимых оксалатов кальция и
пропускали через катионит (КУ-2-8). Для опреде-
ления содержания органических кислот в раство-
римой форме культуральную жидкость пропуска-
ли через катионит (КУ-2-8) без предварительной
обработки HCl. Полученный водный р-р органи-
ческих кислот выпаривали на роторном испарите-
ле при 40°С. Высушенные экстракты растворяли в
пиридине (50 мкл) и инкубировали с BSTFA (N,O-
бис-3-метилсилил-3-F-ацетамид) (50 мкл) при
100°С в течение 15 мин. Дериватизированные об-
разцы анализировали методом хромато-масс-

спектрометрии (ГХ-МС) на приборе Maestro (In-
terlab, Россия) с масс-селективным детектором
Agilent 5975 (Санта-Клара, Калифорния, США).
Использовали колонку HP-5MS 30 м × 0.25 мм ×
× 0.25 мкм. Хроматографию проводили при за-
программированном линейном увеличении тем-
пературы от 70 до 320°С и при постоянном потоке
газа-носителя (гелия) со скоростью 1 мл/мин.
Масс-спектры сканировали в диапазоне 50–800 m/z
с частотой 2 скана/с. Хроматограммы регистриро-
вали по полному ионному току.

Масс-спектрометрическая информация была
обработана и интерпретирована с использовани-
ем программы AMDIS (http://www.amdis.net/in-
dex.html) и стандартной библиотеки NIST2005.
Количественную интерпретацию хроматограмм ме-
тодом внутреннего стандарта также проводили с ис-
пользованием тридекана в программе UniChrom
(версия 5.0.19.1180) (http://www.unichrom.com/uni-
chrome.shtml).

Определение биомассы и содержания ЭПС. Ми-
целий отделяли от культуральной жидкости, вы-
сушивали при 25°С и определяли его биомассу
гравиметрическим методом. На рис. 1 каждый
график соответствует количественным показате-
ли биомассы с одной колбы (30 мл).

Для определения количества ЭПС культураль-
ную жидкость центрифугировали при 11000 об./мин
в течение 10 мин. Собранный супернатант смеши-
вали с равным объемом охлажденного льдом эта-
нола и инкубировали при 4°С в течение 24 ч. За-
тем охлажденный р-р центрифугировали при
2500 об./мин в течение 20 мин. Полученные осад-
ки ресуспендировали в дистиллированной воде

Рис. 1. Динамика роста биомассы мицелия Aspergillus
niger (а) и Penicillium chrysogenum (б).
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вместе с равным объемом ледяного этанола. Затем
р-р снова центрифугировали при 2500 об./мин в те-
чение 20 мин. Полученный конечный осадок су-
шили при комнатной температуре.

Порошковая рентгеновская дифракция. Измере-
ния порошковой дифракции проводили с исполь-
зованием дифрактометра Rigaku II Miniflex с излу-
чением CuKα (2θ = 5–80° с шагом 0.02°). Образец
измельчали в ступке и осаждали на стеклянную
кювету из спиртовой суспензии. Фон от кюветы
измеряли отдельно и вычитали из полученной
рентгенограммы образца. Фазовый состав опреде-
ляли по базе данных PDF-2 (2019).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученные результаты показали, что Zn в

концентрациях 250–500 мкмоль оказывает сти-
мулирующее действие на накопление биомассы
A. niger, а в концентрациях 1–2 ммоль подавляет
рост и спороношение A. niger (рис. 1а). При высо-
кой концентрации Zn (1 и 2 ммоль) поверхност-
ная пленка мицелия A. niger не формировалась,
рост происходил преимущественно глубинным
образом в виде пеллет, а спороношение отсутство-
вало. При концентрации цинка 2 ммоль рост ми-
целия начался только на третью неделю с момента
инокуляции.

На рост биомассы Penicillium chrysogenum Zn
оказывал выраженное ингибирующее действие
только при концентрации 2 ммоль (рис. 1б). Одна-
ко на морфологию мицелия и спороношение вы-
раженное воздействие проявлялось также при

1 ммоль Zn: рост происходил преимущественно
глубинным образом, отдельные фрагменты по-
верхностного мицелия имели кожистую структу-
ру, спороношение отсутствовало. В отличие от As-
pergillus niger, в контроле и при низкой концентра-
ции цинка динамика роста мицелия Penicillium
chrysogenum имела фазу лизиса мицелия в старею-
щих культурах.

Кислотность среды в процессе роста грибов
менялась по-разному у Aspergillus niger и Penicillium
chrysogenum. Aspergillus niger сильно подкислял сре-
ду даже при минимальном росте мицелия (рис. 2а).
Наименьшие показатели pH определялись в кон-
троле. В варианте с Penicillium chrysogenum проис-
ходило защелачивание среды. Наименьшие пока-
затели рН отмечались при самой высокой концен-
трации цинка 2 мкмоль (рис. 2б). В контроле и при
концентрациях цинка 250–500 мкмоль значения
рН среды, начиная с седьмых сут роста, находи-
лись в щелочной области (7.5–9).

Количество и состав органических кислот,
продуцируемых грибами, сильно различались для
двух видов (табл. 1). Aspergillus niger продуцировал
щавелевую и лимонную кислоты. Лимонная кис-
лота образовывалась преимущественно в контро-
ле и преобладала по сравнению со щавелевой. В
культурах с Zn, напротив, лимонная кислота вы-
делялась в минимальных количествах (почти в 10 раз
меньше, чем щавелевая). Соотношение свобод-
ной и связанной в нерастворимые соли щавелевой
кислоты зависело от концентрации цинка в среде:
с увеличением концентрации цинка доля связан-
ного в нерастворимые соли оксалата увеличи-
валась.

В культуральной жидкости Penicillium chrysoge-
num содержалась щавелевая кислота, а также в
следовых количествах лимонная, янтарная и яб-
лочная кислоты. Вся щавелевая кислота находи-
лась в связанной форме. Ее количество было более
чем в 10 раз ниже, чем в культуральной жидкости
Aspergillus niger. Оба вида грибов продуцировали в
среду экстраклеточные полимерные соединения,
осаждаемые спиртом (рис. 3). Следует отметить,
что помимо органических полимеров, осаждае-
мый при центрифугировании осадок содержал
продукты кристаллизации, находившиеся в куль-
туральной жидкости. В целом количество ЭПС,
продуцируемых Penicillium chrysogenum, было в
1.5–2 раза больше, чем у Aspergillus niger. ЭПС на-
капливались с возрастом культур. Цинк оказывал
стимулирующее действие на накопление ЭПС в
среде в концентрации 250–500 мкмоль у обоих
штаммов, а у Penicillium chrysogenum также и при
высоких концентрациях 1–2 моль. У Aspergillus ni-
ger абсолютное количество ЭПС при этих концен-
трациях цинка было меньше, чем в контроле, но
количество ЭПС относительно биомассы мице-
лия, напротив, выше.

Рис. 2. Динамика изменения pH культуральной жид-
кости в процессе роста микромицетов Aspergillus niger (а)
и Penicillium chrysogenum (б).
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По данным рентгенофазового анализа (РФА)
(рис. 4) и с помощью сканирующей электронной
микроскопии (рис. 5), совмещенной с ЭДХ, уста-
новлено, что на гифах A. niger кристаллизуются
двуводный оксалат цинка (аналог минерала катса-
росита) при всех исходных концентрациях ZnSO4
в среде. С увеличением концентрации Zn в среде
количество образовавшихся кристаллов и их
сростков увеличивалось. Размеры сростков кристал-
лов оксалата цинка увеличивались от 50 до 200 мкм
по мере увеличения содержания Zn в среде (рис. 5).
При концентрации Zn 250 мкмоль наблюдались
единичные сростки кристаллов оксалата цинка
с изоморфоной примесью Mg. В мицелии в кон-
троле кристаллических структур обнаружено не
было.

У Penicillium chrysogenum в мицелии методом
РФА (рис. 4) был обнаружен четырехводный фос-
фат цинка (аналог минерала гопеита). При высо-
кой концентрации Zn (2 ммоль) на гифах форми-
ровались мелкие глобулы гопеита в большом ко-
личестве и они образовывали чехлы (рис. 6, а, б), а
также формировались сферолиты таблитчатых
кристаллов размером от 10 до 25 мкм (рис. 6, в).
При промежуточных концентрациях Zn 1 ммоль и
500 мкмоль в мицелии образовывался четырехвод-
ный фосфат цинка в виде глобул на мицелии (со-
держание цинка 500 мкмоль) и сферолиты таблит-
чатых кристаллов размером от 25 до 100 мкм
(содержание цинка 1 ммоль). При низкой кон-
центрации Zn 250 мкмоль в мицелии при помощи

РФА не было обнаружено кристаллических струк-
тур, а по данным СЭМ-анализа наблюдалось только
небольшое количество мелких (размером 5–10 мкм)
кристаллов, предположительно, двуводного окса-
лата цинка с изоморфной примесью Мg. По дан-

Таблица 1. Cодержание щавелевой кислоты в культуральной жидкости грибов

Примечание. *Среднее значение ± стандартное отклонение.

Сут Форма 
содержания Контроль Zn 250 мкмоль Zn 500 мкмоль Zn 1 ммоль Zn 2 ммоль

Aspergillus niger
14 Щавелевая кислота, мкг/мл

растворимая 197 ± 20* 127 ± 22 155 ± 28 187 ± 34 –
связанная 180 ± 35 344 ± 43 480 ± 47 640 ± 56 –

Лимонная кислота, мкг/мл
растворимая 280 ± 39 103 ± 24 68 ± 16 72 ± 11 –

28 Щавелевая кислота, мкг/мл
растворимая 222 ± 36 204 ± 25 110 ± 18 155 ± 37 102 ± 8
связанная 257 ± 29 388 ± 56 522 ± 28 720 ± 66 684 ± 73

Лимонная кислота, мкг/мл
растворимая 449 ± 39 57 ± 18 52 ± 21 38 ± 7 –

Penicillium chrysogenum
14 Щавелевая кислота, мкг/мл

растворимая – – – – –
связанная 64 ± 8 86 ± 22 104 ± 9 92 ± 11 –

28 растворимая – – – – –
связанная 48 ± 8 72 ± 11 122 ± 86 108 ± 22 82 ± 13

Рис. 3. Накопление ЭПС в культуральной жидкости
микромицетов Aspergillus niger (а) и Penicillium chrysoge-
num (б).
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ным ЭДХА глобулы на гифах и сростки кристал-
лов состоят в основном из P и Zn.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты показали, что оба вида
грибов способны развиваться при концентрациях
Zn в среде до 2 ммоль. В концентрациях 250–
500 мкмоль Zn действует как физиологически не-
обходимый микроэлемент, способствуя активно-

му росту и спороношению. При концентрациях
более 500 мкмоль Zn подавляет рост мицелия и
спороношение грибов, способствует изменению
морфологии. Однако грибы реализуют физиоло-
гические механизмы, способствующие адаптации
к цинку в высоких концентрациях. В культурах
обоих видов грибов формируются минеральные
кристаллические комплексы, включающие Zn.
Продукты кристаллизации, содержащие цинк у
Aspergillus niger и Penicillium chrysogenum различа-
ются; соответственно физиологические механиз-
мы уменьшения биодоступности катионов Zn2+ в
среде у грибов не одинаковы.

Интенсивность продукции щавелевой кисло-
ты, формирующей с цинком нерастворимые соли,
у обоих видов возрастала под действием цинка во
всех концентрациях. У Aspergillus niger под дей-
ствием цинка также уменьшалось выделение ли-
монной кислоты, вероятно за счет больших потреб-
ностей углерода для биосинтеза оксалата. Активи-
рующее действие Zn на продукцию щавелевой
кислоты подтверждено литературными данными
(Fomina et al., 2005; Gadd, 2010), а также собствен-
ными исследованиями (Sazanova et al., 2015). У
Penicillium chrysogenum 100% оксалата было связа-
но в нерастворимые соли. В культуре же Aspergillus
niger щавелевая кислота находилась в свободной и
связанной формах. По мере увеличения концен-
трации Zn в среде количество связанной щавеле-
вой кислоты увеличивалось, а свободной умень-
шалось, что однозначно свидетельствует о ее роли
в детоксикации избыточных количеств цинка.
Оксалаты цинка были основной цинксодержащей
кристаллической фазой, формирующейся под
действием A. niger при всех концентрациях цинка
в среде, что также указывает на первостепенную
роль щавелевой кислоты в реализации механиз-
мов детоксикации цинка.

Рис. 4. Рентгенограммы аналогов минералов, образовав-
шихся в мицелии Penicillium chrysogenum (а – 500 мкмоль
Zn, б – 1 ммоль Zn, в – 2 ммоль Zn) и Aspergillus niger
(г – 250 мкмоль, д – 1 ммоль). Не подписанные ди-
фракционные пики на рентгенограммах а, б и в (Peni-
cillium chrysogenum) принадлежат четырехводному
фосфату цинка (аналогу минерала гопеита).
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Рис. 5. СЭМ-изображения сростков кристаллов двуводного оксалата цинка (катсаросита) на мицелии Aspergillus niger:
а – содержание Zn 250 мкмоль; б – содержание Zn 2 ммоль.
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Продукция ЭПС, напротив, была значительно
выше в культуре Penicillium chrysogenum по сравне-
нию с Aspergillus niger. Образование ЭПС грибами
так же, как и щавелевой кислоты, усиливалось под
действием цинка, что согласуется с литературны-
ми данными (Balasubramanian et al., 2019). При вы-
сокой концентрации цинка содержание ЭПС в
некоторых случаях было ниже, чем в контроле,
что, очевидно, связано с малым количеством био-
массы мицелия, продуцирующего ЭПС.

Кристаллическая фаза в составе мицелия Peni-
cillium chrysogenum представляла собой четы-
рехводный фосфат цинка (аналог минерала гопе-
ита). Формирование фосфата цинка грибами ра-
нее не было описано. В литературе имеются
данные только об образовании грибами хлорфос-
фата свинца пироморфита (Rhee et al., 2012; Xu et al.,
2020). Скорее всего, фосфатные группы, взаимо-
действующие с цинком, входят в состав ЭПС и по-
лимеров клеточной стенки. Процессы связывания
катионов металлов с ЭПС происходят исключи-
тельно в щелочной среде (Anbu et al., 2016; Martino
et al., 2016; Zhu et al., 2016), поэтому также важно,
что P. chrysogenum защелачивает среду в процессе
роста. Фермент уреаза, продуцируемый P. chrysoge-
num, гидролизует мочевину, что приводит к заще-

лачиванию среды (Mahapatra, Banerjee, 2013). Уре-
азная активность, вероятно, определяет и умень-
шение биомассы P. chrysogenum на 28-е сут:
накапливающийся в результате гидролиза моче-
вины аммиак способствует лизису мицелия (Hess
et al., 2006) при рН от 6.8 до 8.2 (Santamaria et al.,
1988).

Таким образом, оба вида грибов продуцируют
щавелевую кислоту, связывающую цинк в нерас-
творимые соли, и ЭПС, выполняющие роль сор-
бента свободных катионов с уменьшением содер-
жания цинка в среде. Количественно P. chrysoge-
num продуцирует существенно больше ЭПС,
Aspergillus niger, напротив, продуцирует значитель-
но больше щавелевой кислоты по сравнению с
Penicillium chrysogenum. В литературе имеются до-
казательства, что образование кислот грибами
способствует растворению фосфата цинка (Fomi-
na et al., 2004). Таким образом, избыток щавеле-
вой кислоты препятствует образованию гопеита в
культуре Aspergillus niger.

Образование оксалатов металлов, включая
цинк, описано для некоторых видов грибов (Fo-
mina et al., 2005; Munir et al., 2005; Chandran et al.,
2014; Gadd et al., 2014; Abbas et al., 2014; Sutjaritvor-

Рис. 6. СЭМ-изображения четырехводного фосфата цинка (гопеита) на мицелии Penicillium chrysogenum при концентра-
ции Zn в среде 2 ммоль: глобулы в виде трубочек (а, б), сростки кристаллов (в) и ЭДХ-спектр глобул на гифах и сростков
кристаллов (г).
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akul et al., 2015; Sаzanova et al., 2015; Vlasov, 2020).
A. niger образует сростки оксалата цинка как при
культивировании на среде с добавлением солей
Zn, так и при росте на цинк-содержащих минера-
лах (Vlasov et al., 2020). Тем не менее, до настояще-
го времени эффективность грибов A. niger для уда-
ления из среды катионов токсичных металлов
связывалась именно со способом адсорбции био-
массой (Mukhopadhyay et al., 2011).

Penicillium chrysogenum активно образует окса-
лат кальция при наличии карбоната кальция в
среде (Sazanova et al., 2023). Также некоторые ви-
ды рода Penicillium могут образовывать оксалаты
свинца, меди, кадмия, кобальта (Glukhova et al.,
2018; Xu et al., 2020). В настоящем исследовании
методом РФА не выявлено оксалатов цинка в ми-
целии P. chrysogenum ни при одной из выбранных
концентраций цинка, несмотря на то, что гриб
продуцировал в среду щавелевую кислоту. Так как
вся щавелевая кислота находилась в форме нерас-
творимых солей, скорее всего, оксалат цинка
вместе с оксалатом магния все же присутствуют
в виде взвеси или осадка в культуральной жидко-
сти. В мицелии же оксалаты являются минорной
фазой и количественно существенно уступают
фосфату цинка.

Как и Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum
рассматривался ранее для использования в целях
биоремедиации благодаря адсорбции металлов
полимерами клеточной стенки (Tan et al., 2003).
При этом авторы указывали на ключевую роль
щелочных условий среды для реализации данного
процесса. Основными сайтами хелатирования ме-
таллов являются аминогруппы хитозана в мице-
лии (Tan et al., 2003). Образование фосфата цинка
гопеита грибом P. chrysogenum установлено нами
впервые. Гопеит, как и фосфаты некоторых дру-
гих металлов, имеет низкую растворимость (Ksp =
= 10–35.5), что указывает на потенциал его при-
менения для восстановления почвы (Cotter-How-
ells, Caporn 1996).

Хотя штаммы Aspergillus niger Ch 4/07 и Penicilli-
um chrysogenum Cs/21 были изолированы с поверх-
ности мрамора и бронзы соответственно, эти ви-
ды являются обычными сапротрофами почв и рас-
тительных субстратов. Споры этих грибов легко
переносятся ветром. В случае достаточного коли-
чества питательных веществ их рост возможен на
самых различных субстратах (Salvadori, Municchia,
2015).

Полученные данные показали, что оба вида
грибов обладают способностью переводить Zn в
нерастворимые формы, уменьшающие его биодо-
ступность и токсичность. Именно этот способ де-
токсикации может рассматриваться как наиболее
эффективный для очистки почв или других твер-
дых минеральных субстратов. Перевод металлов в
нерастворимую минеральную фазу путем их свя-
зывания в минералы оксалаты и фосфаты может

быть использовано в дальнейшем для целей био-
ремедиации.

Работа выполнена при поддержке Российского
научного фонда (проект № 21-74-00031 “Грибы и
бактерии в биогеохимических циклах: трофиче-
ские и аллелопатические взаимодействия, роль в
детоксикации металлов”).
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Microfungi are promising objects for bioremediation due to their ability to convert metals into forms that are less
mobile and accessible to organisms. The study showed that the fungi Penicillium chrysogenum and Aspergillus ni-
ger have physiological mechanisms of extracellular Zn detoxification at its initial concentration of 250 μmol –
2 mmol in the medium. At concentrations of 250–500 μmol Zn promotes the accumulation of biomass and
abundant sporulation of A. niger and Penicillium chrysogenum, and at concentrations of 1–2 mmol inhibits the
growth of fungi. Extracellular Zn detoxification in Aspergillus niger culture occurs by the formation of dihydrate
zinc oxalate katsarosite, due to the active biosynthesis of oxalic acid in A. niger. The main mechanism of zinc
detoxification in Penicillium chrysogenum culture was the formation of zinc phosphate hopeite. The formation of
zinc phosphate hopeite under the action of the fungus was established for the first time. The key factors that de-
termine the direction of the processes of formation of extracellular mineral phases are the amounts of EPS and
oxalic acid produced by fungi, as well as changes in the pH of the medium during the growth of cultures.

Keywords: bioremediation, detoxification, extracellular polymer matrix, heavy metals, organic acids, oxalates


